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Приветствие главного редактора

Глубокоуважаемые коллеги!

Перед вами первый в 2021 году номер журнала «Интегративная физиология». За плечами  
у журнала опыт первого года, который, благодаря авторам и слаженной активной работе редкол-
легии и редакции, можно оценить как успешный. В четырех первых выпусках 2020 года опубли-
кованы 43 статьи, среди которых 9 статей зарубежных авторов. В 2020 году журнал вошел в базу 
РИНЦ, что, несомненно, свидетельствует о его признании в научном сообществе.

Журнал «Интегративная физиология» выступает за укрепление позиций физиологии.  
В последние десятилетия естественные пути развития науки привели к тому, что в физиологии, 
как и в других науках, появились узкие специалисты, и произошло дробление знаний. Специали-
зация исследований, несомненно, способствует детализации знаний о глубинных физиологических 
процессах. Однако такой ход развития науки имеет и обратную, негативную, сторону: чрезмерная 
специализация заслоняет от исследователей целостный живой организм, общие закономерности 
его функционирования и механизмы, координирующие взаимодействие физиологических систем. 
В этой ситуации особо востребованным становится развитие интегративной физиологии, наце-
ленной на понимание, каким образом каждый компонент организма работает как часть, интегри-
рованная в функционирование организма как единого целого, в здоровье и болезни.

Чрезвычайно высокая актуальность развития интегративной физиологии определяется  
и ее востребованностью для медицины, особенно в связи с все большим пониманием того, что 
основные хронические заболевания, такие как онкологические, неврологические и сердечно- 
сосудистые, заболевания желудочно-кишечного тракта, являются по своей природе комплексными. 
Интегративная физиология — важнейшая для медицины область физиологии, ее вершина.

Для выяснения принципов и механизмов регуляции функционирования целостного организ-
ма требуется комплексный подход с вовлечением сотрудничества исследователей, специализи-
рующихся на разных уровнях организации жизни: от отдельных молекул до поведения. Основа-
телем интегративной физиологии по праву считается Иван Петрович Павлов. В год 170-летия  
со дня рождения Ивана Петровича (2019) Институт физиологии имени И. П. Павлова РАН орга-
низовал и успешно провел Первую Всероссийскую конференцию с международным участием 
«Интегративная физиология», которая была нацелена на укрепление научного сотрудничества 
физиологов и позиций интегративной физиологии. Материалы размещены на сайтах Института  
и Международного союза физиологических наук (IUPS), президент которого, профессор Джулия 
Чен (IUPS President Julia Chan), принимала участие в конференции. Вторая Всероссийская кон-
ференция с международным участием «Интегративная физиология» была организована и успеш-
но проведена в декабре 2020 года, когда Институт, созданный И. П. Павловым, отмечал свое 
95-летие. Четвертый номер журнала ушедшего года был посвящен этому юбилейному событию.

В первом номере журнала «Интегративная физиология» за 2021 год вниманию читателей пред-
лагаются статьи, подготовленные на основе пленарных лекций и устных докладов избранных 
участников недавно прошедшей конференции «Интегративная физиология». В представленных 
статьях отражены фундаментальные научные проблемы, исследование которых является важным 
с точки зрения развития интегративной физиологии.

Приветствую читателей журнала «Интегративная физиология» и благодарю всех, кто обеспечил 
успешный выпуск всех первых четырех номеров журнала в 2020 году и выпуск нового номера.

С уважением,
главный редактор
Л. П. Филаретова
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Letter from the Editor-in-Chief

Letter from the Editor-in-Chief

Dear colleagues, 

This is the first issue of Integrative Physiology in 2021. The journal is one year old and it has been  
a success due to the authors and the effective work of the editorial board and staff. The first four issues 
of 2020 feature 43 articles, including 9 contributions from foreign scholars. In 2020, the journal was 
included in the RSCI database which means it is now recognized by the research community.

Integrative Physiology aims to raise the profile of physiology. In recent decades, due to the natu-
ral development of science, physiology as well as other fields of knowledge witnessed the emergence  
of field experts and a growing body of specialized knowledge. The trend has both pros and cons.  
On the one hand, more focused and specialised research provides more insights into the deep  
physiological processes. On the other hand, this narrow specialization does not allow researchers to 
get a complete picture of a living organism, the general laws of its functioning and the mechanisms 
that coordinate the interaction of physiological systems. In this context, integrative physiology is a very 
much wanted field of knowledge that aims to understand how each component of the body works  
as a part integrated into the functioning of the body as a whole, weather healthy or sick. 

Another factor that makes further development of integrative physiology paramount is its high  
relevance for medicine. It is especially true in connection with the growing awareness that the reasons 
for major chronic diseases—oncological, neurological, cardiovascular and gastrointestinal—are com-
plex. Integrative physiology is the key field of physiology capable of making the most effective contribu-
tion into the development of medicine. 

It is impossible to clarify the principles and mechanisms that regulate the functioning of an or-
ganism as a whole without a holistic approach. This requires contributions from a plethora of re-
searchers specializing in different levels of life organization: from individual molecules to behavior. 
It is widely acknowledged that integrative physiology was founded by Ivan P. Pavlov. The year 2019 
celebrated his 170th anniversary. To mark the occasion, the Pavlov Institute of Physiology of the Rus-
sian Academy of Sciences hosted the conference “Integrative Physiology”, the First Russian Confer-
ence that attracted international participants. It was organised to enhance networking and coopera-
tion between physiologists and raise the profile of integrative physiology. The materials are available  
on the websites of the Pavlov Institute of Physiology and the International Union of Physiological Scienc-
es (IUPS), whose President, Professor Julia Chan, took part in the conference. The Second Russian  
Conference with international participants “Integrative Physiology” took place in December 2020 and 
was also a success. It was held to mark the 95th anniversary of the foundation of the Institute established 
by I. P. Pavlov. Another initiative to mark the occasion in 2020 was the release of the fourth issue of the journal. 

The first issue of Integrative Physiology in 2021 is a collection of selected articles based on the ple-
nary lectures and reports made by the participants of the recent conference “Integrative Physiology”.  
The articles focus on fundamental issues in integrative physiology crucial for its further effective  
development. 

Welcome to Integrative Physiology and a thank-you to all those who contributed to  the success  
of the first four issues of the journal in 2020 and the release of its new issue.

Ludmila P. Filaretova, 
Editor-in-Chief 



6

Интегративная физиология, 2021, т. 2, № 1 
Integrative Physiology, 2021, vol. 2, no. 1  

www.intphysiology.ru

Обзоры

UDC 612.018					     https://www.doi.org/10.33910/2687-1270-2021-2-1-6-14

Brain corticotropin releasing hormone and stress reactivity
K. Bánrévi1, T. Chaves1, 2, P. Correia1, 2, C. L. Fazekas1, 2, A. Szabó1, 2, B. Török1, 2, D. Zelena1, 3

1 Institute of Experimental Medicine, 43 Szigony Str., 1083 Budapest, Hungary
2 Semmelweis University, 26 Üllői Str., 1085 Budapest, Hungary

3 University of Pécs, 20 Ifjúság Str., 7624 Pécs, Hungary

Authors
Krisztina Bánrévi,  
e-mail: banrevi.krisztina@koki.mta.hu
Tiago Chaves, 
e-mail: tiago.chaves@koki.hu
Pedro Correia,  
e-mail: marques.correia.pedro@koki.hu
Csilla Lea Fazekas, 
Scopus AuthorID: 57195292451, 
e-mail: fazekas.csilla@koki.hu
Adrienn Szabó,  
e-mail: szabo.adrienn@koki.hu
Bibiána Török,  
Scopus AuthorID: 56471449500, 
e-mail: torok.bibiana@koki.hu
Dóra Zelena, 
Scopus AuthorID: 6602752896,  
ORCID: 0000-0001-5616-1100, 
e-mail: zelena.dora@koki.mta.hu
For citation:  
Bánrévi, K., Chaves, T., Correia, P. et al. 
(2021) Brain corticotropin releasing 
hormone and stress reactivity. 
Integrative Physiology, vol. 2, no. 1, 
pp. 6–14.  
https://www.doi.org/10.33910/2687-
1270-2021-2-1-6-14
Received 30 January 2021;  
reviewed 21 February 2021; 
accepted 28 February 2021.
Copyright: © The Authors (2021). 
Published by Herzen State 
Pedagogical University of Russia. 
Open access under CC BY-NC 
License 4.0.

Abstract. The hypothalamic-pituitary-adrenocortical axis is one of the main 
components of stress adaptation. Corticotropin-releasing hormone (CRH) 
coming from the nucleus paraventricularis hypothalami (PVN) is the canonical 
central regulator of the axis. This CRH acts on the CRH-R1 receptors of the 
pituitary, and, through adrenocorticotropin, stimulates glucocorticoid release 
from the adrenal cortex. However, it may be synthetized in other parts of the 
brain as well, and may act both on CRH-R1 and CRH-R2 receptors. These 
areas form the central CRH network. Many of them are also stress reactive 
and participate in physical and psychological stress response. The central 
nucleus of the amygdala and bed nucleus of stria terminalis are two areas best 
known for their role in emotions, while hippocampus is mostly involved in 
glucocorticoid feedback as well as memory formation, all heavily connected 
to stress adaptation. Among others, the brainstem raphe nuclei get dense 
CRHergic innervation that, through CRH-R1 receptors, may influence  
the serotoninergic tone of the brain. Both stress and serotonin are strongly 
implicated in depression, therefore, it is not surprising that CRH-R1 antagonists 
were developed as therapeutic tools that extensively act on the brain CRH 
system. Our review suggests a general role of brain CRH network in stress 
adaptation which is not restricted to PVN.

Keywords: corticotropin-releasing hormone (CRH), paraventricular nucleus 
of hypothalamus (PVN), bed nucleus of stria terminalis (BNST), amygdala, 
raphe nuclei, corticotropin-releasing hormone receptor of type 1 (CRH-R1).

Introduction

Stress, as a biological response of an organism 
to internal and external stimuli, has important 
physiological and psychological implications. Stress-
induced changes are often temporary and reversible 
whenever the stressor is removed, however,  

the time and efficacy of the recovery vary (Char-
mandari et al. 2005). The main role of adaptation 
is to guarantee a quick and effective reaction to 
life-threatening situations. The sympathetic adre-
nomedullary system (SAS) as well as the hypotha-
lamic-pituitary-adrenocortical axis (HPA) are re-
sponsible for the activation of biological mechanisms 
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of fighting or fleeing (Johnson et al. 1992). Feedback 
inhibition is an integral part of the optimal stress 
response (Backström, Winberg 2013).

Depending on chronicity, intensity, frequency 
and modality of stressors as well as on individual’s 
inner state (determined by genes and early environ-
ment), the activation of stress adaptation pro-
cesses may be manifested in many forms, being 
either adaptive or maladaptive (pathological) (Adler 
2009). Chronic stress load may supersaturate the 
adaptive systems and lead to various pathological 
states, including psychiatric disorders (Chrousos 
2009; Phillips et al. 2021). In fact, anxiety and de-
pression are generally related to malfunctioning 
stress adaptation (Yehuda et al. 2015). 

Here, we would like to focus on the HPA axis 
and on its hypothalamic component — the corti-
cotropin-releasing hormone (CRH), and highlight 
its general role in stress adaptation, which seems 
to be general in the whole brain.

Stress regulation by CRH

How neurohormone systems respond  
to stress — the HPA axis

The HPA axis is a regulatory pathway of stress 
adaptation, ensuring homeostatic maintenance of 
the body, partly mediated by the bidirectional 
communication between the neuroendocrine and 
immune systems (Dunlavey 2018; Joseph, Whirledge 
2017). This complex network is activated in response 
to physical or psychological stressors (Herman et al. 
2016).

After a stressful event, initially noradrenaline 
and adrenaline are secreted as part of SAS. Reacting 
to the signal from A2 noradrenergic and C2 adrenergic 
brainstem neurones, parvocellular cells of the 
nucleus paraventricularis hypothalami (PVN) secret 
CRH into the hypophyseal portal blood. In the 
pituitary CRH binds to G-protein coupled receptors 
(corticotropin releasing hormone R1 receptors 
(CRH-R1)) and activates adenylate cyclase that 
results in the secretion of adrenocorticotropic 
hormone (ACTH). ACTH, reaching the adrenal 
gland, binds to melanocortin 2 receptors in the zona 
fasciculata of the adrenal cortex that leads to increased 
intracellular cAMP levels, which cause a rapid 
elevation in cholesterol biosynthesis. Cholesterol 
is the precursor for glucocorticoids (corticosterone 
in rodents, cortisol in primates). Glucocorticoids 
reach various peripheral organs and also provide 
feedback to the central nervous system. Indeed, 
bilateral adrenalectomy (ADX), removing the 
glucocorticoids, induced a robust increase of the 
CRH mRNA in the PVN measured by in situ 
hybridization (Makino et al. 1994a).

However, stress itself activates CRH transcription 
(Imaki et al. 1995). Expression of the protooncogene 
c-Fos has been validated as a biomarker of neuronal 
activation. Rapid alterations in c-Fos mRNA 
expression were demonstrated in the PVN, followed 
by CRH mRNA accumulation in response to acute 
stressors (among others, restraint). The intensity 
of the c-Fos mRNA signal peaked at 30 min, then 
decreased and was undetectable 120 min after stress 
onset. In contrast, the concentration of CRH mRNA 
increased gradually and a significant elevation was 
first detected 60 min after the beginning of stress. 
ADX enhanced while administration of glucocorticoids 
inhibited c-Fos mRNA and CRH mRNA induction 
after stress.

Corticotropin-releasing hormone (CRH)  
and its receptors

CRH is a 41-amino-acid peptide that is present 
on many brain areas as well as at the periphery 
(adrenal gland, testis (Thompson et al. 1987), thy-
mus, spleen (Keegan et al. 1994)). Its best known 
role is the regulation of the HPA axis and the 
physiological response to stress (Nezi et al. 2000). 
In this regard, CRH is primarily synthetized in the 
PVN located in the hypothalamus not only in ro-
dents (Backström, Winberg 2013), but also in humans 
(Goncharuk et al. 2002). As a neuropeptide, its 
synthesis is secondary to the main, classical neu-
rotransmitter — glutamate in hypophysiotropic 
cells of the PVN (as well as of the piriform cortex 
(Dedic et al. 2019)) characterised by vesicular glu-
tamate transporter 2 (VGluT2) (Hrabovszky et al. 
2005). In other areas, CRH colocalises with GABA 
(Dedic et al. 2019).

Anyhow, CRH is produced in many areas of the 
brain (Swanson et al. 1983). It is generally accepted 
that the area of synthesis (i. e., the cell body of the 
neurones) is where the mRNA of the peptide can 
be found as the peptide synthesis happens near the 
nucleus. By RNA blot analysis in rats (Thompson 
et al. 1987) as well as by in situ hybridization his-
tochemistry in mice (Keegan et al. 1994), it was 
confirmed that the brainstem (medulla/pons) 
contained significant amount of CRH mRNA, but 
it was also detected in the hypothalamus, hippo-
campus, cerebral cortex and striatum, but not in 
the cerebellum. On the other hand, the peptide is 
transported rapidly to the axon terminals, thus, it 
can be detected mainly on the target areas. There-
fore, at the peptide level, the area of synthesis can 
be detected only after administration of colchi-
cine — an axonal transport inhibitor. All in all, 
based upon immunohistochemical distribution and 
functional considerations three major distinct 
CRH-producing networks were detected in rats 
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(Swanson et al. 1983) (Figure): (i) PVN forming the 
HPA axis; (ii) telencephalon, hypothalamus and 
brainstem regulating autonomous responses (cen-
tral nucleus of the amygdala (CeA), bed nucleus of 
the stria terminalis (BNST), substantia innomi-
nata, medial and lateral preoptic areas, lateral hy-
pothalamic area, central gray matter, laterodorsal 
tegmental nucleus, locus coeruleus (LC), parabra-
chial nucleus, dorsal vagal complex, and regions 
containing the A1 and A5 catecholamine cell groups); 
(iii) scattered CRH-cells can be found in interneu-
rones of the cerebral cortex (prefrontal areas) and 
hippocampus as part of the limbic system regulat-
ing emotions. Similarly, after colchicine treatment 
in male golden hamsters CRH immunopositivity 
was detected in the hypothalamus, especially, in 
the PVN and preoptic area as well as in CeA, BNST 
and cortical areas (Delville et al. 1992). Interest-
ingly, only the PVN was sensitive to glucocorticoid 
negative feedback modelled by ADX (Makino et al. 
1994a).

In these areas CRH executes the function of 
neurotransmitter and neuromodulator (Kovács 
2013) and its expression is linked to a wide range 

of stress adaptive responses, including behavioural, 
autonomic, endocrine, reproductive, cardiovascu-
lar, metabolic and immunosuppressive (Kageyama 
et al. 2003; de Kloet et al. 2005; Slominski 2009; 
Takefuji, Murohara 2019). In vitro CRH proved to 
be neuroprotective against β-amyloid toxicity  
(Pedersen et al. 2001). Similarly, in vivo models  
of neuronal injury suggest that CRH may be protec-
tive. For instance, the levels of CRH mRNA rap-
idly and profoundly increased after focal cerebral 
ischemia in the cerebral cortex and amygdala  
of rats (Wong et al. 1995).

CRH effects are regulated by two distinct types 
of receptors, the CRH-R1 and CRH-R2. These  
G protein-coupled receptors are widespread in the 
brain (Wong et al. 1994), having high affinity to the 
neuropeptides urocortin, sauvagine and urotensin 
(Backström, Winberg 2013), and are responsible 
for mediating the stress response. CRH-R1 is in-
volved in HPA axis regulation at the level of the 
pituitary, strongly connected to, e. g., anxiety.  
On the other hand, CRH-R2 appears to be linked 
to the regulation of other physiological responses 
to stress, also participating in the anxiety control 

Fig. Brain corticotropin releasing hormone expression and stress reactivity (adapted from: Futch et al. 2017).  
3D brain atlas: https://scalablebrainatlas.incf.org/composer/?template=ABA_v3. a) side view, b) top view; 

Abbreviations: PVN: paraventricular hypothalamic nucleus, LH: lateral hypothalamic area, VTA: ventral tegmental 
area, PB: parabrachial nucleus, CeA: central amygdalar nucleus, BNST: bed nuclei of the stria terminalis,  

HC: hippocampus, FrCx: frontal pole, cerebral cortex, CCx: cingular cortex, IA: insular area, OB: olfactory bulb
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(Grammatopoulos, Chrousos 2002). Interestingly, 
CRH-R2 can also be found in the pituitary (Klen-
erova et al. 2008), providing a link to the gonadal 
axis (Kageyama et al. 2003) and in amphibian par-
ticipating in thyroid-stimulating hormone regula-
tion (De Groef et al. 2003). In many studied brain 
areas (PVN, CeA, hippocampus) CRH co-localised 
with CRH-R1 and R2, suggesting a well-developed 
autoregulation (Fan et al. 2014). As a result, the two 
receptors are often involved in opposite responses, 
e. g., amygdala neurones are activated by CRH-R1 
and inhibited by CRH-R2 (Ji, Neugebauer 2008).

We have to mention that CRH binding protein 
(CRH-BP) modulates CRH-R function (Ketchesin 
et al. 2017). Although not much is understood about 
this process, CRH-BP binds CRH with high affin-
ity, reducing the availability of the free ligands.  
This suggests that CRH-BP functions as a negative 
regulator of CRH activity.

CRH producing brain areas reactive to stress

Amygdaloid complex

Central nucleus of amygdala (CeA)
Amygdala is known for its complex role in emo-

tional behaviour, especially in fear responses (Janak, 
Tye 2015). The complex is made up of more than  
a dozen sub-nuclei, which have intricate inter- and 
intranuclear connectivity, as well as extensive af-
ferent and efferent projections (see review: Du-
varci, Pare 2014). According to the proposed func-
tional model of the amygdala, different sensory 
information (e. g.: sound, light, pain) is directly 
relayed via sensory cortical areas and indirectly via 
the thalamus, and converge mostly, but not exclu-
sively, on the basolateral nuclei (BLA). Addition-
ally, other already processed information, such as 
memories and past experiences, are mediated by 
the hippocampus to the amygdala. This information 
is thoroughly processed via intranuclear connec-
tions and reciprocal projections. Most, but not all 
outputs arise from the CeA (LeDoux 2007). These 
efferents include projections to major behaviour 
and autonomic response regulating areas, such as 
the prefrontal cortex, the nuclei of the monoami-
nergic system, ventral tegmental area (VTA), stri-
atum or the hypothalamus (PVN) (Sah et al. 2003), 
modulating stress induced behavioural and auto-
nomic responses.

CRH is expressed in the CeA (Gray, Magnuson 
1992), mainly in GABAergic neurones (Dedic et al. 
2019). With in situ hybridization histochemistry, 
increased CRH mRNA was found in the CeA after 
corticosterone administration (Makino et al. 1994a). 

This increased signalling was accompanied by 
elevated viscerosomatic sensitivity (Myers, 
Greenwood-Van Meerveld 2010). In line with these 
findings, pharmacogenetic activation of CeA elicited 
anxiety-like behaviour, impaired short-term memory 
and object recognition (Paretkar, Dimitrov 2018). 
On the other hand, disruption of CRH signalling 
by RNA interference (Regev et al. 2012) or short 
hairpin RNA (Bolton et al. 2018) attenuated anxiety-
like behaviour in response to restraint stress (Regev 
et al. 2012), or reversed early-life stress induced 
anhedonia (Bolton et al. 2018) without affecting 
depressive-like behaviour or fear learning. However, 
another study showed that activation of CRH positive 
amygdala neurones via pharmacogenetics had  
a positive effect on stress-induced depressive-like 
behaviour, a phenomenon at least partially mediated 
by dorsal raphe (DR) serotonergic neurones (Prakash 
et al. 2020). In connection with fear, deletion of 
CeA glucocorticoid receptors (GR) via LoxP-Cre 
system resulted in a decreased CRH mRNA expression 
and impaired fear behaviour (Kolber et al. 2008).

Thus, CRH synthesized in CeA seems to be 
highly stress sensitive and may orchestrate behavioural 
adaptation.

Bed nucleus of stria terminalis (BNST)
BNST plays a pivotal role in regulating trait 

anxiety, contextual fear memory and appetitive 
behaviour (Kalin et al. 2005), but it is also critical 
for mediating the neuroendocrine stress response 
(Vranjkovic et al. 2014). BNST is one of the most 
complex structures in the central nervous system 
(Larriva-Sahd 2006), which is densely connected 
with amygdala, hypothalamus, midbrain, and lower 
brainstem regions (Dong et al. 2001; Kalin et al. 
2005).

CRH is highly expressed in BNST, especially in 
the oval nucleus of dorsolateral BNST (ovBNST) 
(Daniel, Rainnie 2016; Ju, Swanson 1989), colocalising 
with GABA (Dedic et al. 2019). The highest 
concentration of CRH neurones in the brain can 
be found in this area, however, high CRH fibres 
density has been also shown here (Daniel, Rainnie 
2016; Morin et al. 1999).

A growing body of evidence suggests that stress 
activates the CRH system in the BNST and the 
dysfunction of CRH signalling here is associated 
with mood disorders, such as anxiety and depression 
(Walker et al. 2009). Chronic (2 weeks) high dose 
corticosterone administration increased CRH mRNA 
in BNST similarly to amygdala, with higher sensitivity 
of the dorsolateral than ventral parts (Makino et al. 
1994b). However, ADX was ineffective (Pedersen 
et al. 2001), and the restrain stress-induced c-Fos 
expression was blocked by intracerebroventricular 
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(icv) administration of a competitive CRH-R 
antagonists (Arnold et al. 1992). Moreover, the ICV 
injection of CRH induced c-Fos expression in BNST 
(Arnold et al. 1992) and CRH microinjection into 
BNST increased heart rate (Nijsen et al. 2001). 
Based upon pharmacogenetic examinations CRH 
neurones of the BNST do not seem to participate 
in modulation of fear (Bruzsik et al. 2021).

All these changes suggest that CRH innervation, 
rather than locally produced CRH, is implicated in 
stress regulation. However, chronic variable stress, 
a model of depression, was able to enhance the 
cellular excitability of ovBNST CRH neurones in 
ex vivo slices, suggesting stress-related plasticity of 
this local system (Bock et al. 2005; Hu et al. 2020). 

Brainstem
RNA blot analysis in rats suggested that rat 

brainstem (medulla/pons) contained the largest 
amount of CRH mRNA (Thompson et al. 1987). 
VTA, a well-known brain centre of reward consist-
ing of dopaminergic neurones, also co-expresses 
CRH both in rodents and humans (Grieder et al. 
2014). These dopamine-CRH cells were activated 
not only by nicotine administration, but by the 
highly stressful, adverse effect of nicotine with-
drawal as well, providing a link between the stress 
system and drug abuse-induced brain changes.  
Of the brainstem nuclei, even nucleus tractus 
solitarius (NTS)/vagal complex plays an important 
role in the regulation of acute and chronic stress 
(Herman 2018). Indeed, NTS provides a link between 
the periphery, the SAS and the HPA by transmitting 
the vagal information to the PVN.

At the same time, CRH-Rs are also highly ex-
pressed in the brainstem (Fan et al. 2014), modulat-
ing serotonergic activity in the DR (Kirby et al. 
2000), noradrenergic activity in the LC (Valentino 
et al. 1983) and dopaminergic activity in the VTA 
(Refojo et al. 2011). Several evidences indicated that 
CRHergic projections to these brain areas are 
deeply implicated in stress-induced behavioural 
alteration (e. g., DR in the depression model of 
learned helplessness (Hammack et al. 2003), amyg-
dala-induced anxiety (McCall et al. 2015)).  
The CRH-R1 in the dorsal periaqueductal grey 
matter might also have an important role in anxiety 
disorders (Del-Ben, Graeff 2009). 

One of the most common biological changes 
reported in depressed patients is HPA axis hyper-
activity with enhanced CRH synthesis (Pariante, 
Lightman 2008), which might also be detected in 
extra-hypothalamic brain regions, including brain-
stem (Austin et al. 2003). Indeed, 30% higher CRH 
immunoreactivity was detected in the LC, 39% in 
the median raphe, and 45% in the caudal DR. How-

ever, this radioimmunocytochemistry study con-
cluded on the role of CRH innervation (i. e. CRH 
in axon terminals) rather than locally produced 
CRH.

Cortical areas
Prefrontal (PFC), cingulate, and insular cortical 

areas contain CRH producing cells, which might 
also contribute to psychological and behavioural 
consequences of stress (Pedersen et al. 2001). Indeed, 
depressed patients who committed suicide showed 
enhanced CRH mRNA level in their PFC in com-
parison to age-matched controls (Zhao et al. 2015). 
However, during the fearful stimulus of fear con-
ditioning there was no measurable increase in ex-
tracellular CRH concentration of the PFC (Mount-
ney et al. 2011). Moreover, CRH-Rs are also present 
here, which might bind CRH coming from other 
areas (e. g. amygdala) and contribute to habituation 
(Jaferi, Bhatnagar 2007).

CRH is also expressed in the olfactory bulb 
(Delville et al. 1992). A specific area of the olfactory 
cortex of mice may transmit volatile predator odour-
induced fearful olfactory signal directly to the PVN, 
thereby promoting CRH release (Kondoh et al. 
2016). However, the role of locally synthesized CRH 
in stress adaptation is not clear yet.

In chicken, CRH neurones in the nucleus of the 
hippocampal commissure initiate, while PVN CRH 
neurones sustain the early response of the HPA axis 
to stress (Kadhim et al. 2019). In rodents and humans, 
through mineralocorticoid receptors, hippocampus 
is highly involved in negative feedback regulation 
of the HPA axis (Reul et al. 1990). Moreover, 
hippocampus is well known for its role in memory 
formation. CRH expressing interneurones of the 
hippocampus form local regulatory circuitry (Gunn 
et al. 2019). Not only in rodents but also in humans 
this hippocampal CRH/CRH-R system regulates 
neurogenesis, affecting spatial memory (Koutmani 
et al. 2019). Indeed, local administration of a CRH-R1 
antagonist prevented acute stress-induced cognitive 
impairment (Chen et al. 2010).

CRH-R antagonists and depression
In the past years, a lot of attention has been given 

to CRH-R1 antagonists by the pharmaceutical 
industry. However, despite all the interest, no phase 
III study has revealed a definitive advantage of these 
compounds over different types of placebo (active 
and inactive). In fact, many studies were discontinued 
due to the strong adverse effects (Contoreggi 2015). 
Nonetheless, there are still growing evidences that 
these antagonists have the potential to become  
a new standard for the pharmacological treatment 
of stress-related diseases, including depression, as 
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CRH-R1 antagonist compounds NBI-30775/RS121919 
and NBI-34041 have shown promising results in 
reducing the secretion of the stress hormone and 
having antidepressive effects without serious side 
effects (Kunzel et al. 2003; Spierling, Zorrilla 2017).

Conclusion

CRH is widely expressed in the brain, and the 
whole network seems to be stress sensitive, forming 
an ancient, unified stress regulatory system. How-

ever, in some brain areas CRH innervation  
(i.e., CRH-Rs) rather than the locally synthesized 
neuropeptide seems to be more important (see 
BNST, raphe). We cannot disregard the local auto-
regulation of CRH biosynthesis either (Aguilera, 
Liu 2012). Moreover, different stress stimuli may 
induce CRH synthesis in cells normally lacking this 
neuropeptide, e. g., hypertonic load in oxytocin 
producing magnocellular PVN cells (Kovács, Saw-
chenko 1993), which should be take into consider-
ation as well.
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Abstract. This minireview summarizes some of our results on the structure, 
origin, and functions of thymic mast cells, as well as their role in stress-induced 
thymic atrophy. A comparison of the thymic mast cells with the connective 
tissue and mucosa mast cells is carried out. The morphological and cytochemical 
similarity of thymic and mucosa mast cells has been proven. The mechanisms 
of neuro-mast cell interaction, as well as the features of intercellular signaling 
are analyzed. Another aspect of the review is related to the assessment of 
thymic mast cell functions in stress-induced atrophy. It is hypothesized that 
the main function of these cells under stress is to regulate the T-cell emigration. 
The role of the thymus as an endocrine gland is also discussed. Probably, its 
endocrine function is mainly associated with the thymic mast cells which are 
regulated by the nervous system. Regardless of their localization and despite 
their hemopoietic origin, all mast cells are an important addition to the nervous 
system. They are a unique combination of both receptor and effector cells 
located in all organs and tissues. The mast cells supply the central nervous 
system with information about any local changes in tissue homeostasis and 
enhance local nervous influences. At the same time, mast cells are extremely 
important for neuro-immune communication as well as their mutual control 
on local defense reactions and mucosa conditions.

Keywords: mast cells, thymus, neuroimmune interactions, mast cell-nerve 
contacts, stress, mediators.

Introduction

The role of mast cells (MCs) in neuroimmune 
interactions has been the subject of intense research 
in recent years. By PubMed, about 1,700 publications 
on this topic are published in the world per year. 
Such interest in MCs is associated with their detection 
in almost all organs and tissues, including the brain 
(Grigorev, Korzhevskii 2021), their involvement in 
allergic reactions (Gushchin 2020), their ability to 
synthesize a broad spectrum of cytokines,  

chemokines, and growth factors, with potential 
autocrine, paracrine, local, and systemic effects  
(Da Silva et al. 2014; Mukai et al. 2018). These 
molecules play a critical role in the regulation  
of both immune reactions and a variety of brain 
and physiological functions (Forsythe 2019).  
The involvement of MCs in the regulation of the 
maturation and differentiation of immunocompetent 
cells and the immune response became an undoubted 
fact after the discovery of the intrathymic MC 
population (Bodey et al. 1987).
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Interest in MCs physiology arose after the 
discovery of intercellular contacts between MCs 
and nerve terminals and experimental evidence of 
functional interactions between them (Pearce et al. 
1989). Based on these results, it was suggested that 
MC are simultaneously cells of the nervous and 
immune systems, which provide bilateral translation 
and transformation of signals from peptides, 
cytokines, hormones, and other macromolecules 
as well as mutual regulation of functions (Forsythe 
2019). This hypothesis is valid for all the described 
MC populations, their participation in neuroimmune 
interactions in connective tissue and mucosa. But 
the thymic MC population remains poorly studied.

Therefore, a brief analysis of the intrathymic 
mast cell population and mechanisms of its 
participation in neuroimmune interactions under 
stress will be carried out in this minireview.

Morphology and physiology  
of thymic mast cells

MCs appear in the thymus already during 
embryogenesis. According to our data, they are 
detected in the mouse thymus from the 19th day of 
gestation. MCs are localized in the medulla and 
deep cortex during embryogenesis, and they are 
found mainly in the connective tissue of septa, 
trabeculae, and perivascular area in adult animals 
(Guselnikova et al. 2012). Thymic mast cells have 
a large, light, unsegmented nucleus (4–7 μm).  
The linear dimensions of rounded or oval thymic 
MCs are 8–12 μm in embryogenesis and they 
increase till 15–25 μm in adult mice. The cytoplasm 
of mature mast cell contains approximately  
1,000 granules (Komi et al. 2020).

The composition of the granules of all MCs, 
including thymic ones, is rather similar.  
To characterize the functions of MCs, it turned out 
to be very convenient to divide the components of 
their granules into preformed ones, which provide 
MC immediate reactions and synthesize de novo 
in response to activation, which, in turn, are associated 
with long-term MC responses (Forsythe 2019). 
Preformed components of thymic MC granules are 
proteases (cathepsins C, G, B, L, D, E, caspases-1, 
-3, serine proteases tryptase and chymase, 
metalloproteinases), biogenic amines (histamine, 
serotonin, dopamine, polyamines), proteoglycans 
(chondroitin-4- and -6-sulfates, but not heparin) 
as well as numerous cytokines and growth factors 
(TNFα, IL-4, GM-CSF, FGFβ, VEGF, NGF). Upon 
activation, MCs synthesize a wide range of regulatory 
cytokines (IL-1, -3, -4, -5, -6, -9, -10, -12, -13, -14, 
-16, -18, -25, -37, TNFα), chemokines (IL-8, MCP-1, 
MIP-1α, -1β, RANTES, TARC (CCL-17), eotaxin), 

growth factors (TGFβ, SCF, GM-CSF, MCSF , FGFβ, 
PDGF, VEGF, NGF), as well as neuropeptides (CRF, 
VIP, SP) and eicosanoids (LT-B4, -C4, PAF, PGD2) 
(Da Silva et al. 2014; Forsythe 2019; Komi et al. 
2020; Mukai et al. 2018).

In humans, MCs are traditionally classified based 
on the composition of produced serine proteases, 
tryptase and chymase. There are two main phenotypes 
of human MCs: MCs containing only tryptase 
(predominantly reside in the mucosa of the small 
intestine and alveolar septa) and MCs containing 
tryptase, chymase, and carboxypeptidases (generally 
found in the skin, submucosal layers of the small 
intestine, and tonsils). MCs containing only chymase 
are rare and found in synovial tissue. MCs of rodents 
are also classified in two main subsets: connective 
tissue MCs (CTMCs) located in the skin, peritoneal 
cavity, and intestinal submucosa and the mucosal 
MCs (MMCs) residing in mucosal layers (Komi et 
al. 2020; Krystel-Whittemore et al. 2016).

The nature of the thymic MCs is still unclear. 
There are variants of their origin from a bone marrow 
progenitor (common with blood basophils)  
(Da Silva et al. 2014; Forsythe 2019) or immature 
thymocytes (Scripture-Adams et al. 2014; Winandy, 
Brown 2007). Our results do not allow us to conclude 
the nature of MCs. But we found out that immature 
thymic MCs pass all stages of differentiation within 
one thymic lobule (Gusel’nikova, Polevshchikov 
2013). The first MCs appear in the deep cortex and 
the medulla of the mouse thymus on the 19th day 
of gestation (Guselnikova et al. 2012). During granule 
maturation, they move to the subcapsular region 
as well as to the capsule and connective tissue 
trabeculae (Gusel’nikova, Polevshchikov 2013), 
where they come into contact with nerve terminals 
(Gusel’nikova et al. 2015). The intrathymic stages 
of MCs maturation indirectly testify in favor of the 
lymphoid origin of thymic MCs.

The existence of contacts between thymic MCs 
and nerve terminals gives an opportunity to estimate 
their role in neuroimmune interactions and a possible 
mediating function (Schiller et al. 2020). The key 
molecules in neuro-MC contacts are N-cadherin 
and CADM1 on both cells, as well as nestin-3 on 
the nerve terminals (Forsythe 2019). Intrathymic 
MCs have been linked to neuro(endocrine)-immune 
circuits involving MCs-peptidergic nerve contacts 
and changes in the number of MCs inside the organ 
have been reported in a series of experimental 
conditions related to the manipulation of the 
neuroendocrine axis (Ribatti, Crivellato 2016). 
According to the latest data, MCs interact with the 
nervous system through degranulation, de novo 
synthesis, extracellular vesicles, tunneling nanotubes, 
and extracellular traps (Mittal et al. 2019).  

https://www.doi.org/10.33910/2687-1270-2021-2-1-15-20


Интегративная физиология, 2021, т. 2, № 1	 17

A. V. Polevshchikov, V. V. Guselnikova

MCs express receptors for various neurotransmitters 
and neuropeptides and are modulated by them, 
allowing neural control of mast cell function. 
Conversely, MCs also directly trigger neuron 
activation through mediators, including cytokines, 
histamine, neurotransmitters, and neurotrophic 
factors, causing acute activation and long-lasting 
changes in excitability and neuronal phenotypes 
(Forsythe 2019; Xu et al. 2020). 

Soluble mediators realize nerve-MC interaction but 
it is possible to move the whole granule to the neuron 
cytoplasm (Wilhelm et al. 2005). The Figure 1  
shows key mechanisms and a shortlist of the signaling 
molecules that are exchanged between MCs and 
neurons. Importantly, MC can act as both a receptor 
cell and an effector cell. MC can generate an afferent 
signal to the CNS, as well as translate the efferent 
signal from the CNS into a set of secreted cytokines 
and growth factors. This contact is often referred 
to as a “neuro-MC functional unit” (Kleij, Bienenstock 
2005). The role of MC as a receptor cell is effectively 
illustrated by the presence of serotonin and dopamine 
in its granules, which may be key mediators for 
afferent signals to the brain about any inflammatory 
disorders (Wernersson, Pejler 2014; Herr et al. 
2017).

Perivascular localization of MCs in the thymus 
may be directly related to the thymic endocrine 

function (Hadden 1992). Until the beginning of the 
1990s, the thymus was considered as one of the 
sources of somatostatin, CGRP, CRF, VIP, SP, oxytocin, 
and vasopressin (Savino et al. 1999). However, it is 
MCs that are the only thymic cells capable of 
secretion. The set of thymus hormones is very close 
to the set of MC secretory products (Fig. 1). There 
is a reason to believe that all thymic hormones are 
the results of neuro-MC interactions synthesized 
by either MCs or nerve terminals.

Role of thymic MCs in stress

Stress-induced thymic atrophy is the classic and 
most obvious manifestation of thymic responses to 
the effects of the hypothalamic-pituitary-adrenal 
axis, and MCs are actively involved in this process 
(James et al. 2018). The number of degranulating 
thymic MCs increases in 4–8 hrs after an increase 
in corticosteroid levels in the blood (Guselnicova, 
Polevshchikov 2013). The triggering of degranulation 
may be associated with signals from adrenergic and 
noradrenergic nerve endings (Bellinger et al. 1992). 
The perivascular localization of thymic MCs and 
the set of MC mediators suggest their participation 
in the processes of cell extrathymic migration in 
response to a stress stimulus (Godinho-Silva et al. 
2019). Direct morphological data confirm the exit 

Fig. 1. The main mediators and ways of transferring molecules in neuro-mast cell contacts

cathepsins
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of a significant part of living cells from the thymus 
throughout the lymphatic vessels in response to 
glucocorticoid hormone releasing (Kato, Schoefl 
1989). This result was indirectly confirmed by the 
results of a cytometric assessment of thymocyte 
viability during stress-induced atrophy. Inside the 
thymic cortex, only 60–70% of immature DP 
thymocytes die by apoptosis under stress, while the 
rest of the cortical cells leave the organ (Starskaya 
et al. 2015). The role of the alive DP-thymocyte 
releasing during the stress reaction from the thymus 
to the bloodstream remains unclear.

The subsequent involvement of thymic MCs in 
the repopulation of cortical thymocytes after the 
stress reaction has also been studied in detail.  
It was found that the number of thymic MCs 
significantly increases within 4–7 days after stress-
induced thymic involution. It is assumed that 
peptidergic nerve terminals play an important role 
in this process stimulating the differentiation and 
degranulation of new MCs (Bellinger et al. 1992; 
Forsythe 2019; Varricchi et al. 2019). MC growth 
factors and cytokines (especially SCF, VEGF, TGF-β, 
NGF, PDGF, GM-CSF, FGF-β, IL-2, -3, -4, -10) 
provide accelerated repopulation of cortical 
thymocytes after stress (Da Silva et al. 2014).

The influence of MC neuropeptides on the 
thymocytes maturation and differentiation occurs 
after a stress reaction as well as during the normal 
T-cell development and the immune response. VIP 
has an anti-inflammatory effect and inhibits the 
functions of Th1 and Th17 (Ran et al. 2015). CGRP 
has a similar anti-inflammatory effect, which provides 
the predominant formation of Th2 in the thymus 
and their production of IL-4 (Assas et al. 2014).  
It is CGRP, acting together with somatostatin and 
neuropeptide Y, that very effectively ensures the 
attachment of proliferating thymocytes to fibronectin 
of the thymic stroma and their proliferation (Springer 
et al. 2003). On the contrary, tachykinins have 
opposite proinflammatory effects on maturing 
thymocytes. SP and neurokinin A have a particularly 
significant effect at all the stages of intrathymic 
T-cell development and their activation in peripheral 
lymphoid organs. At the same time, both nerve 
terminals and MCs can be the source of all these 
neuropeptides, however, the local concentration of 
peptides created by MCs will be much higher 
(Forsythe 2019). It was found that both CD4 and 
CD8 T-cells express functional NK1R that, together 
with SP and hemokinin-1, co-localize within the 

immune synapse during cognate activation of T-cells. 
Simultaneous TCR and NK1R stimulation is necessary 
for the survival of activated T-cells, helper 1 (Th1) 
and Th17 bias (Morelli et al. 2020).

From integrative physiology  
to personalized medicine

MCs are a good example of the relevance of an 
integrative approach in physiology. The history of 
MC study over 140 years has led to the description 
of many phenomena, but the real role of MCs is 
being revealed only now. Probably, MCs are a unique 
addition to the nervous system capacities. Their 
combination of receptor and effector capacities and 
their localization in all organs and tissues 
simultaneously supply the CNS with information 
about any local changes in tissue homeostasis and 
enhance the local regulatory effects of the nervous 
system. MCs are instrumental in the communication 
of the nervous and immune systems as well as in 
their mutual control of the barrier epithelium.

At present, the prospects for the application of 
knowledge about MC physiology in the clinical 
practice of many diseases are already being considered. 
Data on neuro-MC interactions are already used 
in the study and treatment of solid and hematologic 
cancers (Sammarco et al. 2019; Varricchi et al. 2017). 
New approaches to the therapy of heart diseases 
and atherosclerosis are also based on the information 
about neuro-MC interactions. The new data on MC 
functions are extremely important for solving the 
problems of Crohn’s disease, intestinal and upper 
respiratory tract polyposis, atypical forms of bronchial 
asthma and rhinitis of unknown etiology (Da Silva 
et al. 2014; Varricchi et al. 2019). Within a few years 
the image of neuro-mast cell contacts may be found 
on the cover of new guidelines on integrative 
physiology.
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Аннотация. В основе современного понимания регуляции аппетита 
лежит так называемая «гомеостатическая модель», которая предполагает, 
что переход от чувства голода к сытости и наоборот зависит  
от интенсивности энергетического обмена в организме. При этом 
изменение содержания энергетических субстратов в органах и тканях 
кодируется и передается в мозг нервной и эндокринной системами. 
Однако низкая метаболическая активность основных энергоемких тканей, 
например жировой, не позволяет объяснить краткосрочную регуляцию 
аппетита. В настоящей статье представлены данные, указывающие на 
участие микробиоты в регуляции аппетита. Прежде всего, суточная 
метаболическая активность кишечных бактерий (2 ккал/г) примерно  
в 100 раз выше, чем у организма взрослого человека, что может являться 
основой быстрого воздействия продуктов синтеза бактерий  
на краткосрочную регуляцию аппетита. Кроме того, совпадение динамики 
роста бактерий, регулируемой внутренними факторами микробной 
популяции, с изменением аппетита хозяина является индикатором 
функционального взаимодействия обоих процессов. Действительно, 
было показано, что при регулярном питании продолжительность 
экспоненциальной фазы роста кишечных бактерий равна 20 мин, что  
в точности соответствует времени, необходимому для формирования 
физиологического чувства насыщения. Определение бактериального 
белка казеинолитической протеазы (ClpB) в роли миметика ключевого 
анорексигенного гормона меланотропина позволило понять молекулярный 
механизм взаимодействия бактерий с системой передачи сигналов 
насыщения в кишечнике. Повышенное содержание белка ClpB  
в стационарной фазe роста бактерий указывает на его физиологическую 
роль в индукции чувства сытости у хозяина. Практическим применением 
этих исследований явилась разработка ClpB-содержащих пробиотиков 
для повышения чувства сытости и снижения веса тела при ожирении. 
Таким образом, по мнению автора, активная физиологическая роль 
кишечных бактерий в механизме чувства насыщения и сытости должна 
стать неотъемлемой частью «гомеостатической модели» регуляции 
аппетита.

Ключевые слова: аппетит, пищевое поведение, сытость, энергетический 
обмен, питание, микробиота кишечника, нейропептиды, мозг, пробиотики.
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Abstract. The current “homeostatic theory” of appetite regulation assumes 
that alternation of hunger and satiety depends on energy balance in the host 
tissues encoded and transmitted to the brain by neuronal and hormonal 
signals. However, relatively low metabolic activity of fat tissue cannot explain 
short-term regulation of appetite. In this paper, I am presenting the evidence 
supporting bacterial contribution to the appetite regulation by showing that 
energy metabolism of gut bacteria can be linked to the host appetite cycles. 
Indeed, the daily metabolic activity of gut bacteria (~2 kcal/g) is about  
100 times higher than that of the human body. Importantly, the reproduction 
cycle of gut bacteria, which is independently regulated from the host, is 
temporally identical to the short-term changes of appetite; 20 min of the 
bacterial exponential growth duration corresponds to 20 min necessary for 
physiological satiation. In further support of the “microbial theory”, molecular 
pathways linking gut bacteria with the host regulation of appetite have been 
identified. For instance, bacterial caseinolytic protease B (ClpB), whose 
production increases during the bacterial stationary growth phase, i. e., when 
the host is satiated, acts as a conformational mimetic of anorexigenic 
α-melanocyte-stimulating hormone and activates the intestinal satiety pathway. 
The practical utility to stimulate this pathway and to control body weight gain 
in obesity was recently validated using ClpB-expressing probiotics. Thus,  
an important functional contribution of gut bacteria to the host energy 
metabolism should be considered as a new integral part of the “homeostatic 
theory” of appetite regulation.

Keywords: appetite, feeding behavior, satiety, energy metabolism, nutrition, 
gut microbiota, neuropeptides, brain, probiotics.

«Недаром над всеми явлениями человеческой жизни
господствует забота о насущном хлебе...»

И. П. Павлов

Введение

Регуляция аппетита и пищевого поведения 
является одной из ключевых тем интегративной 
физиологии. Важнейшую роль в этой регуляции 
играет взаимодействие кишечника с мозгом, 
выявленное уже более 100 лет назад И. П. Пав-
ловым и его коллегами. В своей речи по случаю 
присуждения Нобелевской премии в 1904 г.  
И. П. Павлов говорил: «...Точное знание судьбы 
пищи в организме должно составить предмет 
идеальной физиологии, физиологии будущего...» 
(Павлов 1951, 347). Современная наука действи-
тельно значительно продвинулась в понимании 
регуляции пищеварения, аппетита и пищевого 
поведения путем открытия молекулярно- 

генетических основ этих процессов. Изначаль-
ная павловская концепция функциональной 
связи «кишечник — мозг» далее развивалась  
и укреплялась, например, открытием ряда пеп-
тидных гормонов (холецистокинин, нейропеп-
тид тирозин и др.), продуцируемых одновре-
менно и в кишечнике, и в мозге, которые 
участвуют в интеграции процессов пищеварения, 
аппетита и когнитивной функции (Mayer 2011; 
Mutt 1988). Однако, несмотря на значительный 
прогресс в понимании молекулярных основ 
регуляции аппетита, эта проблема по-прежнему 
остается неразрешенной. Так, мировая «эпиде-
мия» ожирения в большой степени связана  
с банальным перееданием и отсутствием  
эффективных и безопасных анорексигенных 
медикаментозных средств для профилактики  
и лечения гиперфагии. С другой стороны,  
механизмы происхождения нейропсихиа- 
трических заболеваний, сопровождающихся  
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выраженными нарушениями пищевого поведе-
ния, таких как нервная анорексия и булимия,  
не окончательно раскрыты. Это выражается  
в том, что специфического лечения этих забо-
леваний не существует, и примерно 50% паци-
ентов страдают от их хронических форм. Кроме 
того, смертность от нервной анорексии состав-
ляет около 10%, что является самым высоким 
показателем среди всех психиатрических за-
болеваний (Harris, Barraclough 1998). Анорексия 
как синдром при некоторых формах рака также 
представляет серьезную клиническую пробле-
му, ухудшая прогноз выздоровления. Такая 
тревожная ситуация отражает недостаточное 
понимание физиологических механизмов регу-
ляции аппетита и пищевого поведения и вы-
зывает необходимость их дальнейшего иссле-
дования. Настоящая статья проливает свет на 
новое направление в исследованиях регуляции 
аппетита. В статье обсуждаются теоретические 
и экспериментальные данные, указывающие на 
возможную ключевую роль кишечных бактерий.

Развитие теорий регуляции аппетита

Аппетит часто ассоциируется с чувством 
голода, отличаясь от более широкого примене-
ния этого термина в научной литературе, в ко-
торой он описывается как физиологическая  
и эмоциональная составляющие различных 
видов мотивированного поведения, пищевого 
в том числе. Аппетит включает в себя висце-
ральные и эмоциональные ощущения, харак-
терные для каждой из его трех основных фаз: 
чувство голода, чувство насыщения и чувство 
сытости (Blundell et al. 2010). В настоящей статье 
используется именно такое понятие аппетита. 
Переход от чувства голода через процесс  
насыщения к сытости, продолжающейся до  
появления нового чувства голода, составляет 
один цикл аппетита. Чередование таких циклов 
является движущей силой (драйвом) или моти-
вацией для осуществления пищевого поведения, 
выраженного в поиске, поглощении и перева-
ривании пищи. Анализ выбора пищи и процес-
са ее потребления в норме и патологии являют-
ся основными подходами к исследованию 
аппетита. Было установлено, что длительность 
физиологической фазы насыщения у человека 
составляет 20 мин после начала приема пищи, 
затем переходя в фазу сытости средней про-
должительности 5–6 ч (Labouré et al. 2002). Такой 
интервал между приемами пищи соответствует 
промежуткам между завтраком, обедом и ужи-

ном, т. е. обычному ритму питания, сформиро-
ванному под воздействием естественного ко-
лебания аппетита в течение суток.

Поразительная стабильность чередования 
циклов аппетита подразумевает их точную ре-
гуляцию. Природа аппетита всегда вызывала 
интерес у физиологов, однако до сих пор не все 
механизмы этого процесса ясны. Например, нет 
четких ответов на вопросы, почему насыщение 
наступает именно через 20 мин, или почему 
нельзя наесться впрок, так как голод все равно 
появится через 5–6 часов. В настоящей статье 
автор предлагает новые подходы для решения 
этих вопросов. В историческом плане форму-
лировка теорий, объясняющих регуляцию ап-
петита, следовала появлению новых данных  
о влиянии тех или иных факторов на изменения 
в пищевом поведении, выражавшиеся в повы-
шении или снижении приема пищи (Hopkins, 
Blundell 2017). Основные теории аппетита мож-
но условно разделить на механические, био-
химические и метаболические. Очевидно, что 
новые теории учитывали предыдущие и стано-
вились более комплексными. Обзор ранних 
теорий регуляции аппетита прекрасно пред-
ставлен в монографии А. М. Уголева (Уголев 
1991).

Так, Вальтер Каннон, современник И. П. Пав-
лова и автор теории гомеостаза, считал,  
что растяжение желудка после приема пищи 
служит главным сигналом к насыщению. Изме-
нения уровня питательных веществ в крови 
легли в основу различных теорий аппетита,  
получивших названия в соответствии с каждым 
макронутриентом: углеводы — «глюкостатиче-
ская» — Майер, 1953 (Mayer 1953); жиры —  
«липостатическая» — Кеннеди, 1953 (Kennedy 
1953); белки и аминокислоты — «аминостатиче-
ская» — Мелинкофф, 1956 (Mellinkoff et al. 1956). 
Ограниченность каждой из теорий макронутри-
ентов очевидна, и академиком А. М. Уголевым 
была предложена «метаболическая» теория 
аппетита, которая подразумевает измерение 
организмом энергии, содержащейся во всех 
типах нутриентов (Уголев 1991). Похожая идея 
нашла свое отражение в «исхиометрической» 
теории Николаидиса (1974), предполагающей, 
что нервные клетки в гипоталамусе могли бы 
служить сенсорами энергетических субстратов 
(Nicolaidis 2011). В дальнейшем определение 
5’АМФ-активируемой протеинкиназы в роли 
универсального детектора энергетического 
баланса клетки явилось биохимическим под-
тверждением метаболических теорий (Hardie, 
Carling 1997).
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Гомеостатическая модель  
регуляции аппетита

Для интеграции различных теорий регуляции 
аппетита на организменном уровне Шварцем  
и коллегами в 2000 г. была предложена гомео-
статическая модель (Schwartz et al. 2000). Эта 
модель предполагает, что переход от чувства 
голода к сытости и наоборот зависит от интен-
сивности энергетического обмена в организме. 
Например, снижение уровня потенциальной 
энергии в тканях, содержащих энергетические 
субстраты (в основном в жировой), должно вы-
зывать чувство голода, а их повышение — чув-
ство сытости. При этом изменение содержания 
энергетических субстратов в органах и тканях 
кодируются и передаются в мозг нервной  
и эндокринной системами. Основной молеку-
лярный путь сигнализации, лежащий в основе 
этой модели, представлен белковым гормоном 
лептином (16 КДа), продуцируемым в жировой 
ткани (Friedman, Mantzoros 2015). Активация 
рецепторов к лептину в мозге ведет к снижению 
приема пищи, тогда как отсутствие функцио-
нального лептинового пути, например у мутант-
ных мышей ob/ob или db/db, ведет к гиперфагии 
и ожирению. Продукция лептина и его концен-
трация в плазме крови прямо пропорциональны 
количеству жировой ткани, что предполагает 
его функциональную роль как аппетит-регули-
рующего гормона, посылающего в мозг сигналы 
о запасах энергии в жировой ткани.

Несмотря на важную катаболическую функ-
цию лептина, у животных с его отсутствием или, 
наоборот, у животных с избытком лептина при 
ожирении краткосрочная регуляция аппетита 
сохраняется, означая, что ни лептин, ни жировая 
ткань per se не являются генераторами циклов 
голода/насыщения/сытости (Strohmayer, Smith 
1987). Кроме того, низкая метаболическая ак-
тивность жировой ткани, а также чувство голо-
да при ее избытке a priori не позволяют объ-
яснить краткосрочную регуляцию аппетита 
обменом энергии в жировой ткани. Медленная 
суточная динамика изменения уровней экс-
прессии и концентрации лептина также не со-
ответствует пищевым циклам. Чтобы компен-
сировать этот недостаток, гомеостатическая 
модель обычно включает в себя роль кишечных 
гормонов, секреция которых действительно 
соответствует изменениям аппетита. При этом 
игнорируется отсутствие прямой связи между 
жировой тканью и секрецией кишечных гормо-
нов, т. е. теряется теоретическая основа регу-
ляции аппетита на основе интенсивности  

энергетического обмена, в данной модели объ-
ясняемая запасами энергии в жировой ткани.

Несмотря на все недостатки и противоречия 
«гомеостатической модели», на сегодняшний 
день она продолжает оставаться доминирующей 
теорией регуляции аппетита, включенной  
в университетские программы. Живучесть дан-
ной модели можно объяснить как отсутствием 
альтернативной теории регуляции аппетита, так 
и наличием безусловно правильной и всеми 
принимаемой общей направляющей идеи об 
основополагающей роли энергетического гомео- 
стаза в регуляции поглощения энергии согласно 
второму закону термодинамики.

Ось «кишечная микробиота — мозг»

В кишечнике всех животных содержатся 
многочисленные бактерии, а также археи, ви-
русы и грибы, составляющие вместе микробио-
ту кишечника. По уточненным данным, суммар-
ный вес кишечных бактерий у человека весом 
70 кг составляет около 200 г, при этом общее 
количество бактерий почти равно количеству 
клеток человека, составляя 3,8 × 1013 и 3,0 × 1013 
соответственно (Sender et al. 2016). Важно от-
метить, что для поддержания своих основных 
биологических процессов, включая питание  
и размножение, микробиота зависит от физио-
логии хозяина, который предоставляет и среду 
обитания, и питательные вещества (Turnbaugh 
et al. 2007). Функциональные взаимодействия 
между кишечными бактериями и их хозяином 
являются сложными и в основном определены 
как симбиотические. Действительно, бакте- 
риальный вклад в физиологию хозяина варьи-
рует от переваривания пищевых волокон  
и выработки короткоцепочечных жирных кис-
лот (КЦЖК) и витаминов до нормального функ-
ционирования иммунной системы (Hooper et al. 
2012). С другой стороны, можно предположить, 
что филогенетически более древние микроор-
ганизмы влияли в процессе эволюции на фор-
мирование организма хозяина, способного 
добывать из доступной окружающей среды 
пищевые субстраты и экстрагировать из них 
питательные элементы, используемые бактери-
ями. Такое влияние выражается в существовании 
так называемой оси «кишечная микробиота — 
мозг», которую можно рассматривать как не-
отъемлемую часть функциональной связи  
«кишечник — мозг» (Cryan, Dinan 2012). Ис-
следование оси «кишечная микробиота — мозг» 
в настоящее время является одним из приори-
тетных направлений в патогенезе нейропсихи-
атрических заболеваний (Hooks et al. 2018).
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Циклы размножения кишечных бактерий  
и аппетит

Цель данной статьи — показать, что кишеч-
ные бактерии представляют важное звено  
в цепочке физиологических механизмов регу-
ляции аппетита и что их включение в гомеоста-
тическую модель должно заменить жировую 
ткань в качестве энергозависимого генератора 
ритмов голода/насыщения/сытости. Впервые 
эта идея и новая версия гомеостатической мо-
дели были предложены автором в 2017 г.  
и стали результатом как собственных исследо-
ваний, так и анализа литературных данных 
(Fetissov 2017). За 3 года после публикации этой 
статьи накопились новые данные о роли кишеч-
ных бактерий в регуляции аппетита (van de Wouw 
et al. 2017), включая разработку их клиническо-
го применения, о чем будет сказано ниже.

Суть «микробной» теории в регуляции ап-
петита заключается в том, что прием пищи 
рефлекторно активирует секрецию нутриентов 
в полость кишечника, включая толстый кишеч-
ник, запуская таким образом автономный цикл 
размножения кишечных бактерий, которые  
в процессе своего метаболизма вырабатывают 
вещества, активирующие молекулярные пути 
насыщения и сытости. Снижение же концентра-
ции таких веществ во время естественной ги-
бели бактерий может вызывать чувство голода, 

мотивируя к новому приему пищи и, соответ-
ственно, запуску нового цикла размножения 
бактерий (Fetissov 2017). Благодаря такому 
взаимодействию бактерий с организмом хозя-
ина, они способны поддерживать высокую 
плотность микробной популяции, варьирую-
щейся около 1012 бактериальных клеток/мл 
толстого кишечника.

Для подтверждения данной теории необхо-
димо показать, что динамика размножения 
кишечных бактерий соответствует фазам аппе-
тита, а также выявить молекулярные пути, 
связывающие фазы роста бактерий с фазами 
аппетита, например стационарную фазу с чув-
ством сытости. Действительно, исследование, 
проведенное в 2016 г. под руководством автора 
данной статьи, показало, что при регулярном 
питании бактерий и при достижении их высокой 
плотности в популяции in vitro и in vivo бактерии 
демонстрируют специфическую динамику роста 
(Breton et al. 2016b). Эта динамика выражается 
в 20 мин экспоненциального роста с последующей 
стационарной фазой, длящейся не менее 2 ч. 
Таким образом, впервые было обнаружено, что 
динамика роста кишечных бактерий в условиях 
регулярных приемов пищи и плотности  
их популяции, соответствующей толстому  
кишечнику, совпадает с динамикой изменения 
аппетита (рис. 1).

Рис. 1. Соответствие циклических изменений аппетита динамике роста бактерий в толстом кишечнике
Cогласно «микробной» теории аппетита, прием пищи хозяином совпадает с рефлекторным выделением жидкости  

и нутриентов в кишечник, которые запускают деление кишечных бактерий. Длительность экспоненциальной (Эксп) 
фазы роста — 20 мин — соответствует времени, необходимому для появления чувства насыщения, а длительность 

стационарной (Стат) фазы соответствует чувству сытости. Стадия гибели бактерий соответствует прогрессивно 
увеличивающемуся чувству голода, который вызывает новый прием пищи (адаптировано из: Fetissov 2017) 

Fig. 1. Cyclic changes of appetite correspond to the dynamics of bacterial growth in the large intestine
According to the “microbial” theory of appetite, food ingestion coincides with the reflex secretion of water and nutrients  
into the gut triggering the growth of intestinal bacteria. The duration of the exponential (Эксп) growth phase (20 min.) 

corresponds to the time necessary for satiation; while the duration of the stationary (Стат) phase, to the feeling of satiety. 
The decline phase (гибель бактерий) corresponds to the progressively increasing feeling of hunger which triggers a new 
meal. Y-axis, “Feeling of fullness and density of bacterial population in the large intestine” (adapted from: Fetissov 2017)
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На чем основана такая динамика размноже-
ния бактерий? Важно отметить, что несмотря 
на то, что хозяин и обеспечивает кишечные 
бактерии нутриентами, бактерии сами регули-
руют свои фазы роста. Длительность экспо-
ненциальной фазы зависит от исходного коли-
чества бактерий и готовности их генетического 
аппарата к делению при получении питательной 
среды. В процессе роста, при достижении оп-
тимальной плотности, бактерии начинают вы-
делять химические вещества, называемые «чув-
ство кворума» (quorum sensing), которые 
тормозят дальнейшее деление всей микробной 
популяции, чувствительной к этим веществам. 
Этот важный процесс объясняет, почему ки-
шечник не «раздувает» от бесконтрольного 
размножения бактерий. Период роста, равный 
20 мин, соответствует минимальному времени, 
необходимому для 1 деления бактериальной 
ДНК, т. е. можно сказать, что при приеме пищи 
количество бактерий удваивается. Длительность 
стационарной фазы, при которой кишечные 
бактерии находятся в состоянии энергетиче-
ского равновесия, точно не установлена. Такое 
равновесие, по сути, соответствует состоянию 
энергетического равновесия, т.  е. сытости  
у хозяина, когда нет ни поиска нутриентов, ни 
их поглощения. Под воздействием факторов 
окружающей среды стационарная фаза плавно 
переходит в фазу отмирания бактерий. В тонком 
кишечнике к таким бактерицидным факторам 
относятся прежде всего желчные кислоты  
и различные пищеварительные ферменты. От-
сутствие этих факторов в толстом кишечнике 
объясняет наивысшую в организме, да и вообще 
в природе, концентрацию бактерий. Несмотря 
на это, снижение числа бактерий в этом самом 
населенном микроорганизмами отделе кишеч-
ника также регулярно происходит путем лизи-
са бактериофагами. Бактериофаги являются 
вирусами, которые присутствуют в нормальной 
микробиоте кишечника в количестве, на по-
рядок превышающем число бактерий. Они се-
лективно разрушают бактериальные клетки, 
способствуя таким образом физиологическому 
выделению содержимого бактерий в кишечник. 
Кроме того, потеря бактерий происходит за счет 
дефекации (~15 г бактерий/день).

Метаболическая активность  
кишечных бактерий и организма хозяина

Регулярное размножение и отмирание бак-
терий в кишечнике означает, что микробиота 
кишечника является, по сути, биореактором, 
регулярно продуцирующим биомассу. В составе 
такой биомассы имеются как чисто питательные, 

так и различные биоактивные вещества, как 
упоминалось выше. Так как среднее содержание 
белка в бактериальных клетках составляет 15% 
от их общей массы (или половины от сухой 
массы), то удвоение 200 г кишечных бактерий  
с последующим лизисом способно обеспечить 
организм человека 30 г белка (O’Connor, Adams 
2010). Важная белок-синтезирующая роль ки-
шечных бактерий хорошо известна у травоядных 
сельскохозяйственных животных. Клеточное 
деление — процесс энергоемкий: по приблизи-
тельным подсчетам, для воспроизводства 1 г 
бактерий требуется 1 ккал. Соответственно, для 
появления 200 г новых бактерий потребуется 
200 ккал, а если цикл роста бактерий повторя-
ется 2 раза в день, то 400 ккал в сутки. Таким 
образом, при среднем суточном потреблении 
взрослым человеком 2 000 ккал на долю бакте-
рий приходится 20% всей поглощенной энергии. 
Учитывая большую разницу в суммарном весе 
бактерий (200 г) и взрослого человека (80 кг), 
суточная интенсивность метаболизма у бактерий 
(2 ккал/г) превышает в 100 раз таковую у чело-
века (0,02 ккал/г), усредненную по массе тела. 
Такая высокая метаболическая активность 
бактерий, к тому же работающая как часы — 
деление в течение 20 мин до выхода в стацио-
нарную фазу, — может являться и энергетической 
основой, и пейсмекером, задающими пищевой 
ритм и регулирующими циклы аппетита.

Молекулярные основы влияния  
кишечных бактерий на аппетит

Анорексигенный эффект липополисахаридов 
(ЛПС), компонентов клеточной стенки грамм-
отрицательных бактерий, известен давно  
и является частью болезненного поведенческо-
го ответа (sickness behavior) на инфекцию (Chaskiel 
et al. 2016). Роль ЛПС в физиологической регу-
ляции аппетита неясна, хотя он присутствует  
в крови у здоровых людей и его уровень повы-
шается после приема жирной пищи (Amar et al. 
2008). Наиболее изученные КЦЖК, продукты 
ферментации пищевых волокон бактериями 
кишечника, ацетат, пропионат и бутират также 
обладают анорексигенным эффектом, хотя было 
описано и противоположное влияние (Byrne et al. 
2015).

С позиции «микробной» модели регуляции 
аппетита необходимо подтвердить, что про-
дукты синтеза бактерий способны вызывать 
чувство сытости во время стационарной фазы 
и что таких продуктов нет или недостаточно во 
время экспоненциальной фазы роста, которая 
соответствует приему пищи. Для проверки этой 
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гипотезы были протестированы эффекты вну-
трибрюшинного введения экстрактов белка 
кишечной палочки (E. coli, Escherichia coli), 
взятых в обеих фазах роста, на пищевое пове-
дение у крыс. Исследования показали, что толь-
ко белки стационарной фазы E. coli достоверно 
снижали прием пищи у животных и активиро-
вали анорексигенные пути в мозге. Кроме того, 
при инфузии в кишечник крыс такой экстракт 
стимулировал секрецию анорексигенного пеп-
тида тирозин-тирозин (РУУ, peptide YY) в кровь 
(Breton et al. 2016b). Поскольку бактериальные 
белки выделяются из кишечных бактерий  
и в процессе секреции, и при естественном ли-
зисе, этот эксперимент концептуально подтвер-
дил, что стационарная фаза бактерий может 
быть механистически ассоциирована с чувством 
сытости.

Кроме того, был выявлен один из основных 
компонентов бактериальной белковой смеси  
E. coli, ответственный за анорексигенный эффект. 
Им оказался белок казеинолитической протеа-
зы (ClpB, caseinolytic protease B) с молекулярной 
массой 96 КДа. Действительно, ClpB является 
белком так называемого «лунного света» 
(moonlighting), т. е. имеющий более чем одну 
функцию. С одной стороны, он выполняет функ-
цию шаперона, т. е. молекулярной структуры, 
участвующей в диссоциации белков и восста-
новлении их третичной структуры, например 
при термическом шоке (Mogk, Schlieker et al. 
2003). С другой стороны, ClpB был определен 
как конформационный миметик анорексиген-
ного пептидного гормона меланотропина (α-МSH, 
α-melanocyte-stimulating hormone) (Tennoune et al. 
2014). Это открытие было сделано при поиске 
микробного антигена, вызывающего образова-
ние перекрестно-реактивных антител к α-МSH.

Наряду с лептином пептид α-МSH является 
важнейшим медиатором, активирующим чувство 
насыщения и сытости, а также ускоряющим 
катаболические процессы, в том числе в жиро-
вой ткани (Anderson et al. 2016). Для осущест-
вления этой функции α-МSH связывается  
с меланокортиновым рецептором 4 типа на 
нервных клетках в центральной и перифериче-
ской нервных системах. Рецептор также экс-
прессируется и в других тканях, например  
в энтероэндокринных клетках кишечника, где 
его активация вызывает секрецию гормона на-
сыщения РУУ (Panaro et al. 2014). Интересно, 
что, несмотря на экспрессию меланокортиновых 
рецепторов в кишечнике, локальное наличие 
его эндогенного лиганда α-МSH минимально, 
т. к. основные его источники находятся в клет-
ках мозга и промежуточной доле гипофиза. 

Таким образом, можно предположить, что ме-
ланокортиновые рецепторы в кишечнике физио- 
логически активируются не самим пептидом 
α-МSH, а α-МSH-подобными белками и пепти-
дами, производными белков кишечных бактерий. 
Действительно, в in vitro исследованиях было 
показано, что ClpB способен активировать се-
крецию РУУ (Dominique et al. 2019). Бактерии 
увеличивают продукцию ClpB в стационарной 
фазе роста, что связано с необходимостью дис-
социации белков в клетке (Mogk, Deuerling et al. 
2003). ClpB также секретируется бактериями, 
по-видимому принимая участие в регуляции 
стабильности бактериальной популяции. Таким 
образом, бактериальный ClpB, выделяющийся 
в кишечнике через 20 мин после начала приема 
пищи, может стимулировать энтероэндокринные 
клетки и высвобождать гормоны насыщения, 
например РУУ, путем активации меланокорти-
новых рецепторов.

Действительно, в составе аминокислотной 
последовательности ClpB E. coli имеется фраг-
мент, комплементарный пептиду α-МSH, об-
ладающий аффинностью к меланокортиновым 
рецепторам (Ericson et al. 2015). Изначальный 
биоинформатический анализ показал, что такой 
фрагмент присутствует в ClpB всех видов бак-
терий семейства Enterobacteriaceae, но его нет 
в большинстве других бактерий, включая клас-
сические пробиотики, относящиеся к видам 
Lactobacillus, Bifidobacterium и Enterococcus 
(Fetissov et al. 2019). Однако недавнее исследо-
вание показало, что снижение функции ClpB  
за счет уменьшения некоторых других кишечных 
бактерий, например Clostridia, ассоциируется  
с ожирением (Arnoriaga-Rodríguez et al. 2020). 
Действительно, новый биоинформатический 
анализ выявил наличие α-МSH-комплементарного 
фрагмента в молекуле ClpB у некоторых кишеч-
ных бактерий, относящихся к классу Clostridia, 
например у Faecalibacterium prausnitzii.

Микробиота кишечника находится в непо-
средственном контакте не только с энтероци-
тами и энтероэндокринными клетками, но  
и c окончаниями блуждающего нерва в слизистой 
оболочке кишечника. Действительно, афферент-
ные волокна n. vagus присутствуют в ворсинках 
кишечника и обладают набором рецепторов  
к большинству нутриентов, а также биоактивных 
веществ, включая кишечные гормоны (Powley 
et al. 2011; Williams et al. 2016). Бактериальные 
метаболиты, например КЦЖК, могут активи-
ровать n. vagus (Chen et al. 2019). Афференты 
блуждающего нерва имеют меланокортиновые 
рецепторы, что не исключает возможность их 
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прямой активации бактериальным белком ClpB 
(Campos et al. 2014).

Помимо кишечника, ClpB E. coli обнаружи-
вается в плазме крови здоровых людей, что 
предполагает системное физиологическое дей-
ствие этого бактериального белка (Breton et al. 
2016a). В эксперименте на мышах было показа-
но, что ClpB стимулирует электрическую актив-
ность α-МSH-синтезирующих нейронов  
аркуатного ядра гипоталамуса, т. е. непосред-
ственно активирует центральные пути насыще-
ния и сытости (Breton et al. 2016b). Наряду  
с ядрами ствола мозга, принимающими аффе-
рентные волокна блуждающего нерва, активация 
нейронов аркуатного ядра кишечными гормо-
нами и лептином считается ключевым процес-
сом в регуляции аппетита и пищевого поведения. 
Таким образом, центральный сенсорный меха-
низм, обеспечивающий интеграцию метаболи-
ческих процессов в органах и тканях, также 
способен получать информацию от кишечных 
бактерий.

Помимо влияния на чувство голода и насы-
щения, имеются данные о роли кишечных бак-
терий в регуляции пищевого предпочтения  
у хозяина, которая проявляется в стимулиро-
вании его к выбору пищи, содержащей субстра-
ты бактериального метаболизма. Механизм 
такой регуляции формируется под воздействи-
ем окружающей среды, содержащей те или иные 
нутриенты (Alcock et al. 2014). Например, было 
показано, что тирамин, синтезируемый кишеч-
ными бактериями Providencia, действовал как 
нейротрансмиттер и вызывал предпочтение  
у червей C. elegans потреблять в пищу бактерии 
именно этого вида (O’Donnell et al. 2020).

Некоторые аспекты «микробной» теории 
аппетита требуют дальнейшего уточнения. На-
пример, необходимо определить, какие конкрет-
ные бактерии у человека продуцируют ClpB и, 
соответственно, участвуют в регуляции аппе-
тита. Кроме того, неизвестно, имеются ли дру-
гие бактериальные белки, способные активиро-
вать молекулярные пути насыщения, включая 
как систему меланокортиновых рецепторов, так 
и рецепторы других пептидных гормонов, на-
пример РУУ и холецистокинина. Также пред-
стоит выяснить, существует ли рефлекторный 
механизм активации бактериального роста  
в кишечнике.

Жизнь без бактерий и аппетит

Участие кишечных бактерий в регуляции 
пищевого поведения иногда ставится под со-
мнение, так как такая регуляция присутствует 

у аксеничных животных, т. е. выращенных  
в стерильных изоляторах, без каких-либо бак-
терий в их организме. Действительно, такие 
животные (исследования проводились на мышах 
и крыcах), живущие без бактерий (germ free), 
развиваются внешне нормально, но с некото-
рыми изменениями в метаболизме и поведении. 
Так, у аксеничных мышей содержание жировой 
ткани и уровни лептина и глюкозы в крови сни-
жены, энергетический обмен также снижен 
примерно на 27%, но при этом наблюдается 
повышенный прием пищи (Bäckhed et al. 2004; 
Swartz et al. 2012). Снижение энергетического 
обмена было также обнаружено в более ранних 
исследованиях на аксеничных крысах (Wostmann 
1981). Эти экспериментальные данные в целом 
подтверждают представленные выше теорети-
ческие расчеты об участии кишечных бактерий 
в суммарном метаболизме хозяина. Наличие 
регуляции пищевого поведения у животных без 
микробиоты указывает на достаточность меха-
низма генетического контроля такой регуляции 
в организме хозяина. При этом отсутствие 
микробиоты выражается в недостаточности 
механизмов чувства насыщения и нарушении 
энергетического обмена. Указанные выше раз-
личия, а также дифференциальная экспрессия 
регуляторных пептидов и белков в гипоталаму-
се (Liu et al. 2021), указывают на физиологическую 
роль бактерий, всегда присутствующих в ки-
шечнике в естественных условиях обитания 
животных, в регуляции пищевого поведения. 
Взаимоотношения микробиоты и хозяина  
в регуляции гомеостатической функции можно 
образно сравнить с пилотом и автопилотом 
соответственно. Автопилот настроен на вы-
полнение изначально заданной пилотом задачи, 
а транспортное средство, хоть и передвигается, 
но делает это ради пилотов и пассажиров. Ког-
нитивные способности человека влияют на 
регуляцию аппетита, но не способны ее контро-
лировать. Однако при некоторых заболеваниях, 
например при нервной анорексии, может поя-
виться ложное чувство контроля над аппетитом.

Для понимания влияния состава микробио-
ты на организм хозяина в последнее время про-
ведено большое количество исследований на 
аксеничных и гнотобиотических (т. е. с контро-
лируемой микробиотой) мышах. Так, транс-
плантация специфических видов бактерий,  
а также комплексных фекальных микробиот от 
различных доноров, включая эксперименталь-
ных животных и человека, позволили показать 
влияние такого переноса на регуляцию энерге-
тического обмена и иногда пищевого поведения 
у реципиента. Классическими считаются экс-
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перименты по вызыванию ожирения у мышей, 
получивших фекальную микробиоту от доноров 
с ожирением (Turnbaugh et al. 2006). С другой 
стороны, перенос микробиоты от пациентов  
с нервной анорексией вызывал снижение при-
ема пищи и набор веса тела у реципиентов (Hata 
et al. 2019). Надо отметить, что эксперименты 
по фекальной трансплантации не всегда вос-
производимы, что скорее всего связано с раз-
личным иммунным ответом на микробную 
трансплантацию.

Практическое применение

Важно отметить, что для воздействия на 
регуляцию пищевого поведения кишечная микро-
биота, в отличие от мозга, более доступна для 
терапевтического вмешательства, например 
через пробиотики. Действительно, ряд пробио- 
тиков, уже ставших классическими, были раз-
работаны в прошлом столетии, в чем есть вклад 
и российских ученых (Suvorov 2013). Молеку-
лярные механизмы, лежащие в основе влияния 
кишечных бактерий на регуляцию функции 
мозга, включая пищевое поведение, начали ис-
следоваться только недавно, и они требуют 
дальнейшего изучения для их возможного при-
менения в медицинской практике. Тем не менее, 
исходя из физиологической роли бактериаль-
ного белка ClpB в стимулировании чувства 
сытости и насыщения, был разработан ClpB-
продуцирующий пробиотик для улучшения 
контроля чувства насыщения у пациентов  
с избыточным весом.

Критическая роль ClpB в коррекции гипер-
фагии и снижения набора веса тела была по-
казана в серии экспериментов на мышах с ожи-
рением с применением бактерий с мутацией 
гена ClpB в качестве контроля. В последующем  
в качестве потенциального пробиотика были 
выбраны и опробованы бактерии Hafnia alvei 
(H. alvei). Этот вид бактерий ранее входил  
в семейство Enterobacteriaceae, но в настоящее 
время они классифицируются как отдельное 
семейство Hafniaceae. В любом случае, главным 
критерием выбора послужило наличие у этих 
бактерий белка ClpB с α-МSH-подобным эпи-
топом. Кроме того, безопасность применения 
H. alvei человеком подтверждена многолетней 
практикой использования этих бактерий для 
производства мягких сыров, например камам-
бера. Хроническое внутрижелудочное введение  
H. alvei мышам с ожирением приводило к сни-
жению приема пищи и набора веса за счет 
уменьшения содержания жировой ткани (Legrand 
et al. 2020). Недавние клинические исследования 

показали, что прием H. alvei также эффективен 
по этим показателям у людей с повышенной 
массой тела.

Заключение

На основе вышеуказанных данных не вы-
зывает сомнения, что метаболизм кишечных 
бактерий должен рассматриваться как неотъ-
емлемая часть энергетического обмена всего 
макроорганизма. Особенности бактериального 
метаболизма, в частности его интенсивность  
и динамика, регулируемая внутренними факто-
рами микробной популяции, в условиях посто-
янной доступности нутриентов предполагают 
роль кишечных бактерий в регуляции аппетита 
и пищевого поведения хозяина. При этом орга-
низм хозяина не только снабжает кишечные 
бактерии нутриентами и водой, но и в резуль-
тате получает биомассу, используемую в раз-
личных физиологических процессах. Такие 
трофические взаимоотношения между кишеч-
ными бактериями и хозяином можно рассма-
тривать в рамках «трофологии», предложенной 
А. М. Уголевым в качестве науки, объединяющей 
все живые организмы (Уголев 1991).

В заключение надо добавить, что предложен-
ная модель регуляции аппетита с участием 
кишечных бактерий является гомеостатической 
и не выделяет независимую роль гедоническо-
го компонента, т. е. чувства удовольствия,  
в регуляции пищевого поведения как части 
глобальной системы вознаграждения за вовле-
чение и осуществление мотивированного по-
ведения (Shechter, Schwartz 2018). Дофамин, 
секретируемый в прилежащем ядре (NAc, nucleus 
accumbens), является ключевым нейротранс-
миттером в генерации чувства удовольствия. 
Нельзя исключать прямую или опосредованную 
роль кишечных бактерий в гедонической регу-
ляции. Например, накопилось множество кос-
венных данных о связи микробиоты кишечника 
с грелином (Schalla, Stengel 2016). Грелин, орек-
сигенный гормон, секретируемый энтероэндо-
кринными клетками желудка перед приемом 
пищи, стимулирует дофаминергические нервные 
клетки вентральной покрышки (VTA, ventral 
tegmental area), проецирующиеся в NАc (Al Massadi 
et al. 2019). Нарушения метаболизма дофамина 
были обнаружены в мозге у аксеничных мышей 
(Diaz Heijtz et al. 2011). Таким образом, для под-
тверждения возможной роли кишечных бакте-
рий в гедонической регуляции необходимы 
дальнейшие исследования. Важно отметить, что 
у человека гедоническая составляющая аппети-
та подвержена влиянию социальных и культур-



30	 https://www.doi.org/10.33910/2687-1270-2021-2-1-21-32

О роли кишечных бактерий...

ных факторов, часто приводящих к перееданию 
и повышенному весу тела. Возникновение по-
рочного круга, где социокультурные факторы 
вызывают сдвиг в микробиоте кишечника, ко-
торая, в свою очередь, способствует формиро-
ванию фенотипа метаболического синдрома  
и ожирения, представляется актуальной меди-
цинской проблемой, требующей комплексных 
профилактических и терапевтических подходов. 
Понимание роли кишечной микробиоты в ре-
гуляции аппетита и пищевого поведения, без 
сомнения, позволит разработать такие подходы.
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Аннотация. Обзор посвящен анализу литературных и собственных 
данных о негативных последствиях психосоциального стресса 
перенаселенности в обществе для организма человека, а также о влиянии 
скученности (экспериментальной модели перенаселенности) в условиях 
вивария на организм грызунов (крыс и мышей). Наибольшее внимание 
при анализе экспериментальных работ, в том числе и собственных,  
на грызунах уделено влиянию скученности на общее состояние организма, 
развитие стресс-реакции, содержание моноаминов и их метаболитов  
в мозге, состояние иммунной системы — цитокиновый профиль  
и интерфероновый статус. Сделано заключение, что долговременная 
скученность у грызунов (главным образом крыс) в условиях вивария 
является мощным стрессором, при котором ухудшается общее состояние 
организма, развивается тревожно-депрессивное поведение, нарушается 
деятельность гипоталамо-гипофизарно-адреналовой системы, происходит 
дисбаланс моноаминов и их метаболитов в ряде структур мозга, снижается 
иммунитет. В собственных экспериментах применялась интенсивная 
стрессовая модель скученности в ограниченном пространстве, при 
которой крысы-самцы после месяца жизни в стандартных условиях 
вивария (4–6 особей в клетке) помещались в скученные условия  
(15–17 особей в клетке) на длительное время (две недели). Предполагается, 
что такая модель может быть использована для доклинической оценки 
анксиолитических, антидепрессивных, иммуномодулирующих и других 
свойств различных биологически активных веществ и препаратов, 
которые могут быть полезны для коррекции негативных последствий 
долговременных психосоциальных стрессов.

Ключевые слова: психосоциальный стресс, перенаселенность, общество, 
скученность, грызуны, нервная система, поведение, моноамины мозга, 
иммунитет.
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Abstract. The paper provides an overview of literature and our own data on 
the negative consequences of psychosocial stress induced by overpopulation 
for humans. It also explores the effect of crowding on rodents (rats and mice) 
in a vivarium as an experimental model of overpopulation. Experimental 
studies on rodents (the existing and our own research) focus on the influence 
of crowding on the general state of the body, the development of stress 
reactions, the content of monoamines and their metabolites in the brain,  
the state of the immune system, e. g., cytokine profile and interferon status. 
It was concluded that long-term crowding in rodents (mainly rats) in a vivarium 
is a huge stress factor. It has a negative impact on the general state of the body, 
leads to anxiety / depressive disorders, interferes with the hypothalamic-
pituitary-adrenal system, creates an imbalance of monoamines and their 
metabolites in a number of brain structures, and compromises the immunity. 
In our own experiments, we used the model of crowding to test the effect of 
stress induced by a confined space: after a month in standard vivarium 
conditions (four to six individuals in a cage), a group of male rats was placed 
in crowded conditions (from fifteen to seventeen individuals in a cage) for  
2 weeks. It is assumed that the model may be used for preclinical assessment 
of anxiolytic, antidepressant, immunomodulatory and other properties of 
various biologically active substances and drugs used in fighting the negative 
consequences of long-term psychosocial stress.

Keywords: psychosocial stress, overpopulation, society, crowding, rodents, 
nervous system, behavior, brain monoamines, immunity.

Введение

В настоящем обзоре проведен анализ научной 
литературы о негативных последствиях психо-
социального стресса перенаселенности в обще-
стве для организма человека, а также литера-
турных и собственных данных о влиянии 
скученности (экспериментальной модели пере-
населенности) в условиях вивария на организм 
грызунов (крыс и мышей). При оценке воздействия 
скученности на грызунов акцент сделан на общее 
состояние организма, поведение в разных тестах, 
развитие стресс-реакции, содержание моноами-
нов и их метаболитов в мозге, иммунный статус. 

Перенаселенность в человеческом обществе

Одним из широко распространенных соци-
альных стрессоров является перенаселенность, 
или скученность — субъективное ощущение 
нехватки пространства (Myers 2007). Подобно-

му стрессу подвергаются люди, приезжающие 
из сельской местности в крупные города, про-
живающие в городе большими семьями в стес-
ненных условиях, воспитанники детских домов, 
лица, находящиеся длительное время в неболь-
ших перенаселенных замкнутых пространствах 
(моряки, космонавты, шахтеры, заключенные 
тюрем и т. д.), лица, часто пользующиеся обще-
ственным транспортом в часы пик и т. д. Со-
циальный стресс перенаселенности в человече-
ском обществе приводит к различным 
негативным последствиям для организма. Из-
вестно, что перенаселенность, при которой, как 
правило, возникает антисанитария, является 
одним из основных факторов риска для раз-
вития респираторных болезней (Hoge et al. 1994; 
Sethi 1992), а также заболеваний желудочно-
кишечного тракта (Fabiana et al. 2007). Предпо-
лагают, что при перенаселенности и недоста-
точной гигиене в человеческом обществе 
происходит нарушение работы иммунной  

https://www.doi.org/10.33910/2687-1270-2021-2-1-33-40
https://www.elibrary.ru/author_profile.asp?id=111345
https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorId=24399472300
https://orcid.org/0000-0003-0941-670X
mailto:losvnd@mail.ru
https://www.doi.org/10.33910/2687-1270-2021-2-1-33-40
https://www.doi.org/10.33910/2687-1270-2021-2-1-33-40
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/


Интегративная физиология, 2021, т. 2, № 1	 35

Е. В. Лосева

системы, вследствие чего могут возникать  
аутоиммунные и аллергические болезни, а так-
же хроническое воспаление (Martín et al. 2009). 
Перенаселенность является одним из факторов, 
провоцирующих онкологические заболевания 
(Chawińska et al. 2014). Кроме того, она являет-
ся психосоциальным стрессором, при длитель-
ном воздействии которого может увеличивать-
ся риск развития сердечно-сосудистых 
заболеваний (Williams et al. 2009). Перенаселен-
ность в детстве является фактором риска для 
развития депрессии во взрослом возрасте 
(Sadowski et al. 1999). Жители густонаселенных 
городов часто испытывают страх, что связыва-
ют с активацией в их мозге миндалины (амиг-
далы) (Lederbogen et al. 2011). Урбанизация 
может приводить к психиатрическим расстрой-
ствам, в том числе к шизофрении (Costa e Silva, 
Steffen 2019). При скученности в больничных 
условиях может даже увеличиваться смертность 
(Sprivulis et al. 2006). 

Исследование проявлений и механизмов 
пагубного влияния стресса скученности  
на организм является одной из важнейших  
медико-биологических и медико-социальных  
задач. Несмотря на понимание того, что эти  
закономерности для человеческого общества  
имеют свою специфику, для их исследования  
часто прибегают к моделированию скучен- 
ности у грызунов, чаще всего крыс (Love,  
Zelikowsky 2020). 

Модели перенаселенности (скученности) 
крыс в условиях вивария

Скученность у крыс в виварии моделируют 
разными способами: не расселяют крысят  
с рождения или ссаживают в одну клетку по 
10–20 половозрелых особей одного или разных 
полов. Такому стрессу животные подвергаются 
в течение разного времени. Известно, что кры-
сы в природе живут группами со сложными 
иерархическими взаимоотношениями (Armitage 
2004). Такие же отношения возникают и в вива-
рии у крыс, содержащихся в стандартных усло-
виях (по 4–6 особей в клетке). При скученности 
эти отношения должны нарушаться. Любопыт-
но, что скученность приводила к стрессу у крыс-
самцов, тогда как самок она, наоборот, успока-
ивала (Brown, Grunberg 1995).

Учитывая данные литературы, в наших мно-
голетних исследованиях, связанных с исследо-
ванием воздействия скученности на нервную  
и иммунную системы крыс, была использована 
следующая модель. Половозрелых крыс-самцов, 
которые месяц после привоза из питомника 

жили в виварии в нормальных условиях  
(по 5–6 особей в клетке размером 55 × 30 × 20 
см), ссаживали из трех клеток в одну такую же 
клетку. Это одна из наиболее стрессовых, на 
наш взгляд, моделей перенаселенности в зам-
кнутом помещении, когда у крыс после долгой 
жизни в хороших условиях не только резко 
уменьшается жизненное пространство, но  
и нарушаются иерархические отношения.  
В результате могут возникать различного рода 
негативные изменения в деятельности нервной, 
иммунной и эндокринной систем, проявляемые 
прежде всего в поведении животных и затраги-
вающие биохимические показатели активности 
этих систем. Есть данные о том, что стресс  
в тесте вынужденного плавания у крыс более 
выражен в течение первых двух недель, а затем 
может наступить некоторая адаптация (Nagaraja, 
Jeganathan 1999). Мы предположили, что скучен-
ность более двух недель тоже может привести 
к адаптации организма. Поэтому в нашей рабо-
те эксперименты со скученными животными 
проводились не более 14–16 дней. Есть данные, 
что показатели тревожности в открытом поле 
и в приподнятом крестообразном лабиринте не 
изменялись при скученности 12 крыс в клетке, 
но увеличивались, когда в клетке содержали  
16 или 24 животных (Botelho et al. 2007). Поэто-
му в нашей работе для анализа тревожно- 
депрессивного поведения при моделировании 
скученности было решено ссаживать в одну 
клетку по 15–17 животных. В течение всех экс-
периментов был исключен фактор антисанита-
рии, поскольку клетки чистили ежедневно. 
Животные имели свободный доступ к пище  
и воде и не испытывали в них недостатка.

Поведение крыс при скученности

В области исследования поведения крыс  
в условиях скученности есть работы, посвящен-
ные его социальной составляющей. Например, 
Джон Калхун обнаружил, что высокая плотность 
популяции серых крыс приводила к дезинтегра-
ции семейной жизни, высокой смертности ново-
рожденных, малым размерам помета, к недо-
статочному строительству гнезд, к тому, что 
взрослые крысы начинали бросать молодняк,  
к каннибализму и садизму. Калхун охарактери-
зовал ситуацию как поведенческий спад (Calhoun 
1962). Об агрессии грызунов при скученности 
свидетельствуют и другие работы (Christian 
1963; Ramsden 2009). 

Есть данные о том, что у крыс на фоне ску-
ченности память и способность к обучению 
ухудшаются (Goeckner et al. 1973).



36	 https://www.doi.org/10.33910/2687-1270-2021-2-1-33-40

Психосоциальный стресс перенаселенности...

Ряд работ посвящен исследованию показа-
телей тревожно-депрессивного поведения  
у крыс при скученности, но результаты этих 
исследований часто противоречивы. Так, есть 
данные об увеличении дефекаций и ухудшении 
исследовательской активности у самцов крыс 
при скученности (девять крыс в клетке) по 
сравнению с контролем (три крысы в клетке), 
что говорит об увеличении эмоциональности 
(Armario et al. 1984). В то же время показано, 
что чем больше скученность в популяции крыс 
Sprague-Dawley, тем у них менее выражена эмо-
циональность (Morrison, Thatcher 1969). При 
скученности, как показывает ряд исследований, 
тревожность у крыс увеличивается (Botelho et al. 
2007; Daniels et al. 2000; Moiseeva et al. 2009). Есть 
данные, что у крыс, содержащихся в условиях 
скученности, в тесте вынужденного плавания 
происходили судорожные подергивания головы, 
что авторы связывают с проявлением депрес-
сивного состояния (Naitoh et al. 1992). 

В наших экспериментах при долговременной 
(10–13 дней), но не кратковременной (один — 
четыре дня) скученности (17 крыс в клетке) 
наблюдался повышенный уровень тревожности 
по ряду показателей в тестах «открытое поле», 
«свет — темнота», «приподнятый крестообраз-
ный лабиринт» (Knyazeva et al. 2012). Эти тесты 
приняты в мировой практике для оценки тре-
вожности. Кроме того, по нашим данным,  
в тесте вынужденного плавания (тест на депрес-
сию) при скученности у крыс (10 дней) увели-
чивалось время иммобилизации и уменьшалось 
время первого эпизода активного плавания, что 
указывало на развитие депрессивноподобного 
состояния (Loseva et al. 2015). Таким образом, 
наши эксперименты подтверждают те литера-
турные данные, которые демонстрируют уси-
ление тревожно-депрессивного поведения при 
долгосрочной скученности у крыс. 

Физиологическое состояние организма 
грызунов при скученности

Скученность вызывает нарушение и физио-
логического состояния организма грызунов. 
Так, при скученности у мышей нарушались ба-
рьерные функции кожи и водообмен (Aioi et al. 
2001). Скученность (один и семь дней), как  
и другие стрессы, вызывала повышение уровня 
трансаминаз в сыворотке крови крыс Вистар 
(Nagaraja, Jeganathan 1999), что может свиде-
тельствовать о патологических изменениях 
печени, мышц, мозга. При скученности у крыс 
увеличивалось потребление алкоголя (Anacker, 

Ryabinin 2010; Nagaraja, Jeganathan 2003). Есть 
данные о том, что при хронической скученности 
(девять недель) у мышей при неизменной массе 
тела увеличивалось ожирение. В соответствии 
с повышенным содержанием жира увеличивал-
ся уровень лептина в плазме крови (Lin et al. 
2015). Согласно нашим данным, скученность  
у крыс-самцов (16 животных в клетке) в течение 
15 дней вызывала снижение динамики привеса 
массы тела (Loseva et al. 2013). 

Проявления стресс-реакции  
у грызунов при скученности

Существуют немногочисленные данные  
о воздействии скученности на нейро-иммунно-
эндокринный комплекс, который принимает 
активное участие в механизмах стресса и инте-
гративная деятельность которого доказана  
в многочисленных исследованиях. Так, при 
хроническом (19 дней) содержании самцов мы-
шей в субординатных колониях были выявлены 
гипертрофия надпочечников, снижение общего 
веса, атрофия тимуса и воспаление толстой киш-
ки. При формировании субординатных колоний 
четыре подчиненных особи, которые содержались 
в индивидуальных клетках (16 × 22 × 14 см),  
помещались в одну клетку (38 × 22 × 35 см)  
с большим доминантным самцом. В этой клет-
ке не только подчиненные мыши подвергались 
давлению со стороны доминантного самца 
(самцы менялись во избежание привыкания), 
но и на каждую мышь приходилось в два раза 
меньше площади, чем в индивидуальных клетках 
(Reber et al. 2007). У крыс при острой (три часа) 
скученности (12 крыс в клетке), как и при других 
стрессах, усиливалась активность гипоталамо-
гипофизарно-адреналовой оси (Djordjević et al. 
2003). В другой работе скученность у крыс  
в течение трех дней (24 особи в клетке) значи-
тельно уменьшала уровень центрального  
вазопрессина, но не изменяла систему корти-
котропин-рилизинг гормона, участвующего  
в стимуляции гипоталамо-гипофизарно-адре-
наловой системы (Bugajski et al. 1995). У молодых 
(38–65 дней от рождения) крыс-самцов Вистар 
при скученности увеличивалось содержание 
кортикостерона как в плазме крови, так и в во-
лосах (Uarquin 2016). При скученности (пять  
и десять недель) повышался уровень противо-
мозговых (к нейронам и глии) антител в сыво-
ротке крови (Andrejević et al. 1997). Все эти 
данные говорят о развитии стресса при скучен-
ности у грызунов.

https://www.doi.org/10.33910/2687-1270-2021-2-1-33-40
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Содержание моноаминов и их метаболитов  
в мозге крыс при скученности

Имеется небольшое количество литературных 
данных о влиянии скученности на содержание 
моноаминов и их метаболитов в разных струк-
турах мозга. Так, было показано, что при скучен-
ности снижается уровень 5HT-1A-рецепторов 
в гиппокампе (Daniels et al. 2000). При острой 
скученности (второй день) в мозге крыс наблю-
дали повышение содержания метаболита серо-
тонина 5-гидрокси-3-индол-уксусной кислоты 
(5-ОИУК), а при более длительной (десятый 
день) — 5-ОИУК, серотонина и норадреналина 
(Boranic et al. 1982). 

В нашей работе (Loseva et al. 2013) исследо-
вали содержание моноаминов и их метаболитов 
у скученных в течение 15 дней (15 крыс  
в клетке) и контрольных животных (пять крыс 
в клетке) в структурах мозга, ответственных за 
тревожное поведение, — гипоталамусе, амигда-
ле, гиппокампе, септуме. Было показано, что 
содержание норадреналина и дофамина в сеп-
туме снижалось, а в гипоталамусе повышалось, 
содержание метаболита дофамина диоксифе-
нилуксусной кислоты (ДОФУК) снижалось  
в обеих структурах, а показатель его обмена — 
соотношение ДОФУК/дофамин — только  
в гипоталамусе. Скученность не изменяла по-
казателей норадренергической и дофаминерги-
ческой систем в амигдале и гиппокампе, а серо-
тонинергической системы — во всех четырех 
структурах. 

В другой нашей работе (Loseva et al. 2015) 
исследовали влияние скученности на уровни 
моноаминов и их метаболитов в структурах 
мозга, ответственных за депрессивное поведе-
ние, — префронтальной коре, обонятельной 
луковице, прилежащем ядре, стриатуме и гипо-
таламусе. Скученность вызывала уменьшение 
содержания дофамина в стриатуме, его метабо-
литов (гомованилиновой кислоты — ГВК  
и ДОФУК) и обмен дофамина в гипоталамусе, 
но увеличивала содержание норадреналина, ГВК 
и ДОФУК в обонятельной луковице и ГВК  
в префронтальной коре. В прилежащем ядре 
изменений выявлено не было. Содержание се-
ротонина не изменялось во всех исследованных 
структурах.

По результатам обеих работ мы предполо-
жили, что выявленные изменения в содержании 
моноаминов и их метаболитов в определенных 
структурах мозга могут являться нейрохими-
ческими коррелятами тревожно-депрессивного 
поведения, вызываемого скученностью у крыс.

Иммунологические показатели в крови  
у грызунов при скученности

Имеются единичные факты, свидетельству-
ющие о развитии иммунного ответа при скучен-
ности. Так, в стимуляцию гипоталамо-гипофи-
зарно-адреналовой оси при скученности (7 дней) 
у крыс (24 особи в клетке) вовлекались интер-
лейкин 1 (IL-1 beta) и простогландины (Gadek-
Michalska et al. 2008). Показано, что при скучен-
ности у старых мышей линии CBA/CA  
в Т-лимфоцитах селезенки уменьшался, а у мо-
лодых — не изменялся метаболизм кальция. 
Это свидетельствует об ослаблении иммунного 
ответа у старых животных, содержащихся  
в условиях скученности (Csermely et al. 1995).  
У мышей после хронического содержания  
в субординатных колониях усиливалась секре-
ция про- и противовоспалительных цитокинов 
клетками мезентериальных лимфатических 
узлов (Reber et al. 2007). 

В нашей работе (Loseva et al. 2013) методом 
обратной транскрипции и полимеразной цепной 
реакции было исследовано влияние хронической 
скученности у крыс (16 животных в клетке)  
на уровни экспрессии генов 11 цитокинов  
по синтезу их мРНК (цитокиновый профиль)  
в крови. Кроме того, исследовали интерферо-
новый статус, включающий в себя интерферон 
(ИФН), спонтанно продуцируемый клетками 
крови и циркулирующий в плазме крови, а так-
же способность к продукции ИФН-α и ИФН-γ. 
Оказалось, что в условиях скученности у крыс 
угнеталась экспрессия гена противовоспали-
тельного цитокина интерлейкина-4 (IL-4), ак-
тивировалась транскрипция провоспалитель-
ного цитокина IL-17 и была ослаблена способность 
к продукции интерферонов γ и α. Эти данные 
указывают на ослабление как гуморального, так 
и клеточного звеньев иммунитета при скучен-
ности у крыс; а также в скученных условиях 
более вероятно развитие аллергических и ауто-
иммунных реакций. При этом нарушаются 
тонкие механизмы регуляции системы интер-
феронов, что говорит об ослаблении противо-
вирусного иммунитета. Полученные данные 
могут быть иммунологическими коррелятами 
тревожно-депрессивного поведения при скучен-
ности у крыс. 

Заключение

Таким образом, анализ литературы позволя-
ет заключить, что психосоциальный стресс 
перенаселенности в обществе приводит к цело-
му ряду негативных последствий для организма 
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человека и его поведения. Согласно литератур-
ным и собственным данным, долговременная 
скученность у грызунов (главным образом крыс) 
в условиях вивария (модель перенаселенности 
в замкнутом пространстве в человеческом обще-
стве) является мощным стрессором, при котором 
нарушается общее состояние организма, раз-
вивается тревожно-депрессивное поведение, 
нарушается деятельность гипоталамо-гипофи-
зарно-адреналовой системы, происходит дис-
баланс моноаминов и их метаболитов в ряде 
структур мозга, снижается иммунитет. 

Мы полагаем, что модель долговременной 
(две недели) перенаселенности, используемая 
в собственных экспериментах, при которой по-
ловозрелых крыс-самцов после месяца жизни 

в стандартных условиях (4–6 крыс в клетке) 
помещают в условия скученности (не менее  
15 крыс в клетке), удобна для доклинической 
оценки анксиолитических, антидепрессивных, 
иммуномодулирующих и других свойств раз-
личных биологически активных веществ и пре-
паратов, которые могут быть полезны для кор-
рекции негативных последствий хронических 
психосоциальных стрессов. Следует отметить, 
что при скученности животные, получающие 
различные препараты или плацебо, могут со-
держаться в одной клетке, подвергаясь одина-
ковому стрессовому воздействию. Это позво-
ляет более корректно сравнивать различные 
показатели активности нервной и иммунной 
систем у контрольных и подопытных групп крыс.
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Abstract. Glucocorticoids (GC) are crucial regulators of homeostasis and 
function. Despite its negative side effects, glucocorticoid therapy in neonates 
is widely used antenatally for accelerating fetal lung maturation in cases  
of preterm birth. GC action is mediated via glucocorticoid receptors — ligand-
activated transcription factors. Cell death and viability in the neonatal brain 
are regulated by many factors, but the glucocorticoid receptor signalling  
is high above them. The present work studies the changes in the expression 
of genes for apoptosis regulators with Bcl-2 homology (BH) domains (Bcl-xL, 
Bax, Bim, Bok, Bid) in the neonatal rat hippocampus after dexamethasone 
(DEX) and CpdA administration. CpdA is a dissociative ligand — glucocorticoid 
receptor modulator — that shifts glucocorticoid receptor (GR) activity toward 
transrepression. Ligands administration to P2 pups caused different patterns 
of timeline changes in the expression of the studied genes. We observed the 
first increase in the mRNA level of the genes which have glucocorticoid 
response element (GRE) (Bcl-xL, Bim) in their promoter 30 min after DEX 
administration. Activated GR action on cells in the neonatal hippocampus is 
complex and long-lasting; it could also contain receptor homo- and hetero-
dimerisation. Using rat pheochromocytoma PC12 cells as a test system, we 
assessed GR-GR and GR-MR (mineralocorticoid receptor) dimerisation with 
proximity ligation assay (PLA) assay separately in the nucleus and cytoplasm 
after DEX and CpdA administration. An increase in GR-GR dimers in the 
cell nucleus was observed only after DEX administration. In the cell cytoplasm, 
we observed a gradual (DEX more than CpdA) increase in the number of 
both GR-GR and GR-MR dimers.

Keywords: glucocorticoid receptor, brain cell type markers, development, 
hippocampus, neocortex, apoptosis regulator protein, proximity ligation assay 
(PLA).
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Introduction

High levels of glucocorticoids (GCs) resulting 
from hormonal therapy or early life stress severely 
affect the development of the brain (Lanshakov et al. 
2016; Oitzl et al. 2010). It causes cell death of certain 
brain areas by indirect excitotoxicity (Lanshakov 
et al. 2016). During the neonatal period, elevated 
GC levels also cause behavioural abnormalities as 
well as impairment of learning and memory in the 
future (Holson et al. 1995; Nagano et al. 2008). The 
long-lasting neuro-behavioural consequences of 
early life exposures to stress or its hormones evi-
dently occur due to the hormonal effects on the 
sensitive cells that express glucocorticoid receptors 
(GRs) (Shaburova, Lanshakov 2020; Shishkina et 
al. 2015a; 2015b). Among the key processes that 
GCs could affect in the neonatal brain are cell vi-
ability and apoptosis. GC acts via its receptors — 
intracellular ligand-activated transcription factors. 
Activated glucocorticoids receptors (GRs) could 
affect expression of the main apoptosis regulator 
proteins (Shishkina et al. 2015b). The BCL2 family 
of proteins is the hallmark of apoptosis regulation 
(van Delft, Huang 2006). This family has pro-
apoptotic and anti-apoptotic members. Some of 
them possess glucocorticoid response element 
(GRE) in their promoter, some have nGRE or both, 
some do not seem to be regulated by GCs. Acti-
vated GR could affect transcription in several ways: 
by transactivation on positive +GRE, by transre-
pression on negative nGRE and by interaction 
(tethering) with other transcription factors, which 
has complex consequences for transcription (Sur-
jit et al. 2011). Preferable pathways to affect tran-
scription are determined mostly by the ligand. 
Several compounds that shift GR activity toward 
transrepression were recently discovered (Dezitter 
et al. 2014). Detailed molecular dynamics of clas-
sical and transrepression GR ligands on expression 
of Bcl apoptosis regulators in the neonatal brain is 
unclear and requires additional studies. To assess 
the influence on brain cell viability, we investigated 
the expression timeline of apoptosis regulatory 
genes with Bcl-2 homology (BH) domains — Bcl-xL, 
Bax, Bim, Bok, Bid  — in the rat neonatal hippo-
campus after administration of dexamethasone 
(DEX) and CpdA — a GR modulator ligand that 
selectively activates GR-mediated transrepression. 
The negative glucocorticoid response element 
(nGRE) mediates DNA-dependent transrepression 
by GR and differs dramatically from classical acti-
vating response elements (GRE). Therefore, CpdA 
action on rat neonatal hippocampus could be 
completely different from DEX. In the process of 
GR transactivation, it dimerizes with itself. In 

transrepression, dimerization with mineralocorti-
coid receptor (MR) could happen. These two types 
of interaction could have an impact on GR genom-
ic action. To assess GR-GR and GR-MR interaction 
after DEX and CpdA, the proximity ligation meth-
od (PLA) was used on PC12 cells.

Materials and methods

Animals and experimental design
All procedures were conducted in accordance 

with Directive 2010/63/EU of the EU and the Rus-
sian Ministry of Health regulations on Good Lab-
oratory Practice (supplement to order No. 199n  
of 1 April 2016) and approved by the Animal Care 
Committee, Institute of Cytology and Genetics.  
All efforts were made to minimise animal suffering 
and to reduce the number of animals used. Pregnant 
Wistar rats were housed individually (22–24 °C,  
12 hours light/dark cycle) with free access to food 
and water. The day of birth was considered as  
P0. DEX phosphate 0.2 mg/kg (KRKA, Slovenia), 
CpdA (sc-221677, Santa-Cruz) 0.2 mg/kg were 
injected subcutaneously in 25 µl saline (SAL); for 
the control group, the same volume of SAL was 
injected. For the gene expression experiments, there 
were 6–8 animals in the group. Pups were injected 
sequentially with a 7 min interval needed for further 
brain snap freezing. After injection, pups were 
returned to the mother. When the needed time had 
passed, hippocampi were dissected and snap freezed 
in liquid nitrogen.

Real-time RT-qPCR analysis
Total cellular RNA was isolated using a single-step 

acidic phenol extraction as previously described 
(Lanshakov et al. 2016). Reverse transcription was 
performed with MMLV Reverse Transcriptase 
(Sibenzyme) 1µg total RNA and oligo(dT) primer 
(Evrogen). All real-time PCR reactions were per-
formed using the ABI ViiA7 system (Thermofisher 
scientific) and a standard two-stage cycle. Ampli-
fications were done using the real time PCR Master 
Mix SYBR qPCRmix +LowROX (Evrogen) and 
primers from Table 1.

Immunohistochemistry
Immunohistochemistry was done as previously 

described (Drozd, Lanshakov 2020; Lanshakov et al. 
2017; 2016; Menshanov et al. 2015) with antibodies 
from Table 2.

PLA staining
PC12 cells were cultivated using standard pro-

tocols. 12 hours before the experiments the cells 
were seeded on poly-l-lysine covered coverslips  

https://www.doi.org/10.33910/2687-1270-2021-2-1-41-48


Интегративная физиология, 2021, т. 2, № 1	 43

D. A. Lanshakov, E. V. Sukhareva, V. V. Bulygina et al.

in a 24-well plate at the density of 0.1 × 106.  
The following morning 100 µM DEX or CpdA  
in the culture medium was applied for 30 min. 
After that the cells were fixed with 4% buffered 
paraformaldehyde for 5 min. Then the coverslips 
were washed 2 times for 10 min in 1xPBS, following 
cell permeabilisation in 1xPBS containing  
0.2% Triton X-100 (PBST). Nonspecific binding 
blocking was done with Duolink blocking solution 
for 1 h at 37 °C. Then the coverslips were incubat-
ed in respective primary antibody pairs (Table 3) 
overnight at 4 °C. Afterwards the coverslips were 
washed with PBST twice for 10 min. Duolink 
(DUO92102-1KT) probes and signal amplification 
were conducted according to the manufacturer’s 
protocol. After the final washes for cytoplasm and 
nuclear counterstain, the cells were incubated with 
Alexa 488 conjugated phalloidin 20 µM in 1хPBS 
and 300 nM DAPI in 1х PBS, respectively. After-
wards cells were washed twice for 10 min in 1xPBS 
and mounted on glass slides with Mowiol.

Microscopy

All images were acquired using Zeiss LSM 780 
confocal microscope using 488 nm, 561 nm and  

405 nm lasers. Panoramic images of the whole brain 
were taken using the tile scan mode with the 20x 
objective. For the BCL-XL immunohistochemistry 
analysis, hippocampal non-confocal panoramic 
images were taken with the tile scan mode,  
the Plan-Apochromat 20x/0.8 M27 objective and 
a 200 μm pinhole. Then, fluorescence intensity  
of the red channel in the CA3 area was measured 
using the ZEN software in 10 images per animal. 
For the PLA image acquisition, the Plan-Apochro-
mat 100x objective NA = 1.4 was used, and Z-stacks 
were taken with the pinhole set at 1AU. The PLA 
images were analysed using the Cell Profiler pro-
gram. A software pipeline that counts Cy3 labelled 
PLA interaction signal separately in nucleus and 
cytoplasm was created. Total 20 cells per group 
were analysed in the PLA analysis. 

Statistics
 Gene expression data were analysed using  

the one-way ANOVA with Fisher’s LSD post-hoc 
aposterior analysis. The PLA data were analysed 
using the one-way ANOVA with the Bonferroni 
multiple comparison test. Differences between 
means were estimated using the above analyses 

Table 1. Sequences and catalogue numbers of primers and taqman assays used in this study

Gene Sequence or catalog number

Bid-F agtcatccacaacattgccagg

Bid-R gcaccctcagtccatctcatttcta

Bim-F agagatacggatcgcacagg

Bim-R gtcttccgcctctcggtaat

Bok-F gaatttgtacgcaagaccctgg

Bok-R gctgaccacacacttgagga

Bcl-xl Rn00437783_m1(Thermofisher scientific)

Bax Rn02532082_g1 (Thermofisher scientific)

Table 2. Antibody numbers, host species, dilutions used in the study for BCL-XL immunohistochemistry

Cat No. Target Host species Dilution

sc-8392 (Santa-cruz) BCL-XL mouse 1:200

A10037 (Thermofisher 
scientific) Mouse IgG donkey anti mouse 

conjugated Alexa 568 1:400

Table 3. Antibody numbers, host species, dilutions used in the PLA assay staining

Cat No. Target Host species Dilution

MABS1250 (Millipore) MR mouse 1:200

12041S (Cell Sign.) GR rabbit 1:200

sc-56851(Santa-cruz) GR mouse 1:200
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Effects of the factors as well as differences between 
groups were considered significant at probability 
less than 0.05.

Results

Expression timeline of apoptosis regulator 
proteins with BH domains in the neonatal 

hippocampus after DEX and CpdA
To assess the GR impact on hippocampal cell 

viability, we studied the expression timeline of 
apoptosis regulators with BH domains after two 
different GR ligands administration to P2 rat pups: 
classical dexamethasone and CpdA. A glucocorti-
coid receptor modulator, CpdA is a “dissociating” 
GR ligand. It prevents GR dimerization and shifts 
GR activity towards transrepression. Expression of 
different apoptosis regulatory genes was investi-
gated. Some of them are pro-apoptotic, others are 
anti-apoptotic. Bim and Bcl-xL have classical GRE 
in their promoters, while Bcl-xL also has several 
negative nGRE besides classical GRE (Fig. 1A).  
We did not observe any significant changes in the 
mRNA level for any studied genes after the SAL 
injection (all p > 0.05). These groups were merged 
for further statistical analysis. Interestingly,  
an elevation of the mRNA level of genes with  

GRE (Bim, Bcl-xL) was observed 30 minutes  
after the subcutaneous DEX injection [Bim —  
F(6, 45)  =  3.9962, p  =  0.00273; Bcl-xL —  
F(6, 46) = 7.4192, p = 0.00001] (Fig. 1B). The mRNA 
level of Bid proapoptosis regulator elevated 1 h 
after DEX administration; F(6, 43)  =  3.2729, 
p = 0.00969 (Fig. 1B). The mRNA elevation of Bok 
proapoptosis regulator was observed 2 h after DEX 
administration; F(6, 42) = 6.2119, p = 0.00010 (Fig. 1B). 
This 2 h interval is greater than 30 min response 
time interval for the genes with GRE. We did not 
observe any changes in the Bax mRNA level after 
DEX administration. Not so much expression change 
was observed after CpdA administration. A small 
decline in the Bid mRNA level was observed 6 h 
after administration; F(11, 83) = 1.2525, p = 0.05. 
The Bax mRNA level did not change after DEX, 
but its small increase was observed 30 min after 
CpdA administration; F(11, 84) = 3.0167, p = 0.00196. 
Changes in the mRNA level were accompanied by 
changes in the protein levels. The BCL-XL protein 
level increased 1 h after DEX administration;  
F(1, 8) = 23.393, p = 0.00129 (Fig. 1C, D). Remarkably, 
intensive BCL-XL staining was observed in the hip-
pocampal CA3 region where the Brain-derived neu-
rotrophic factor (BDNF) expression site is (Fig. 1C).

Fig. 1. Changes in the expression timeline of apoptosis regulators genes after DEX and CpdA administration.  
(A) Presence or absence of GRE and nGRE in the promoters of the genes for apoptosis regulatory proteins.  
(B) Changes in the expression timeline of the apoptosis regulatory proteins after DEX 0.2 mg/kg (red lines)  

and CpdA 0.2 mg/kg (blue lines) administration. Black asterisk for the group after DEX administration compared 
to the control group with SAL injection using the one-way ANOVA (p < 0.05); blue asterisk for the group  

after CpdA injection compared to the control group with SAL injection using the one-way ANOVA (p < 0.05).  
(C) Representative microscopic images of Bcl-xL immunostaining on P2 rat hippocampi 1 h after  

DEX administration. Yellow arrow shows CA3 neurons with intensive Bcl-xL staining. Scale bar 100 µm. 
(D) Quantification of Bcl-xL immunohistochemical signal in hippocampal CA3 area (n = 4–5),  

one-way ANOVA, F(1, 8) = 23.393, p = 0.00129, compared to the SAL control group
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Evaluation of GR-GR and GR-MR  
dimerization after DEX and CpdA

To assess the impact of the GR homo- and hetero- 
dimerization on transcription changes after DEX 
and CpdA, proximity ligation assay (PLA) was 
chosen. PLA is a method that allows in situ detec-
tion of protein interaction. It is based on the detec-
tion of proximity between two proteins with  
secondary antibodies conjugated with oligonucleo-
tide (PLA probe). Two different PLA probes in close 
proximity could form a template for rolling circle 
polymerase, and so the signal is amplified (Fig. 2A). 
Fig. 2B shows representative confocal images where 
red dots are PLA signals labelled with Cy3. 30 min-
utes after GR ligands administration to the PC12 
cells there was a significant elevation of GR-GR 
dimers in the cell nucleus only after DEX ad- 

ministration compared to the control group  
(F(5, 1707) = 12,712, p < 0.05; Fig. 2C). As is ex-
pected, no elevation of GR-GR dimers was observed 
after CpdA administration. Interestingly, after the 
CpdA administration the number of MR-GR  
heterodimers decreased (Fig. 2C), but after DEX 
we did not observe any changes in MR-GR dimers 
in the cell nucleus (Fig. 2C). In the cell cytoplasm 
there was a completely different situation. DEX 
administration produces the highest increase in 
both types of dimers: GR-GR and MR-GR  
(F(5, 1062) = 13.496, p < 0.05; Fig. 2D). CpdA applied 
to the culture media causes low elevation in the cell 
cytoplasm of both dimer types as well (Fig. 2D).  
It should be noted that with our Cell profiler pipe-
line, average PLA detected signals in the nucleus 
were higher than in the cytoplasm.

Fig. 2. Homo- (GR-GR) and hetero-dimerization (GR-MR) in the PC12 cells after DEX and CpdA 
administration. (A) Schematics of the method. Primary antibodies (AB) raised in different species binds  

to the target proteins, then secondary antibodies with conjugated nucleotides bind to respective primary AB. 
Afterwards, a template for rolling circle amplification polymerase is formed, and it makes concatamers.  

The fluorescently labelled probe binds to the concatamerased template. (B) Representative confocal images  
of PC12 cell after the PLA assay. Red — the PLA signal, Cy3 labelled; green — Alexa 488 phalloidin staining  

for counterstain cytoplasm; blue — nuclear counterstain DAPI staining. Scale bar 5 µm. (C) Evaluation  
of the GR-GR and GR-MR dimerization with the PLA assay on the PC12 as a test system. The PLA signal  

in the nucleus; one-way ANOVA, asterics — p < 0.05, compared to the untreated control group.  
(D) The PLA signal in the cytoplasm; one-way ANOVA, asterics — p < 0.05, compared to the untreated control group
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Discussion

In the present work we studied expression of 
the main apoptotic regulatory proteins with BH 
domain in the neonatal hippocampus after admin-
istration of dexamethasone or a novel dissociative 
GR ligand — CpdA. Interestingly, the action of DEX 
on expression of genes possessing GRE in their 
promoters (Bcl, Bim) in vivo was observed 30 min 
after the DEX subcutaneous injection to P2 rat 
pups. It is similar to the GR action on genes expres-
sion in cell culture experiments (Reddy et al. 2009). 
This observation is consistent with the timeline 
tracking results for stress-induced GR activation 
in GRE luciferase reporter transgenic mice (Lee et al. 
2016). Usually, for most of the genes an interval of 
18–40 min is required for the gene expression re-
sponse in cell culture (Reddy et al. 2009). Repression 
of the genes caused by activated GR in cell culture 
experiments begins later: in 44–53 min (Reddy et 
al. 2009). After a subcutaneous injection of the 
dissociative glucocorticoid modulator ligand (CpdA), 
we observed a small decline only in the Bid mRNA 
level 6 hours after the injection. That is much longer 
than the time needed for cells in culture. An increase 
in the Bid mRNA level was also observed 1 hour 
after DEX administration. These data could lead us 
to the conclusion that the Bid promoter could 
possibly possess GRE and nGRE as well; however, 
there have been no reports proving that yet.  
For the gene repression, much longer time might be 
needed for the mRNA level to decline, usually around 
1–6 hours, but it depends on the particular mRNA 
stability or binding with RNA binding proteins like 
YTHDF2 that affect RNA stability (Du et al. 2016). 
Recent sci-fate and single cells transcriptomic 
studies revealed that glucocorticoids cause shifts 
of cells to a new transcriptional state that could 
take up to 10 hours (Cao et al. 2020). Overall, the 
investigated changes in the expression timeline in 
neonatal hippocampus after DEX had the opposite 
effect on the expression of BH3 apoptosis regulators. 
After DEX, an increase in the mRNA level of 
pro-apoptotic members — Bid, Bim, Bok — and 
anti-apoptotic Bcl-xL was observed. BCL-XL pro-
tein level increased in the neonatal hippocampus 
1 h after DEX administration as well. Remarkably, 
BCL-XL elevated in the hippocampal CA3 region 
(Fig. 2C). BDNF is also more prominent in this 
hippocampal region. Bcl-xL and Bdnf are both 
regulated intensively by neuronal activity, stress 
and by GR’s as well (Lanshakov et al. 2017; Shish-
kina et al. 2015b). Taking into account the same 
expression site in the hippocampus, a complex 
intersected mutual self-regulation net of Bcl-xL and 
Bdnf could be proposed.

As reported before, glucocorticoids could possibly 
cause cell death by indirect mechanisms like excito-
toxicity in the neonatal brain (Lanshakov et al. 2016). 
Activated GR causes a glutamate release or tran-
scription changes within the first hour and this,  
in turn, causes secondary changes in genes tran-
scription. Bok is implicated in autophagy (Kalkat 
et al. 2013). The Bok mRNA level elevated 2 h after 
DEX administration, which is postponed from the 
direct events observed within the first hour. Con-
sidering time and absence of GRE in the promoter, 
it is likely that changes in the Bok mRNA level could 
be due to a secondary event that happened after 
the primary one activated by GR action.

GR homo- and hetero-dimerization can influence 
its genomic action. We analysed GR-GR homo- and 
GR-MR hetero-dimerization using proximity liga-
tion assay after applying different ligands — DEX 
and CpdA. As is expected, in the cell nucleus, where 
the GR genomic action is happening, we observed 
a significant increase in GR-GR dimers only after 
DEX. The number of GR-MR heterodimers did not 
change after DEX and even went down after CpdA. 
In the cell cytoplasm, a gradual elevation of both 
dimer types was observed. The highest increase in 
the number of GR-MR dimers in the cytoplasm was 
observed after DEX. Fewer GR-MR dimers were 
detected after CpdA. Possibly, GR-MR dimers in 
the nucleus are minor to GR-GR ones and should 
be detected with more precise methods involving 
next generation sequencing. In the cytoplasm GR-
MR heterodimers could be formed in the same 
number as GR-GR dimers, before transfer to the 
nucleus. It could be due to a possibly more dynam-
ic dimers formation in the cytoplasm than in the 
nucleus (Tiwari et al. 2017).

Besides glucocorticoids, multiple other factors, 
such as neurotrophin BDNF and its precursor 
(Menshanov et al. 2015) as well as hypoxia (Bulygina 
et al. 2014) affect babies during labour and delivery 
(Alotaibi et al. 2015) and influence brain development. 
Nevertheless, the effect of glucocorticoids may be 
one of the most practically important ones, because 
these hormones and their synthetic analogues are 
widely used to prevent chronic lung disease in 
premature infants (Barrington 2001). Some effects 
of natural glucocorticoids may be positive for the 
developing nervous system and reduce apoptotic 
cell death (Kalinina et al. 2019). However, more 
often synthetic hormones induce cell loss, reduce 
neurogenesis and glial proliferation, attenuate 
dendrite formation, inhibit brain growth and cause 
abnormalities of brain structure and function  
(de Kloet et al. 2014; Reynolds 2013). These effects 
could be attributed to the direct action of the 
hormone on the GR-expressing cells as well as to 
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the indirect effects of glucocorticoid that are 
mediated, for example, through glutamate 
excitotoxicity (Lanshakov et al. 2016). Nowadays, 
two potential approaches can be used to prevent 
some deleterious effects of glucocorticoids on the 
developing brain. The first approach is to block 
glutamate excitotoxicity with antagonists of glutamate 
receptors (Li et al. 2014). The second approach is 
to activate intracellular processes that interfere with 
the glucocorticoid action, such as that induced by 
mild hypoxia (Bulygina et al. 2014). However, both 
approaches are only suggestions and require further 
investigation.

Conclusion
In this work we showed that DEX administration 

to P2 rat pups leads to an increase in the mRNA 
level of various apoptosis regulatory genes with BH 
domain, both pro-apoptotic (Bid, Bim, Bok) and 

anti-apoptotic (Bcl-xL). We observed a rise in the 
mRNA level of genes with GRE 30 min after injection. 
After CpdA, a small increase in the Bax mRNA 
level was observed 30 min after injection and  
a small decrease in the Bid mRNA level was observed 
6 hours after administration. Such discrepancies in 
action could be explained by different GR-GR and 
GR-MR dimer formation. On the PC12 cell line we 
showed that the number of GR-GR dimers in the 
cell nucleus increased only after DEX administration. 
In the cell cytoplasm, a gradual increase (DEX more 
than CpdA) in the number of both dimer types 
(GR-GR and GR-MR) was observed. Possibly, dimers 
formation after ligand administration goes faster 
in the cytoplasm than in the cell nucleus.
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Аннотация. Проблема продолжительности жизни, особенностей 
медицинской помощи населению пожилого и старческого возраста 
становится все актуальнее в большинстве стран мира, в том числе  
и в России. С увеличением продолжительности жизни нейродегенеративные 
заболевания (НДЗ) выходят в развитых странах на ведущее место. Одна 
из причин возникновения нейродегенеративных изменений в мозге — 
нарушение кинуренинового пути обмена триптофана (КПОТ). Мутанты 
КПОТ дрозофилы представляют собой адекватные модели для 
экспериментального изучения роли нейрокинуренинов в изменениях 
мозговых функций, которые приводят к нарушениям обучения и памяти. 
Известно несколько мутантных линий D. melanogaster, характеризующихся 
дефектами кинуренинового пути метаболизма триптофана, в том числе 
vermilion (v1, блок на уровне фермента триптофаноксигеназы, приводящий 
к отсутствию кинуренинов и накоплению триптофана). Показано, что 
мутант v1 сохраняет нормальную способность к обучению при формировании 
как среднесрочной, так и долгосрочной памяти. Дефектов формирования 
среднесрочной памяти не обнаружено. Напротив, выявлены нарушения 
сохранения долгосрочной памяти у данного мутанта. Отсутствие 8-суточной 
долгосрочной памяти у мутанта v1 с подавлением КПОТ может быть 
следствием дисбаланса кинуренинов.

Ключевые слова: дрозофила, обучение, память, кинурениновый путь 
обмена триптофана, нейрокинуренины.
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Abstract. Such issues as life expectancy and medical care for the elderly are 
gaining momentum all over the world, including Russia. With an increase in 
life expectancy, neurodegenerative diseases (NDD) are on the rise in developed 
countries. One of the reasons for neurodegenerative changes in the brain is 
a disturbance of the kynurenine tryptophan metabolism pathway (KTMP). 
Drosophila KTMP mutants are suitable models for the experimental study 
of neurokynurenines that change brain functions resulting in learning and 
memory impairments. There are several mutant stocks of D. melanogaster 
with defects in the kynurenine pathway of tryptophan metabolism, including 
vermilion (v1, a block at the level of the tryptophan oxygenase enzyme that 
stops the production of kynurenines and leads to the accumulation  
of tryptophan). The mutant v1 has been shown to maintain normal learning 
ability, both in medium- and long-term memory formation. No defects in 
medium-term memory formation were detected. In contrast, the mutant 
showed the disturbances of long-term memory. The absence of eight-day 
long-term memory in the KTMP-suppressed mutant v1 may be a consequence 
of kynurenine imbalance.

Keywords: Drosophila, learning, memory, kynurenine pathway of tryptophan 
metabolism, neurokynurenines.

Введение

Одной из фундаментальных задач современ-
ной нейронауки является познание того, как 
мозг участвует в приобретении, хранении  
и воспроизведении различных форм памяти 
(Savvateeva-Popova et al. 2015). Это крайне важ-
но в свете роста числа нейродегенеративных 
заболеваний (НДЗ), сопровождающихся про-
грессирующей потерей памяти.

Сегодня благодаря открытию ряда универ-
сальных механизмов нейродегенерации как при 

естественном старении, так и в условиях болез-
ни на наших глазах происходит фактическая 
смена весьма расплывчатой общей теории па-
тогенеза НДЗ современными концепциями. Так, 
в 90-е годы XX века была предложена глутама-
тергическая теория нейродегенеративного про-
цесса. Согласно этой теории, универсальным 
механизмом развития всех НДЗ является эк- 
сайтотоксичность, под которой понимают по-
вреждение и гибель нейронов в результате из-
быточной активации постсинаптических NMDAR 
(N-methyl D-aspartate receptor) (Beal 1992).  
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Важнейшую роль в этих процессах играют ней-
рокинуренины, являющиеся агонистами и ан-
тагонистами NMDAR.

Незаменимая аминокислота триптофан по-
ступает в организм с пищей и подвергается 
следующим превращениям: ресинтез белков, 
выделение с мочой, расщепление бактериями 
кишечника, промежуточный обмен. Кинурени-
новый путь обмена триптофана (КПОТ) — ма-
гистральный путь катаболизма этой аминокис-
лоты в организме человека (~95%) (Badawy 2017). 
До последнего времени метаболиты КПОТ 
называли «кинуренины» (по названию первого 
из долгоживущих метаболитов этого пути). 
Теперь считается, что их более точно следует 
называть нейрокинуренинами (НЕКИ) — по 
аналогии с нейропептидами, нейрогормонами 
и т. п. (Лапин 2004).

Естественные флуктуации уровня мозговых 
НЕКИ модулируют процессы синаптической 
нейротрансмиссии. Так, кинуреновая кислота 
(kynurenic acid, KYNA) в повышенных концен-
трациях является антагонистом широкого спек-
тра возбуждающих ионотропных рецепторов 
глутамата (iGluR), а также α7 подтипа никоти-
новых ацетилхолиновых рецепторов (nAChR). 
Хинолиновая кислота (quinolinic acid, QUIN), 
напротив, является агонистом NR2A-субъединицы 
ионотропного глутаматного NMDAR, в повы-
шенных концентрациях вызывая развитие ней-
родегенеративных процессов в ткани мозга. 
3-гидроксикинуренин (3-hydroxykynurenine, 
3-НОК), QUIN и 3-гидроксиантраниловая кис-
лота генерируют пероксид водорода, индуци-
рующий гиперпродукцию токсичных свободных 
радикалов в клетке (Schwarcz, Pelliccari 2002). 
Среди нейротоксических метаболитов кинуре-
нинового пути особого внимания заслуживает 
3-НОК, который подвержен автоокислению, 
легко генерирует свободные радикалы, способен 
претерпевать спонтанное дезаминирование  
и декарбоксилирование (Nikitina et al. 2018).

Интегральный эффект продуктов КПОТ 
определяется соотношением концентраций 
возбуждающих метаболитов (QUIN, кинуренин 
(kynurenine, KYN), 3-HOK) и их антагонистов 
(KYNA, 3-оксипируват, никотинамид) (Лапин 
2004). Нарушения метаболизма кинурениновых 
продуктов являются первичным звеном в раз-
витии ряда нейропатологических процессов. 
Изменения уровня метаболитов КПОТ у чело-
века наблюдаются при ряде нейрологических  
и психических заболеваний (Schwarcz et al. 2012). 
Известны два основных молекулярных меха-
низма нейроактивности кинуренинов — моду-
ляция активности клеточных рецепторов  

и модуляция окислительно-восстановительных 
процессов в нервной клетке (Журавлев и др. 
2020).

Важные сведения о нейрофизиологической 
активности кинуренинов получены на беспо- 
звоночных животных, таких как дрозофила  
и пчела. Генетическое блокирование тех или 
иных стадий КПОТ у мутантов D. melanogaster 
и A. mellifera приводит к отсутствию или на-
коплению определенных метаболитов этого 
пути, предшествующих мутационному блоку, 
что сопровождается заметными изменениями 
поведенческой активности насекомых и нару-
шением ряда физиологических процессов в ЦНС. 
Мутанты КПОТ дрозофилы и пчелы являются 
естественными моделями для исследования 
воздействия этих метаболитов на поведенческие 
процессы у животных с высокоорганизованной 
ЦНС, а также для изучения молекулярных ме-
ханизмов их активности.

К числу мутантов по КПОТ у дрозофилы 
относится vermilion (v1) c блокированной первой 
ключевой стадией распада триптофана (фермент 
триптофанпирролаза или индоламин-2,3-
диоксигеназа, ЕС 1.13.11.52) и поэтому харак-
теризующийся отсутствием всех метаболитов 
кинуренинового пути (рис. 1). Ген vermilion 
локализован в X-хромосоме (X: 9F11), его по-
следовательность включает 6 экзонов: 83, 161, 
134, 607, 94 и 227 п.н. (Searless et al. 1990).  
У мутанта cinnabar (cn, 2R: 43E16) неактивен фер-
мент кинуренин-3-гидроксилаза (EC 1.14.13.9) — 
cоответственно, блокирована стадия превра-
щения KYN в 3-HOK. У мутанта cardinal (cd, 3R: 
94A1-94E2) инактивирован фермент распада 
3-НОК феноксазинонсинтетаза (ФС) (EC 1.10.3.4), 
результатом чего является накопление в тканях 
мозга 3-НОК. Следует напомнить, что путь био-
синтеза никотинамида из 3-НОК, включая про-
межуточный метаболит QUIN, у насекомых 
отсутствует (Лопатина и др. 2004).

У мутантов КПОТ дрозофилы и пчелы на-
блюдается ряд физиологических и поведенческих 
изменений. Дефицит кинуренинов ингибирует 
долговременную память у пчелы (Lopatina et al. 
2011). Память у позвоночных и беспозвоночных 
животных представляет собой сложный много-
стадийный процесс: каждая из его фаз во вре-
мени регулируется специфическими генами  
и белками, а ее материальной основой служат 
структурно-функциональные изменения в опре-
деленных участках мозга (Журавлев и др. 2015). 
Если сохранение памяти на ранних стадиях 
связано с активацией внутриклеточных сигналь-
ных каскадов, в частности систем метаболизма 
цАМФ (Davis, Kiger 1981), то консолидация 
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Влияние нарушения синтеза кинуренинов...

памяти и формирование долгосрочной памяти 
(ДСП) требует активации новых генов, в том 
числе регулируемых цАМФ-зависимым транс-
крипционным фактором CREB (Bailey et al. 1996).

В настоящем исследовании память у мух оце-
нивали методом условно-рефлекторного подав- 
ления ухаживания (УРПУ) (Siegel, Hall 1979).  
В этологическом плане УРПУ — это снижение 
индекса ухаживания (ИУ) самца за самками по-
сле тренировки самца с оплодотворенной самкой. 
Физиологической основой УРПУ многие иссле-
дователи считают формирование в процессе 
тренировки специфической ассоциации между 
безусловным стимулом (БС, репеллент) и услов-
ным стимулом (УС, аттрактант). Это влечет по-
давление ухаживания в присутствии только УС 
(Zawistowski 1988). В качестве аттрактанта могут 
выступать химические компоненты кутикулы, 
которые у самки меняются с возрастом, обуслов-
ливая специфичность подавления в отношении 
зрелых либо незрелых самок. Репеллентом же 
может быть эндогенный стимул — негативная 
мотивация, сформированная у самца после не-
удачных попыток ухаживания за оплодотворен-
ной самкой (Ejima et al. 2005). Важную роль  
в этом процессе также отводят репелленту — 
цисвакцениловой кислоте (цВА), которая пере-

дается от самца самке в процессе копуляции,  
отсутствуя у девственных самок. Cогласно не-
которым авторам (Keleman et al. 2012), в про-
цессе тренировок у самца происходит повы-
шение чувствительность к цВА, достаточным 
условием которого является неуспешность 
ухаживаний при тренировке. Очевидно, в сни-
жение ИУ у мухи вносят вклад как условная, так 
и безусловная компоненты. Их сравнительный 
вклад, а также характер памяти (устойчивость 
во времени и зависимость от условий тестиро-
вания) различаются при тех или иных модифи-
кациях эксперимента (Griffith, Ejima 2009).

Таким образом, механизм УРПУ весьма сло-
жен и не до конца понятен. Тем не менее данный 
подход широко применяют для оценки уровня 
обучения и памяти у дрозофилы. Причина — его 
техническая простота и естественность, что 
отличает данный метод от другой широко ис-
пользуемой экспериментальной парадигмы — 
павловского обучения с негативным подкрепле-
нием электрошоком. Здесь в качестве БС 
используют неестественный для мухи стимул — 
удар электрическим током, также для получения 
достоверных результатов обычно требуется 
значительно большая выборка (порядка  
100 особей; в парадигме УРПУ — порядка 20).

Рис. 1. Схема кинуренинового обмена триптофана у насекомых. Красным указаны названия мутантных 
генов у дрозофилы, синим — у пчелы

Fig. 1. Kynurenine tryptophan metabolism pattern in insects. Red indicates the names of mutant genes  
in Drosophila, blue — in bees
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Цель нашего исследования — оценка влияния 
дисрегуляции КПОТ на процессы среднесрочной 
и долгосрочной памяти у мутанта vermilion (v1) 
D. melanogaster, модельного объекта, широко 
используемого для изучения молекулярных 
основ нейропатологий. Удобство дрозофилы 
как модели определяется рядом ее характери-
стик: короткий жизненный цикл и легкость 
постановки молекулярно-генетических экспе-
риментов, консервативность генов, регулирую-
щих элементарные поведенческие процессы,  
а также наличие у дрозофилы сложно устроен-
ного мозга, способного к выработке условных 
рефлексов, обучению и формированию различ-
ных видов памяти.

Материалы и методы

Линии дрозофилы
Работа проведена на животных из ЦКП «Био-

коллекция ИФ РАН для исследования интегра-
тивных механизмов деятельности нервной  
и висцеральных систем».

В работе использовали следующие линии  
D. melanogaster: 

1. Canton-S (CS) — линия дикого типа; темно-
красный цвет глаз.

2. vermilion (v1) — мутация в гене триптофан-
2,3-диоксигеназы (X:9F11); отсутствие кинуре-
нинов, ярко-красный цвет глаз.

Мутант v1 был приведен к генетическому 
фону линии дикого типа CS путем 30 циклов 
«кантонизации». Мух выращивали в стаканчи-
ках объемом 160 мл на стандартной изюмно-
дрожжевой среде при +25 °С ± 0,5 °С, 60% влаж-
ности и свето-темновом цикле 12:12 ч.

Оценка способности к обучению  
и формированию памяти

Для поведенческих опытов вылупившихся 
насекомых без наркотизации сортировали  
по полу. Отбирали самцов исследуемых линий 
и содержали их индивидуально на изюмно-
дрожжевой среде. В качестве объектов ухажи-
вания для самцов всех анализируемых линий 
использовали оплодотворенных за сутки  
до опыта самок линии CS в возрасте пяти суток. 
Исследования проводили на взрослых мухах  
в возрасте 5 дней при температуре +25 ± 0,5 °С  
в первой половине дня. Обучение и тестирова-
ние проводили в экспериментальных камерах 
из оргстекла (диаметр — 15 мм, высота — 5 мм).

Методика УРПУ была использована в моди-
фикации Камышева (Kamyshev et al. 1999) —  
как в процессе тренировки, так и при тестиро-

вании использовали оплодотворенных самок.  
Для выработки УРПУ (тренировки) пятисуточ-
ного самца тестируемой линии, не имеющего 
опыта полового поведения, помещали в экс-
периментальную камеру вместе с оплодотво-
ренной пятисуточной самкой CS. Память тести-
ровали через разные интервалы времени.  
В качестве контроля использовали самцов, не 
имеющих опыта полового поведения. Этограм-
му поведения самца регистрировали в течение 
300 с, фиксируя время начала отдельных эле-
ментов ухаживания (ориентация и преследова-
ние, вибрация, лизание, попытка копуляции),  
а также время исполнения элементов, не свя-
занных с ухаживанием (активность (побежка), 
прининг, покой). Регистрацию начинали через 
45 с после помещения мухи в камеру. В каждой 
группе (контрольной, сразу после тренировки 
и через определенные интервалы времени после 
тренировки) тестировали не менее 20 пар мух. 
Для расшифровки и анализа данных использо-
вали специально разработанные компьютерные 
программы (автор программ — Н. Г. Камышев).

Для каждого самца вычисляли индекс уха-
живания (ИУ), т. е. время ухаживания самца за 
самкой, выраженное в процентах от общего 
времени наблюдения. Для количественной 
оценки результатов обучения вычисляли индекс 
обучения (ИО) по следующей формуле:

ИО = [(ИУН – ИУТ) / ИУН] × 100% =  
= (1 – ИУТ / ИУН) × 100%,

где ИУн и ИУт — средние индексы ухаживания 
для независимых выборок самцов, не имеющих 
опыта полового поведения, и самцов, прошедших 
тренировку (Kamyshev et al. 1999; Sokal, Rohlf 
1995).

Методика условно-рефлекторного подавле-
ния ухаживания была использована для оценки 
способности к обучению и формированию 
среднесрочной (ССП) и долгосрочной (ДСП) 
памяти самцов дрозофилы.

Для оценки способности к обучению и фор-
мированию среднесрочной памяти пятисуточ-
ного самца тестируемой линии, не имеющего 
опыта полового поведения, помещали в экс-
периментальную камеру вместе с оплодотво-
ренной пятисуточной самкой CS и оставляли 
на 30 мин. Обучение и память тестировали 
сразу (0 мин) и через 3 часа (180 мин) после 
тренировки, используя новых оплодотворенных 
самок CS в возрасте 5 суток.

Долгосрочную память у самцов вырабаты-
вали в соответствии с протоколом УРПУ, мо-
дифицированной для ДСП (Redt-Clouet et al. 
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2012). Пятисуточного самца тестируемой линии, 
не имеющего опыта полового поведения, по-
мещали вместе с оплодотворенной пятисуточ-
ной самкой CS в стакан с питательной средой 
(объем свободного пространства — около 3 см3) 
и оставляли на 5 ч. Обучение и память тести-
ровали через разные интервалы времени: сразу 
после тренировки, через 2 суток и через 8 суток 
после тренировки, используя новых оплодо- 
творенных самок CS в возрасте 5 суток.

Статистическую обработку данных прово-
дили с использованием рандомизационного 
анализа (автор программ — Н. Г. Камышев). 
Статистически значимыми считали различия 
при p < 0,05.

Результаты

Оценка способности к обучению  
и формированию среднесрочной памяти

У линии дикого типа CS индекс обучения 
длительное время сохранялся на уровне, достиг-

нутом сразу после окончания тренировки, что 
свидетельствует о нормальном протекании про-
цессов обучения и формирования ССП (рис. 2А).

У мутанта v1 наблюдали УРПУ, и ИО длитель-
ное время сохранялся на уровне, достигнутом 
сразу после окончания тренировки, что свиде-
тельствует о нормальном протекании процессов 
обучения и формирования ССП.

Таким образом, ни у линии дикого типа CS, 
ни у мутанта v1 не выявлено дефектов обучения 
и ССП.

Оценка способности к обучению  
и формированию долгосрочной памяти
У линии дикого типа CS индекс обучения на 

протяжении 8 суток сохранялся на уровне, до-
стигнутом сразу после окончания тренировки, 
что является свидетельством нормального про-
текания процессов обучения и формирования 
ДСП (рис. 2В).

У линии v1 также не отмечено нарушений 
способности к обучению. ИО через 2 суток со-

Рис. 2. Динамика сохранения условно-рефлекторного подавления ухаживания при тестировании 
среднесрочной (А) и долгосрочной (В) памяти у самцов линии дикого типа Canton S и мутанта vermilion 

Drosophila melanogaster. По оси абсцисс: время после завершения тренировки; по оси ординат:  
ИО — индекс обучения, у. е. # — ИО в отсроченном тесте достоверно ниже, чем в тесте сразу после 

тренировки; & — ИО достоверно ниже, чем у линии дикого типа CS в аналогичных условиях 
(двусторонний тест рандомизации, р < 0,05)

Fig. 2. The dynamics in the suppression of the conditioned courtship reflex when testing medium-term (A)  
and long-term (B) memory in D. melanogaster males of wild type stock Canton S and mutant vermilion.  

The horizontal axis: time after the completion of training; the vertical axis: LI (IO) — learning index.  
# — LI in delayed test is reliably lower than immediately after training; & — LI is reliably lower than in wild type 

line of CS under analogous conditions (bilateral randomization test, р < 0.05)
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хранялся на высоком уровне. Однако через  
8 суток ИО значительно снижался, достоверно 
отличаясь от линии дикого типа CS и принимая 
отрицательные значения. Для данной линии 
выявлено нарушение сохранения ДСП.

Обсуждение результатов
Полученные нами данные весьма нетриви-

альны, т. к. во многих физиологических и по-
веденческих тестах кинурениновые мутанты 
ведут себя по-разному. Так, у cd начиная  
с 12 суток наблюдается прогрессирующее сни-
жение ССП, тогда как у cn подобные нарушения 
отсутствуют (Savvateeva et al. 2000). Для cd  
показаны возраст-зависимые нарушения брач-
ной песни самца и повышение уровня апопто-
тической нейродегенерации, при этом у сn на-
блюдается противоположная тенденция 
(Savvateeva-Popova et al. 2003). У cd в возрасте 
13–29 суток скорость и длительность спонтан-
ных побежек выше, а частота ниже, чем у CS, 
для cn же картина обратная (Zhuravlev et al. 2020). 
Вместе с тем вышеуказанные тесты не выявля-
ют различий между CS, cn и cd в возрасте 5 суток. 
Проявление межлинейных различий, таким 
образом, носит отложенный характер. Это под-
тверждают и наши данные: CS и v1 демонстри-
руют одинаковую способность к формированию 
ССП, а также 2-суточной ДСП. Снижение же 
8-суточной ДСП у v1 может быть следствием 
возраст-зависимых изменений, вызванных от-
сутствием кинуренинов в ЦНС дрозофилы. 
Нарушения ДСП при недостатке кинуренинов 
наблюдается также и у пчел (Lopatina et al. 2011).

Формирование, сохранение и воспроизведе-
ние ДСП у дрозофилы в парадигме УРПУ име-
ет достаточно сложную нейрофизиологическую 
основу. Существенную роль в данном процессе 
играют грибовидные тела (ГТ) — парная струк-
тура мозга, ответственная за различные формы 
ассоциативного обучения, преимущественно 
ольфакторного (Heisenberg 2003). В состав ГТ 
входит каликс и окружающие его клетки Кеньо-
на. Их нервные отростки формируют стебелек 
(педункулюс), разветвляясь затем на вертикаль-
ные (α, α’) и горизонтальные (β, β’ и γ) лопасти, 
которые, в свою очередь, подразделяются на 
ряд морфофункциональных зон (Aso, Hattori et al. 
2014). Зоны лопастей ГТ избирательно вовле-
чены в процессы сохранения и/или воспроиз-
ведения различных форм памяти. Важную роль 
в УРПУ также играет вентральный добавочный 
каликс, получающий иннервацию от зрительных 
долей и посылающих отростки в область γ5  
(Aso, Hattori et al. 2014; Montague, Baker 2016). 
Это согласуется с данными Ш. Макбрайда  

с коллегами (McBride et al. 1999), согласно ко-
торым для УРПУ существенное значение имеют 
визуальные стимулы.

Здесь нужно отметить, что у всех кинурени-
новых мутантов нарушена пигментация глаз. 
Индексы ухаживания у CS, cn, cd не различают-
ся и также существенно не изменяются с воз-
растом — следовательно, реакция на ольфак-
торные и визуальные стимулы у кинурениновых 
мутантов в целом сохраняется на уровне нормы 
(Savvateeva et al. 2000). Нельзя исключать,  
однако, что дефект пигментации приводит  
к искажению зрительного восприятия самцом 
самки, влияя на сохранение или воспроизведе-
ние 8-суточной ДСП.

Основой зависимого от ГТ ассоциативного 
обучения у дрозофилы служит модификация 
активности синаптических выходов ГТ, регули-
рующих те или иные программы поведения. 
Ключевую роль в данном процессе играет  
дофаминергическая система, влияющая на ак-
тивность синаптических контактов между соб-
ственно нейронами ГТ (клетками Кеньона)  
и нейронами, располагающимися на выходе ГТ 
(mushroom body output neurons, MBON).  
Дофаминовая система в мозге дрозофилы от-
ветственна за различные виды внутреннего  
подкрепления, как аттрактивного, так и авер-
сивного. В мозге дрозофилы имеется несколько 
кластеров дофаминергических нейронов  
(Mao, Davis 2009), которые активируются без-
условными стимулами различной природы. 
Аксоны этих нейронов взаимодействуют с си-
напсами ГТ — MBON в составе специфических 
компартментов. Аксоны MBON проецируются 
в высшие интегративные центры мозга, такие 
как верхний протоцеребрум и боковой рог.  
В этих же районах сосредоточено порядка 90% 
дендритов дофаминовых нейронов. Таким об-
разом, данные структуры формируют свое- 
образный круг, являющийся основой ассоциа-
тивного обучения и памяти (Aso, Hattori et al. 
2014).

Активность MBON отражает не исходную 
модальность поступающего стимула (ольфак-
торный, визуальный и др.), а его биологическое 
значение (аттрактивный/аверсивный).  
По-видимому, в норме поддерживается баланс 
между «аттрактивными» и «аверсивными» 
MBON. Обучение же выводит систему из равно-
весия, склоняя ее в ту или иную сторону, что  
и определяет поведение мухи — предпочтение 
некоторого стимула или его избегание  
(Aso, Sitaraman et al. 2014). Характер реакций 
также зависит от предсуществующих ассоциаций  
УС — БС (Aso, Rubin 2016).
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Таким образом, УРПУ чувствительно к кон-
тексту и может вызываться сочетанием стиму-
лов разной природы. Любой дисбаланс в такой 
сложной системе может нарушать ее функцио-
нирование, особенно в тех случаях, когда речь 
идет о долговременных эффектах.

Белок-зависимая консолидация 24 ч ДСП  
в парадигме УРПУ требует активации дофами-
нергических нейронов aSP13, иннервирующих 
γ5 нейроны ГТ, между 8 и 11 ч после начала 
тренировки. В процесс обучения белок Orb2A 
локализуется в синапсах γ нейронов ГТ, которые 
затем могут быть вовлечены в консолидацию. 
Продолжительная активность aSP13 индуциру-
ет формирование димеров Orb2A — Orb2B  
в синапсах, являющихся субстратом ДCП (Kele-
man et al. 2007). Активация aSP13 необходима 
и достаточна для подавления ухаживания, по-
вышая чувствительность мух к антиафродизи-
аку — цВА (Keleman et al. 2012). aSP13 пролон-
гирует активность синапсов γ5 — M6 MBON 
(Zhao et al. 2018). В консолидации также уча-
ствует другая важная структура мозга — цен-
тральный комплекс, а именно — нейроны вее-
ровидного тела vFB, активирующие aSP13  
и вызывающие у мухи сон (Dag et al. 2019).

Таким образом, система нейронов aSP13 —  
γ5 — M6 является ключевой для формирования 
ДСП в данной экспериментальной парадигме. 
В одной из работ, однако, было показано, что 
нарушение функционирования γ-нейронов ГТ 
не влияет на воспроизведение 3-часовой —  
8-суточной памяти. Возможно, γ-нейроны  
необходимы для формирования ДСП, а другие 
нейроны ГТ, такие как αβ, регулируют ее вос-
произведение (Redt-Clouet et al. 2012).

Нейроны M6 MBON, играющие ключевую 
роль в процессе консолидации, являются глу-
таматергическими нейронами (Zhao et al. 2018). 
В консолидации ольфакторной памяти у дрозо-

филы также принимают участие гены субъеди-
ниц NR1 и NR2 NMDAR, локализованных  
в эллипсоидном теле центрального комплекса 
(Wu et al. 2007). Последнее может объяснять 
отсутствие 8-суточной памяти у мутанта v1  
с подавлением КПОТ, при котором может по-
вышаться индекс KYNA/3-HOK (Breda et al. 
2016). Накопление KYNA, антагониста глута-
матных рецепторов, в значительных количествах 
может нарушать нормальное протекание про-
цессов в ЦНС, в частности при шизофрении 
(Wonodi, Schwarcz 2010), а также может оказы-
вать токсическое действие на нервную систему, 
снижая продолжительность жизни у cn (Камы-
шев 1980). Вместе с тем ряд физиологических  
и поведенческих характеристик у v изменяется 
противоположным образом сравнительно  
с диким типом (Лопатина и др. 2004; Смирнов, 
Пономаренко 1981). Не исключено, что негатив-
ное воздействие на сохранение ДСП у v1 может 
оказывать 6-кратный избыток триптофана и его 
перенаправление с КПОТ на серотониновый  
и триптаминовый пути. При этом обе линии 
сохраняют нормальную способность к обучению 
при формировании как ССП, так и ДСП.

Заключение
В последнее время в нейробиологии наме-

тился возврат интереса к кинуренинам, обу-
словленный их вовлеченностью в целый ряд 
заболеваний (болезни Альцгеймера, Хантинг-
тона, Паркинсона, боковой амиотрофический 
склероз), а также процессы старения (Журавлев 
и др. 2020). Для поиска способов лечения за-
болеваний, зависящих от нарушения баланса 
кинуренинов, необходимо понимание молеку-
лярных механизмов активности метаболитов 
КПОТ, что предопределяет важность привле-
чения животных моделей, в том числе мутантов 
дрозофилы.
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Аннотация. Такие психопатологии, как депрессия и посттравматическое 
стрессовое расстройство (ПТСР), которыми страдают отцы  
в репродуктивном возрасте, могут оказывать влияние на физиологические 
функции потомков, в том числе на когнитивные функции и память. 
Целью исследования являлось сопоставление эффектов стрессирования 
самцов крыс в двух парадигмах, моделирующих ПТСР («стресс — 
рестресс») или депрессию («выученная беспомощность»), на память их 
взрослых потомков-самцов, которую изучали в тестах «пассивное 
избегание» и «распознавание нового объекта». В связи с вовлеченностью 
инсулиноподобного фактора роста 2 (Igf2) и его рецептора 2-го типа 
(Igf2r) в контроль памяти в гиппокампе потомков изучена экспрессия 
генов Igf2 и Igf2r методом ПЦР с обратной транскрипцией в режиме 
реального времени. Показано нарушение памяти потомков самцов-отцов 
с ПТСР-подобным состоянием, сопровождающееся снижением  
в гиппокампе экспрессии Igf2, но не Igf2r. У потомков самцов  
в депрессивноподобном состоянии нарушений памяти и экспрессии 
генов в гиппокампе не выявлено. Сделано заключение, что одним  
из факторов, обеспечивающих влияние состояния отца на память 
потомков, может служить интенсивность стрессорного воздействия, 
которому подвергается самец-отец, а также о значимости роли снижения 
в гиппокампе экспрессии Igf2 в нарушении формирования памяти  
и длительности ее сохранения.
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Abstract. Psychopathologies such as depression and post-traumatic stress 
disorder (PTSD), which fathers suffer during reproductive years, can affect 
the physiological functions of the offspring, including cognitive function and 
memory. The aim of the study was to compare how the stress in male rats 
affected the memory of their adult male offspring. The experiment modeled 
two stress paradigms: PTSD (“stress — restress”) and depression (“learned 
helplessness”). The methodology included a passive avoidance test and 
recognition of a new object test. In connection with the involvement  
of insulin-like growth factor 2 (Igf2) and its receptor type 2 (Igf2r) in memory 
control, the expression of Igf2 and Igf2r genes in the hippocampus of the 
offspring was studied by reverse transcription real-time PCR. The study 
revealed memory impairment in male offspring with a PTSD-like status.  
It was accompanied by a decrease in the expression of Igf2, but not Igf2r  
in the hippocampus. The offspring of depressive males did not show impaired 
memory and gene expression in the hippocampus. We concluded that the 
influence of the paternal stress on the memory of their offspring may be 
dependent on the intensity of stress to which the male was exposed. We also 
concluded that a decrease in Igf2 expression in the hippocampus contributed 
to impaired memory and the duration of memory retention.

Keywords: post-traumatic stress disorder, depression, modeling, offspring, 
memory, insulin-like growth factor 2, receptor of insulin-like growth factor 2, 
hippocampus, rat.
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Введение

В литературе появились клинические и экс-
периментальные данные о влиянии нарушения 
уровня глюкокортикоидных гормонов у отцов 
на различные физиологические функции по-
томков. В исследованиях А. Лехнера и соавторов 
было показано, что потомки отцов, которые 
страдали посттравматическим стрессовым рас-
стройством (ПТСР), демонстрируют нарушение 
активности гипофизарно-адренокортикальной 
системы (ГАС), свидетельствующее о снижении 
чувствительности этой гормональной оси  
к сигналам отрицательной обратной связи 
(Lehrnera et al. 2014). В экспериментах, где  
у лабораторных грызунов моделировали депрес-
сию с использованием хронического умеренно-
го стресса, выявлено, напротив, снижение стрес-
сорной активности ГАС (Rodgers et al. 2013). Эти 
данные указывают, что разные психопатологии 
отца как в клинике, так и при моделировании  
в эксперименте могут оказывать различное по 
своей направленности действие на потомков. 
Такие различия могут быть обусловлены тем, 
что при указанных психопатологиях наблюда-
ется диаметрально противоположная активность 
ГАС. При депрессии активность этой гормо-
нальной системы увеличена, что проявляется  
в повышении базального уровня глюкокорти-
коидов в крови и снижении ее чувствительности 
к сигналам отрицательной обратной связи 
(Pariante, Lightman 2008). При ПТСР, напротив, 
чаще всего наблюдается снижение базального 
уровня кортикостерона с усилением регуляция 
ГАС по механизму отрицательной обратной 
связи (Andreasen 2011).

В исследованиях, выполненных ранее, было 
показано, что моделирование ПТСР в парадиг-
ме «стресс — рестресс» у самцов крыс в период 
сперматогенеза не только оказывает деструк-
тивное влияние на их репродуктивные функции 
(Pivina et al. 2019), но и проявляется в нарушении 
памяти у их потомков-самцов в тесте «реакция 
пассивного избегания» (Ordyan et al. 2020). Вы-
явленные нарушения памяти сопровождались 
снижением экспрессии гена инсулиноподобно-
го фактора роста 2 (ИФР2, Igf2) в гиппокампе. 
Остается неизвестным, оказывает ли депрес-
сивноподобное влияние на состояние самцов-
отцов на когнитивные функции потомков  
и экспрессию гена Igf2 в мозге.

В связи с этим целью исследования являлось 
сопоставление стрессирования самцов-отцов  
в двух парадигмах, моделирующих ПТСР или 
депрессию. Следует отметить, что в большинстве 
работ, где изучали последствия стрессирования 

самцов-отцов у их потомков, использовали раз-
личные виды хронического стрессирования 
(Dietz et al. 2011; Rodgers et al. 2013). Для моде-
лирования депрессии мы использовали пара-
дигму «выученная беспомощность». Выбор этой 
модели депрессии обосновывался тем, что  
в данной парадигме животным предъявляется 
однократное неизбегаемое стрессорное воз-
действие в течение 1 ч. Однократное стрессор-
ное воздействие используется и при моделиро-
вании ПТСР в парадигме «стресс — рестресс», 
и хотя здесь животных дополнительно стресси-
руют через 7 суток после первоначального воз-
действия с целью создания стойкого ПТСР-
подобного состояния, эта дополнительная 
стрессорная процедура является кратким 30-ми-
нутным ограничением подвижности. У потомков 
самцов-отцов в ПТСР-подобном или депрес-
сивноподобном состоянии была исследована 
память, а в гиппокампе изучена экспрессия гена 
Igf2 и его рецептора второго типа (Igf2r) в связи 
с имеющимися в литературе данными о вовле-
ченности этого ростового фактора в контроль 
гиппокамп-зависимой памяти (Chen et al. 2011; 
Yu et al. 2020).

Объекты и методы исследования

Для проведения экспериментов было ис-
пользовано 15 крыс линии Wistar (самцы, вес 
250–300 г) из ЦКП «Биоколлекция ИФ РАН для 
исследования интегративных механизмов дея-
тельности нервной и висцеральных систем»  
и их потомки самцы, полученные от интактных 
самок (вес 200–230 г) той же линии. Животных 
содержали в стандартных условиях вивария без 
ограничения доступа к воде и пище и световом 
режиме 12:12 ч. Все эксперименты выполнены  
в соответствии с требованиями, изложенными  
в директиве Европейского сообщества 2010 г. 
(2010/63/EEC). Самцы были случайным образом 
разделены на три группы (моделирование  
ПТСР — 5 крыс, моделирование депрессии — 
5 крыс и контрольная — 5 крыс). После про-
цедуры стрессирования через 46–48 суток каж-
дый самец был подсажен к рецептивной самке, 
находящейся в стадии эструса. На следующий 
день осуществляли контроль наступления бе-
ременности по наличию сперматозоидов во 
влагалищном мазке. Беременных самок сразу 
отсаживали от самца и содержали по 5 особей 
в клетке до 17 дня беременности, а с 18 дня —  
в индивидуальных клетках. Пометы содержали 
с матерью до 30-дневного возраста, а далее  
по 6–7 особей в соответствии с полом. От каж-
дого самца было получено по два помета.
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В качестве модели ПТСР использовали па-
радигму «стресс — рестресс», в которой самцов 
подвергали комбинированному воздействию, 
состоящему из последовательно применяемых 
стрессоров (двухчасовая иммобилизация в узких 
пластиковых пеналах, двадцатиминутное пла-
вание в стеклянных цилиндрах диаметром  
40 см и глубиной 60 см, заполненных водой  
с температурой 24 ± 2 ˚С, а после небольшой 
паузы — эфирный стресс в течение 1 мин). Через 
шесть суток после комбинированного стресса 
производили тридцатиминутную иммобилиза-
цию — «рестресс», который служит триггером 
для развития стойкого ПТСР-подобного со-
стояния. Контроль развития ПТСР-подобного 
состояния осуществляли по уровню кортико-
стерона на 10 суток после «рестресса», который 
определяли в пробах крови, взятых из хвостовой 
вены. Для спаривания с самками использовали 
только тех самцов, базальный уровень корти-
костерона в крови которых был снижен по 
сравнению с соответствующим показателем 
контрольных самцов. 

Для моделирования депрессии использовали 
парадигму «выученная беспомощность». Cамцов 
подвергали электрокожному раздражению  
в клетке с токопроводящим полом размером  
30 × 18 × 20 см. Удары электрического тока  
(1мА, 50 Гц) длительностью 15 с подавали 
60 раз в течение 1 ч с длительностью интервала 
между ударами током от 15 до 54 с. Такой режим 
электрокожной стимуляции создает неизбега-
емость и неконтролируемость воздействия,  
в результате чего у животного формируется  
состояние «выученная беспомощность», харак-
теризующееся рядом поведенческих и гормо-
нальных нарушений, воспроизводящих симпто-
матику депрессии у людей (Czén et al. 2016). 
Контроль развития депрессивноподобного 
состояния осуществляли по уровню кортико-
стерона на 10-е сутки после электрокожной 
стимуляции, который определяли в пробах 
крови, взятых из хвостовой вены. Для спарива-
ния с самками использовали только тех самцов, 
базальный уровень кортикостерона в крови 
которых был повышен по сравнению с соот-
ветствующим показателем контрольных самцов. 

Помимо кортикостерона, в крови самцов,  
у которых моделировали психопатологии, опре-
деляли уровень тестостерона. Кровь животных 
центрифугировали при 2 500 об/мин и темпе-
ратуре 4 ˚С. Полученную плазму хранили при 
–20 ˚С до момента определения в ней уровня 
кортикостерона и тестостерона. Содержание 
гормонов в плазме самцов анализировали ме-
тодом ИФА, используя стандартные наборы 

производства «ХЕМА» (Россия) и анализатор 
Multickan FS (ThermoFisher Scientific, Финлян-
дия).

Память потомков изучали в тестах «реакция 
пассивного избегания» (РПИ) и «распознавание 
нового объекта» (РНО). Особенность теста РПИ 
заключается в том, что используемый в данном 
тесте удар электрического тока после захода  
в темную камеру животным запоминается на 
достаточно длительный срок, а угашение этой 
реакции (забывание) можно определить, про-
водя дополнительные тестирования животных 
через некоторые промежутки времени после 
первой сессии обучения. Второй тест связан со 
способностью животного различать старый 
объект и новый, а при предъявлении нового 
объекта — проявлять повышенную исследова-
тельскую активность по отношению к нему. 
Тестирование памяти осуществляли только у по-
ловозрелых потомков самцов весом 230–250 г, ро-
дившихся от отцов с ПТСР-подобным или де-
прессивноподобным состоянием, а также от 
контрольных отцов (n = 10 в каждой группе 
животных). С целью нивелирования влияния 
материнского ухода на исследуемые параметры 
группы потомков формировали таким образом, 
чтобы в каждой группе присутствовало только 
по два самца из помета. Тесты выполняли  
с 13:00 до 17:00.

Вначале выполняли тест РНО как менее 
стрессогенный. РНО вырабатывали в установке 
«открытое поле». В качестве объектов исполь-
зовали три предмета округлой формы, выпол-
ненных из пластика. В первую фазу, «ознаком-
ления», крысам позволяли исследовать два 
незнакомых объекта в течение 5 минут. Реги-
стрировали время исследования каждого из них. 
Затем крысу помещали в домашнюю клетку.  
Во вторую фазу, «тестовую», которую прово-
дили через 24 ч после первой фазы, один из 
объектов меняли на новый объект. После этого 
в течение 5 минут регистрировали время ис-
следования знакомого и нового объектов. Для 
оценки памяти распознавания объектов ис-
пользовали коэффициент дискриминации (Кд), 
который рассчитывали по формуле: 

Чем меньше Кд, тем хуже животное разли-
чает новый и старый объекты (Cinalli et al. 2020).

На следующие сутки вырабатывали РПИ  
в камере, состоящей из двух отсеков — светло-
го и темного, разделенных перегородкой с от-
верстием и дверцей. Пол темного отсека был 
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представлен металлическими прутьями, под-
ключенными к источнику тока. В первый день 
проводили обучение РПИ (первая сессия): кры-
су помещали в светлый отсек, через 10 сек 
дверцу в темный отсек открывали. После пере-
хода крысы в темный отсек дверцу закрывали, 
а животное получало электрокожное раздраже-
ние 0,9 мА длительностью 2 сек. Через сутки 
после обучения проводили первое тестирование 
(тест 1), где животное снова помещали в светлый 
отсек (вторая сессия) и повторяли процедуру 
первой сессии, при этом удар электрическим 
током не производили. Для исследования уга-
шения РПИ крыс тестировали с разницей в одну 
неделю (тест 2, 3, 4), повторяя процедуру второй 
сессии. В каждом тесте фиксировали латентный 
период входа крысы в темный отсек. Общее 
время тестирования в каждой сессии составило 
180 сек.

Экспрессию генов Igf2 и Igf2r в гиппокампе 
изучали у отдельных групп потомков, рожденных 
от отцов с моделированием психопатологий  
(n = 6 для каждой группы) или контрольных 
самцов (n = 6). Крыс декапитировали, из мозга 
выделяли гиппокамп, который помещали в рас-
твор для стабилизации РНК («Евроген», Россия) 
на 24 ч, а затем хранили до выделения РНК  
при −80 ˚С.

Выделение тотальной РНК проводили с ис-
пользованием набора Pure Link RNA Mini Kit 
(ThermoFisher Scientific, США) согласно про-
токолу фирмы производителя. Обратную транс-
крипцию проводили с помощью набора High 
Capacity Reverse Transcription Kit (Thermo Fish-
er Scientific, США). Каждую реакцию проводили 
в объеме 20 мкл, в присутствии 10 ммоль dNTP, 
200 Ед/мл обратной транскриптазы MMLV, рас-
сеянной затравки (3 мг/мл) и с добавлением от 
100 до 500 нг тотальной РНК. Полученную кДНК 
использовали для проведения ПЦР в реальном 
времени. 

Для исследования экспрессии гена Igf2  
использовали набор зондов и праймеров 
(Rn01454518_m1, TaqMan® Gene Expression Assays, 
ThermoFisher Scientific, США). Для анализа экс-
прессии гена Igf2r была использована техноло-
гия с интеркалирующим красителем (Eva Green) 
и олигонуклеотидные праймеры, синтези- 
рованные «АлкорБио», Россия: прямой 
TTGCCCTCCAGAAACGGAAG, обратный 
TACACCACAGTTTCGCTCGT. Данные прай-
меры ранее были ранее использованы другими 
авторами (Yu et al. 2020). Предварительно про-
водили проверку специфичности праймеров  
с помощью сервиса BLAST и геномных баз дан-
ных (Ensemble). Для оценки специфичности 

продукта после проведения ПЦР снимали по-
казания кривой плавления. В качестве внутрен-
него контроля использовали ген Hprt1 
(Rn01527840_m1, TaqMan® Gene Expression Assays, 
ThermoFisher Scientific, США). Относительный 
уровень экспрессии мРНК рассчитывали мето-
дом 2-ΔΔСt. Исследования выполняли на приборе 
Real-Time PCR System 7500 (Applied Biosystems, 
США).

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием параметрических критериев и про-
граммы «STATISTICA 8.0». Для проверки гипо-
тезы нормальности распределения данных  
в выборках использовали критерий Шапиро — 
Уилка. В связи с тем, что показатели тестов РПИ 
не соответствовали нормальному распределению, 
их приводили к нормальному распределению, 
логарифмируя по основанию 2. Далее для ста-
тистического анализа результатов РПИ исполь-
зовали двухфакторный ANOVA (день тестиро-
вания х группа животных) с последующими 
парными post-hoc сравнениями (тест Тьюки) 
результатов отдельных тестов. Для оценки меж-
групповых различий в тесте РНО, результатов 
показателей экспрессии генов Igf2, Igf2r и уров-
ня гормонов в плазме крови применяли t-критерий 
Стьюдента. Статистически значимыми считали 
различия при p < 0,05. Данные представлены  
в виде M ± m.

Результаты

Влияние модельных психопатологий  
на уровень стероидных гормонов в крови 

самцов-отцов
С целью контроля развития ПТСР-подобного 

или депрессивноподобного состояния у самцов 
отцов на 10 день после «рестресса» или электро-
кожной стимуляции в крови определяли базаль-
ный уровень кортикостерона и тестостерона. 
Выявлено снижение уровня кортикостерона  
и тестостерона у самцов с ПТСР-подобным со-
стоянием и повышение уровня кортикостерона 
у самцов с депрессивноподобным состоянием, 
сопровождающееся снижением уровня тесто-
стерона (рис. 1).

Влияние ПТСР-подобного состояния  
самца-отца на способность к обучению  

и память потомков
Результаты экспериментов, где исследовали 

выработку и угашение РПИ, а также показатель 
различения нового и старого объекта (Кд)  
в тесте РНО у потомков подопытных и кон-
трольных самцов-отцов, представлены  
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на рисунке 2. Двухфакторный дисперсионный 
анализ результатов теста РПИ методом ANOVA 
показал взаимодействие факторов день тести-
рования  — группа животных (F(3,79) =  9,3, 
p = 0,00004). Post-hoс анализ показателей экс-
периментальных групп для каждого дня тести-
рования выявил, что латентный период захода 
в темный отсек камеры при первом тестирова-
нии был снижен у самцов — потомков стресси-
рованных отцов, по сравнению с контрольными 
крысами. Достоверные различия латентного 
периода захода в темную камеру между кон-
трольными и подопытными крысами были 
обнаружены через 3 недели (тест 4) после первой 
сессии обучения (рис. 2A).

В тесте РНО также были обнаружены раз-
личия между самцами — потомками подопытных 
или контрольных самцов-отцов (рис. 2B).  
Кд у самцов, родившихся от отцов в ПТСР-
подобном состоянии, был статистически зна-
чимо снижен по сравнению с этим показателем 
у потомков контрольных самцов-отцов.

Полученные данные свидетельствуют о зна-
чительном нарушении памяти и длительности 
ее сохранения у самцов, родившихся от отцов 
с ПТСР-подобным состоянием. 

Влияние депрессивноподобного состояния 
отца-самца на способность к обучению  

и память потомков
Результаты данной серии экспериментов 

представлены на рисунке 3. Анализ способности 

к выработке РПИ и ее угашения у самцов, ро-
дившихся от отцов в депрессивноподобном 
состоянии или контрольных отцов, с использо-
ванием двухфакторного ANOVA показал от-
сутствие достоверного влияния фактора группа 
животных на выработку РПИ и ее сохранность 
(F(3,79) = 0,34, p = 0,58). В тесте РНО также не было 
выявлено существенного влияния депрессив-
ноподобного состояния самца-отца на Кд их 
потомков-самцов.

Можно заключить, что стрессирование сам-
цов-отцов в парадигме «выученная беспомощ-
ность» не оказывает значимого влияния на 
память их потомков мужского пола.

Влияние ПТСР- или депрессивноподобного 
состояний отца-самца на экспрессию 

генов Igf2 и Igf2r в гиппокампе потомков

Анализ экспрессии генов в гиппокампе по-
томков отцов с ПТСР-подобным состоянием 
выявил снижение экспрессии гена Igf2 по срав-
нению с аналогичным показателем у потомков 
контрольных отцов, тогда как экспрессия гена 
Igf2r существенных изменений не претерпевала 
(рис. 4). В гиппокампе потомков отцов с депрес-
сивноподобным состоянием изменений экс-
прессии обоих генов не обнаружено. Данные 
свидетельствуют о том, что ПТСР-подобное 
состояние отца в период сперматогенеза ока-
зывает более выраженное влияние на экспрессию 
Igf2 в мозге потомков.

Рис. 1. Влияние экспериментальных психопатологий на уровни кортикостерона (A) и тестостерона (B)  
в крови самцов крыс. Светлые столбики — контрольные самцы, темные столбики — самцы  
с моделированием депрессии, столбики со штриховкой — самцы с моделированием ПТСР.  

* — достоверные отличия от контрольных самцов (p < 0,05)

Fig. 1. The influence of experimental psychopathologies on corticosterone (A) and testosterone (B) levels in the 
blood of male rats. Light bars — control males, dark bars — simulated depression males, dashed columns — 

simulated PTSD males. * — significant differences from control males (p < 0.05)
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Рис. 2. Влияние ПТСР-подобного состояния 
самцов на память потомков в тестах «реакция 
пассивного избегания» (A) и «распознавание 

нового объекта» (B).  
Панель А: по оси ординат — Log2 латентного 

периода захода в темный отсек камеры  
в % от общего времени тестирования (180 с). 
Панель B: по оси ординат — коэффициент 

дискриминации (с).  
Светлые столбики — потомки контрольных 

самцов. Темные столбики — потомки 
стрессированных отцов. * — достоверные 
различия между потомками контрольных  

и стрессированных отцов (p < 0,05). ** — (p < 0,01)

Fig. 2. The influence of paternal PTSD-like status on 
the offspring memory in the passive avoidance (A) and 

novel object recognition tests (B).  
Panel A: ordinate — Log2 of latency period of entering 
the dark compartment of the chamber in % of the total 

testing time (180 s).  
Panel Б: ordinate — discrimination coefficient (s). 

Light bars — the offspring of control fathers.  
Dark bars — the offspring of stressed fathers.  

* — significant differences between the offspring  
of control and stressed fathers (p < 0.05). ** — (p < 0.01)

Рис. 3. Влияние депрессивно-подобного состояния 
самца–отца на память потомков в тестах «реакция 

пассивного избегания» (A) и «распознавание 
нового объекта» (B).  

Панель А: по оси ординат — Log2 латентного 
периода захода в темный отсек камеры в %  
от общего времени тестирования (180 с).  

Панель B: по оси ординат — коэффициент 
дискриминации (с). Светлые столбики — потомки 

контрольных самцов. Темные столбики — 
потомки стрессированных отцов

Fig. 3. The influence of paternal depressive-like status 
on the offspring memory in the passive avoidance (A) 

and novel object recognition tests (B).  
Panel A: ordinate — Log2 of latency period of entering 

the dark compartment of the chamber in %  
of the total testing time (180 s).  

Panel B: ordinate — discrimination coefficient (s). 
Light bars — the offspring of control fathers.  
Dark bars — the offspring of stressed fathers

Обсуждение полученных результатов

В последние годы ИФР2 привлекает при-
стальное внимание исследователей всего мира 
в связи с появившимися данными о вовлечении 
этого ростового фактора в обеспечение когни-
тивных процессов в норме и при различных 
патологиях, таких как шизофрения, болезнь 
Альцгеймера, алкоголизм и некоторых других 

(Pardo et al. 2019). В исследованиях, выполненных 
на лабораторных грызунах, было показано, что 
повышение содержания ИФР2 в гиппокампе 
при обучении в тесте РПИ является необходи-
мым условием для консолидации памяти  
и длительности ее сохранения (Chen et al. 2011; 
Lee et al. 2015). Вовлеченность ИФР2 в процес-
сы, связанные с памятью, подтверждается  
и нашими данными, которые демонстрируют 
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ухудшение памяти потомков отцов с ПТСР-
подобным состоянием, что сопровождается 
снижением экспрессии гена Igf2 в гиппокампе. 
Следует отметить, что ухудшение памяти нами 
выявлено не только в тесте РПИ, который со-
провождается отрицательным подкреплением, 
но и в тесте РНО. В работах, где изучали участие 
ИФР2 в гиппокамп-зависимой памяти, исполь-
зовали преимущественно тесты с отрицательным 
подкреплением. Мы впервые показали, что этот 
ростовой фактор может принимать участие  
и в других видах памяти, например памяти об 
объекте, зависящей от гиппокампа и некоторых 
областей коры (Cinalli et al. 2020). Примечатель-
но, что у потомков отцов с депрессивноподобным 
состоянием память не нарушается, так же, как 
и экспрессия Igf2 в гиппокампе.

Рис. 4. Уровень экспрессии генов Igf2 (A) и Igf2r (B) 
в гиппокампе потомков, родившихся от самцов  

с моделированием ПТСР или депрессии.  
Светлые столбики — потомки контрольных самцов.  

Темные столбики — потомки отцов  
с депрессивноподобным состоянием.  

Столбики со штриховкой — потомки отцов  
с ПТСР-подобным состоянием. * — достоверные 

отличия от потомков контрольных отцов (p < 0,05)

Fig. 4. Expression level of Igf2 (A) and Igf2r (B) genes 
in the hippocampus of the offspring born from males 

with modelled PTSD or depression.  
Light bars — the offspring of control males.  

Dark bars — the offspring of males  
in depressive-like status.  

Dashed columns — the offspring of males  
in PTSD-like status. * — significant differences from 

the offspring of control males (p < 0.05)

Механизмы, благодаря которым ИФР2  
регулирует память, до сих пор активно обсуж-
даются. Как известно, ИФР2 может связывать-
ся с рецептором ИФР1 и с рецептором самого 
инсулина (Kolychev 2000). Однако данные,  
полученные Д. Чен с соавторами, показали,  
что введение в гиппокамп только ИФР2,  
но не ИФР1 способствует консолидации памя-
ти и длительности ее сохранения в тесте РПИ  
(Chen et al. 2011). 

Помимо указанных выше рецепторов, ИФР2 
специфически связывается с катион-независи-
мым маннозо-6-фосфатным рецептором, кото-
рый также именуют ИФР2 рецептором 2-го типа 
(М6Ф/ИФР2Р). Этот рецептор не связан с ка-
кими-либо вторичными посредниками (или они 
пока не идентифицированы), и долгое время 
считалось, что основная его функция заключа-
ется в секвестрировании как циркулирующего, 
так и локально синтезируемого ИФР2 (Brown 
et al. 2009).

Недавно было установлено, что М6Ф/ИФР2Р 
вовлечен в действие ИФР2 на память, связанную 
с гиппокампом. Такой эффект был выявлен как 
в тесте РПИ, так и в тесте на пространственную 
память (Yu et al. 2020). Тем не менее мы не об-
наружили изменений экспрессии гена Igf2r  
в гиппокампе самцов, которые демонстрирова-
ли нарушения памяти. Вероятно, в данном 
случае большее значение имеет изначально 
сниженная экспрессия гена Igf2 и, соответствен-
но, самого белка ИФР2 в гиппокампе, количество 
которого недостаточно для реализации эффек-
тов этого ростового фактора на память даже 
при неизменном количестве М6Ф/ИФР2Р.

Следует подчеркнуть, что нарушение памяти 
мы обнаружили только у потомков отцов  
с ПТСР-подобным состоянием, но не депрес-
сивноподобным состоянием. Эти модели харак-
теризуются различным функциональным со-
стоянием ГАС, что было выявлено при 
исследовании базального уровня кортикосте-
рона в ходе формирования модельных психо-
патологий. Преимущественное влияние ПТСР-
подобного состояния отцов на потомков мы 
связываем с интенсивностью стрессорного 
воздействия, которому подвергали самцов- 
отцов. В случае моделирования ПТСР исполь-
зовали комбинированный стресс, который  
в общей сложности длится больше двух часов, 
а затем применяли повторное стрессорное  
воздействие меньшей интенсивности. ПТСР-
подобное состояние в этой модели сохраняется 
длительно, до 30 суток (Pivina et al. 2016).  
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Для индукции депрессивноподобного состояния 
использовали однократное неизбегаемое и не-
контролируемое стрессорное воздействие  
в течение 1 ч. За это время животное получало  
60 ударов током длительностью 15 сек. По дан-
ным литературы депрессивноподобное состо-
яние у крыс в этой парадигме сохраняется не 
более двух недель (Czén et al. 2016). Несмотря 
на то, что у самцов-отцов в обеих эксперимен-
тальных моделях мы выявили снижение уровня 
тестостерона, вероятно, интенсивность стрес-
сорного воздействия для формирования депрес-
сивноподобного состояния недостаточна для 
нарушения процессов, связанных со спермато-
генезом, и, в частности, для нарушения эпиге-
нетических процессов при созревании сперма-
тозоидов, которым отводится ведущая роль  
в трансгенерационном влиянии отцов на по-
томков (Yeshurun, Hannan 2019). 

Заключение

Наши исследования показали: моделирование 
ПТСР у самцов-отцов оказывает выраженное 
влияние на память их потомков, что сопрово-
ждается снижением экспрессии гена Igf2 в гип-
покампе. Вместе с тем экспрессия гена Igf2r, 
кодирующего М6Ф/ИФР2Р, у таких потомков 
не изменялась, что свидетельствует о значимо-
сти снижения именно ИФР2 в нарушении па-
мяти этих животных. Моделирование депрессии 
у самцов-отцов не влияло ни на память, ни на 
экспрессию генов Igf2 и Igf2r в гиппокампе по-
томков. Мы полагаем, что одним из факторов, 
усиливающих влияние состояния отца на их 
потомков, может служить интенсивность стрес-
сорного воздействия, которому подвергается 
самец-отец. 
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Аннотация. Воспалительные заболевания кишечника (болезнь Крона, 
язвенный колит) характеризуются хронической абдоминальной болью, 
которая продолжает беспокоить пациентов даже в период ремиссии. 
Полагают, что основной причиной такой боли является кишечная 
гипералгезия, развивающаяся вследствие вызванных периферическим 
воспалением нарушений в центральных, в частности супраспинальных, 
механизмах контроля болевой информации от толстой кишки. Однако 
какие именно структуры головного мозга и каким образом вовлечены 
в этот процесс, остается неясным. Поэтому целью нашего исследования 
было определение ассоциированных с колитом изменений в нейрональных 
свойствах супраспинальных структур, которые могут способствовать 
развитию кишечной гипералгезии. Работа выполнена на анестезированных 
уретаном самцах крыс линии Вистар. С помощью иммуногистохимического 
метода определения экспрессии c-fos белков и микроэлектродной 
нейрофизиологической техники оценивали нейрональную активность 
структур головного мозга у здоровых животных и крыс с колитом, 
вызванным трансректальным введением пикрилсульфониевой кислоты. 
Кишечное воспаление сопровождалось усилением базальной и вызванной 
ноцицептивным колоректальным растяжением (КРР) с-fos-синтезирующей 
активности в каудальной вентролатеральной ретикулярной области 
продолговатого мозга (ВЛРО), ядре одиночного тракта (ЯОТ), 
парабрахиальном комплексе моста и голубом пятне. В этих условиях 
с-fos-позитивные клетки дорсального ядра шва были индифферентными 
к КРР, а ноцицептивная c-fos-синтезирующая активность центрального 
серого вещества среднего мозга (ЦСВ) была существенно снижена по 
сравнению с таковой в норме. Микроэлектродное исследование ствола 
мозга у крыс с колитом выявило усиление вызванного КРР нейронального 
возбуждения в ВЛРО и ЯОТ при уменьшении доли отвечающих на 
кишечную стимуляцию нервных клеток в ЦСВ. Ассоциированные  
с кишечным воспалением сенситизация висцеросенсорных стволовых 
структур и параллельное снижение уровня возбудимости ключевых 
образований эндогенной антиноцицептивной системы мозга могут 
облегчать восходящее проведение висцеральных болевых сигналов,  
т. е. способствовать кишечной гипералгезии.

Ключевые слова: кишечное воспаление, структуры ствола мозга, 
экспрессия c-fos белков, нейрональная активность, колоректальное 
растяжение, кишечная гипералгезия, абдоминальная боль.
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Abstract. Inflammatory bowel diseases (Crohn’s disease, ulcerative colitis) 
are characterized by chronic abdominal pain that persists even in the disease 
remission. The main cause of such pain is believed to be intestinal hyperalgesia, 
which develops as a result of the peripheral inflammation-induced impairments 
in the central, in particular, supraspinal mechanisms controlling visceral 
nociception. However, which brain structures and neuronal events are involved 
in the process remains unclear. Our study was aimed to determine the colitis-
associated changes in neuronal properties of supraspinal structures, which 
can underlie development of intestinal hyperalgesia. The work was performed 
on urethane anesthetized male Wistar rats. Neuronal activity in various brain 
areas was assessed in healthy animals and rats with trinitrobenzenesulfonic 
acid-induced colitis by using the immunohistochemical method of determining 
c-fos protein expression and the microelectrode technique. Intestinal 
inflammation was accompanied by increased basal and nociceptive colorectal 
distension (CRD)-caused c-fos production in the caudal ventrolateral medulla 
(CVLM), nucleus tractus solitarius (NTS), parabrachial complex, and locus 
coeruleus. Under colitis, neuronal c-fos expression in the dorsal raphe nucleus 
was indifferent to CRD, whereas nociceptive c-fos activation in the midbrain 
central gray (MCG) was significantly reduced compared to that in norm.  
The microelectrode study in inflamed rats revealed an increase in the CRD-
induced CVLM and NTS neuronal excitation and a decrease in the proportion 
of CRD-responsive MCG cells. The observed colitis-associated sensitization 
of the viscerosensory brainstem areas with a simultaneous decrease  
in excitability of the key structures belonging to the brain antinociceptive 
system can facilitate ascending visceral pain transmission, promoting intestinal 
hyperalgesia.

Keywords: intestinal inflammation, brainstem structures, c-fos expression, 
neuronal activity, colorectal distension, intestinal hyperalgesia, abdominal 
pain.

Введение

Воспалительные заболевания кишечника 
(ВЗК), к которым относятся болезнь Крона  
и язвенный колит, характеризуются хронической 
абдоминальной болью, которая продолжает 
беспокоить пациентов даже в период ремиссии, 
при отсутствии выраженного органического 
воспаления (Bielefeldt et al. 2009; Ceuleers et al. 
2016). Согласно современным представлениям 
основной причиной такой боли является ки-
шечная гипералгезия, т. е. повышенная воспри-

имчивость к внутрикишечным болевым стиму-
лам (Ceuleers et al. 2016; Farmer, Aziz 2013). 
Полагают, что ведущую роль в развитии по-
следней играют вызванные периферической 
патологией изменения в центральных механиз-
мах контроля висцеральной болевой информа-
ции, которые могут сохраняться длительное 
время после нормализации состояния кишки 
(Moshiree et al. 2006; Siegel, MacDermott 2009). 
К настоящему времени детально изучены ассо-
циированные с кишечным воспалением нейро-
нальные перестройки на спинальном уровне 
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(Farrell et al. 2014; Lu et al. 2017; Lu, Westlund 
2001). Между тем усиление или возникновение 
абдоминальной боли у индивидуумов с ВЗК  
в условиях психологического стресса, тревоги 
или депрессии указывает на немаловажную роль 
в патогенезе кишечной гипералгезии супраспи-
нальных механизмов (Bhamre et al. 2018; 
Greenwood-Van Meerveld, Johnson 2018). Одна-
ко последние до сих пор остаются малоизучен-
ными, что существенно сдерживает разработку 
эффективных методов лечения хронических 
абдоминальных болевых синдромов при ВЗК. 
Поэтому целью нашего исследования, выпол-
ненного на крысах с использованием иммуно-
гистохимического и нейрофизиологического 
методов, являлось определение ассоциирован-
ных с колитом изменений в нейрональных 
свойствах супраспинальных структур, которые 
могут способствовать развитию кишечной ги-
пералгезии.

Материалы и методы

Исследование выполнено на анестезирован-
ных уретаном (Sigma-Aldrich, США; 1,5 мг/кг, 
внутрибрюшинно) взрослых самцах крыс линии 
Вистар (Коллекция лабораторных млекопитаю-
щих разной таксономической принадлежности 
Института физиологии им. И. П. Павлова РАН). 
Для инициации абдоминальной ноцицепции 
использовали механическое растяжение коло-
ректальной области толстой кишки. Колорек-
тальное растяжение (КРР) осуществляли в тече-
ние 60 секунд посредством раздувания воздухом 
(до давления 80 мм рт. ст.) интраректально вве-
денного резинового баллона автоматическим 
шприцевым насосом ДШ-09 (Висма-Планар, 
Беларусь). Экспериментальный колит вызывали 
по методу Дж. Морриса с соавторами (Morris et al. 
1989) посредством трансректального введения 
в толстую кишку спиртового раствора пикрил-
сульфониевой кислоты (TNBS, Sigma-Aldrich, 
США; 20 мг в 0,25 мл 50% этанола). 

Иммуногистохимическая часть исследования 
выполнена на четырех группах крыс по трое 
животных в каждой: 1) норма контроль (здоро-
вые, без болевой стимуляции), 2) норма КРР,  
3) колит контроль (с колитом, без болевой сти-
муляции), 4) колит КРР. Животным контрольных 
групп осуществляли трансректальное введение 
резинового баллона, оставляли его в толстой 
кишке на 60 минут, но КРР не производили.  
В группах со стимуляцией 60-секундное КРР 
осуществляли 12 раз с 4-минутным интервалом 
(общее время процедуры — 60 минут). Сразу 
после завершения контрольных и стимуляци-

онных процедур крыс транскардиально перфу-
зировали последовательно 0,9% физиологическим 
раствором и 4% раствором параформальдегида 
в 0,01 М фосфатном буфере (ФБ, БиолоТ, Россия; 
pH 7.4). Головной мозг после извлечения вы-
держивали в 20% и 30% растворах сахарозы  
в 0,01 М ФБ (4 °С) и на замораживающем микро-
томе (Reichert, Германия) изготавливали фрон-
тальные срезы через области исследуемых струк-
тур толщиной 40 мкм. Для визуализации 
нейронов с с-fos-синтезирующими ядрами сре-
зы подвергали иммуногистохимической обра-
ботке по авидин-биотин-пероксидазному ме-
тоду с использованием первичных 
поликлональных антител к c-fos (ABE457, Sigma-
Aldrich, США; разведение 1:10000) и вторичных 
биотинилированных антител (goat anti-rabbit 
IgG, PK-4001 kit, Vector Laboratories, США; раз-
ведение 1:600). После инкубирования в авидин-
биотин-пероксидазном комплексе (PK-4001 kit, 
Vector Laboratories, США) срезы выдерживали 
в хромогенсодержащем растворе диаминобен-
зидина, никеля и перекиси водорода. Цифровые 
изображения готовых препаратов получали  
в светлом поле светового микроскопа Olympus 
CX41 (Olympus Corporation, Япония), оснащен-
ного видеокамерой Nikon (Nikon Corporation, 
Япония). Далее с помощью программного па-
кета «Cell Annotation Software» (Nurzynska et al. 
2017) в пределах исследуемых структур опреде-
ляли количество и реферированную к фону 
оптическую плотность с-fos-позитивных кле-
точных ядер. Далее оценивали средние значения 
этих показателей на срез в разных образовани-
ях мозга у разных групп животных. 

Нейрофизиологическая часть работы вы-
полнена на двух группах крыс — здоровых  
и с колитом (по 30 животных в каждой группе). 
Голову анестезированного животного закрепля-
ли в стереотаксическом приборе и хирургическим 
путем обеспечивали доступ к дорсальной по-
верхности продолговатого или среднего мозга. 
Для внеклеточной регистрации активности 
нейронов в исследуемых структурах использо-
вали вольфрамовые микроэлектроды с кончиком 
1 мкм и сопротивлением 1 Мом (Science Products 
GMBH, Германия), которые перемещали в пре-
делах стереотаксических координат данной 
области (Paxinos, Watson 1998) с помощью 
микроманипулятора (МП-2, Россия). После 
усиления (DAM 80; World Precision Instruments, 
США) сигнал подавали на вход звуковой карты 
компьютера, визуализировали и сохраняли  
с помощью программы Audition 3 (Adobe Corp, 
США). Регистрацию нейрональной активности про-
изводили на 3-минутном интервале (1 мин до,  
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1 мин во время и 1 мин после КРР). Последую-
щую селекцию нейрональных разрядов по фор-
ме выполняли с помощью программы Spike 2 
(CED, Великобритания). Для разных импульсных 
потоков определяли среднюю частоту разрядов 
на минутных отрезках, указанных выше. 

Статистическую обработку, сравнение  
и графическое оформление данных, полученных 
в обеих экспериментальных сериях на разных 
группах животных, производили c помощью 
программного пакета Origin 8 (OriginLab Corp, 
США) с применением парных и непарных  
непараметрических тестов. 

Результаты и обсуждение

Как показали иммуногистохимические ис-
следования, у здоровых крыс болевое растяже-
ние толстой кишки вызывает существенное  
по сравнению с контрольной группой увеличе-

ние количества c-fos-позитивных нейронов,  
т. е. нейрональную активацию, в каудальной 
вентро-латеральной ретикулярной области 
продолговатого мозга (ВЛРО, рис. 1A), ядре 
одиночного тракта (ЯОТ, рис. 1B), парабрахи-
альном комплексе моста (рис. 1С), голубом 
пятне (рис. 1D), дорсальном ядре шва (рис. 1E) 
и центральном сером веществе среднего мозга 
(ЦСВ, рис. 1F). Статистически значимых раз-
личий по вызванной КРР c-fos-синтезирующей 
активности в указанных структурах между левой 
и правой сторонами мозга обнаружено не было 
(для всех структур p > 0,05, парный тест  
Вилкоксона). В парабрахиальном комплексе  
наиболее реактивной к стимуляции была его 
медиальная часть, в ЦСВ — латеральная и вен-
тролатеральная колонки. Существенное по срав-
нению с контролем увеличение оптической плот-
ности иммунопозитивных клеточных ядер после 

Рис. 1. Количество c-fos-позитивных нейронов в вентролатеральной ретикулярной области 
продолговатого мозга (A), ядре одиночного тракта (B), парабрахиальном комплексе моста (C),  

голубом пятне (D), в дорсальном ядре шва (E) и центральном сером веществе среднего мозга (F)  
без стимуляции (Контр) и после колоректального растяжения (КРР) у здоровых крыс (Норма)  

и у животных с колитом (Колит). Показаны средние значения и их стандартные ошибки.  
Значимые различия (тест Манна — Уитни): # р < 0,05 и ### p < 0,001 — по сравнению с контролем;  

* р < 0,05, ** р < 0,01 и *** p < 0,001 — по сравнению с нормой

Fig. 1. Numbers of c-fos-positive neurons within the caudal ventrolateral medulla (A), nucleus tractus solitarius (B), 
parabrachial complex (C), locus coeruleus (D), dorsal raphe nucleus (E), and midbrain central gray (F) without 

stimulation (Control) and after colorectal distension (CRD) in healthy (Norm) and colitic rats (Colitis).  
The mean values and their standard errors are shown. Significant differences (Mann — Whitney test): # р < 0.05 
и ### p < 0.001, in comparison to the control; * р < 0.05, ** р < 0.01 и *** p < 0.001, in comparison to the norm
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КРР наблюдалось только в латеральной части 
ЯОТ (p = 0,04, U = 103, тест Манна — Уитни).

У животных с экспериментальным колитом, 
подтвержденным визуальным и микроскопиче-
ским анализом толстой кишки, было отмечено 
существенное по сравнению с нормой усиление 
как фоновой (в отсутствие болевой стимуляции), 
так и вызванной КРР c-fos-синтезирующей ак-
тивности в обеспечивающих висцеросенсорную 
трансмиссию каудальной ВЛРО (рис. 1A), ЯОТ 
(рис. 1B) и парабрахиальном комплексе моста 
(рис. 1С), а также в норадренергическом голубом 
пятне (рис. 1D). При этом было отмечено также 
увеличение оптической плотности иммунопо-
зитивных клеточных ядер в ВЛРО (p = 0,005,  
U = 808, тест Манна — Уитни) и ЯОТ (p < 0,0001, 
U = 502). Эти изменения свидетельствуют о вы-
званных патологией повышении общего уровня 
нейрональной возбудимости указанных струк-
тур и усилении их реактивности к абдоминаль-
ным болевым сигналам, т. е. о развитии в них 
сенситизации. Между тем дорсальное ядро шва 
в условиях кишечного воспаления не проявля-
ло каких-либо выраженных изменений в коли-
честве c-fos-позитивных клеток в покое и не 
реагировало на болевое КРР (рис. 1E). В свою 
очередь, в ЦСВ среднего мозга, демонстриру-
ющем ассоциированное с колитом усиление 
базальной нейрональной экспрессии c-fos, уве-
личение последней после КРР было менее  
выражено, чем в норме (рис. 1F), что может  
указывать на снижение ноцицептивной чувстви-
тельности этой структуры. 

В нейрофизиологических экспериментах  
в каудальной ВЛРО и медиальной части ЯОТ 
продолговатого мозга у здоровых крыс и жи-
вотных с колитом были обнаружены три по-
пуляции нейронов, которые во время ноцицеп-
тивного КРР демонстрировали усиление, 
торможение импульсной активности или от-
сутствие выраженной реакции соответственно. 
Сходные три группы нейронов были зареги-
стрированы в вентролатеральной колонке ЦСВ 
среднего мозга. Среди КРР-реактивных нейро-
нов в ВЛРО преобладали клетки с возбудитель-
ными ответами на КРР (рис. 2A), тогда как  
в ЯОТ нейроны чаще демонстрировали тормоз-
ные реакции на раздражение (рис. 2B). Эти 
статистически значимые различия (p = 0,002, 
точный тест Фишера) могут свидетельствовать 
об исходно разном вкладе этих структур в кон-
троль висцеральной ноцицепции. В свою очередь, 
в ЦСВ здоровых животных преобладали клетки 
с возбудительными ответами на КРР, хотя тор-
мозящиеся нейроны тоже составляли значи-
тельную по численности популяцию (рис. 2C). 

У крыс с колитом в изученных бульбарных 
структурах преобладали возбуждающиеся  
в ответ на КРР нейроны при существенно сни-
женной по сравнению с нормой доле тормозя-
щихся клеток в ВЛРО (рис. 2A) и меньшем 
числе индифферентных к висцеральной ноци-
цепции нейронов в ЯОТ (рис. 2B). При этом  
в обеих областях было отмечено значительное 
усиление возбудительных нейрональных реакций 
на кишечную стимуляцию, что не было харак-
терным для тормозных ответов (рис. 2D, E).  
Эти нейрональные перестройки свидетельству-
ют о вовлечении ВЛРО и ЯОТ в усиленную 
возбуждающую висцеральную ноцицептивную 
трансмиссию при колите. Напротив, в ЦСВ 
среднего мозга при кишечной патологии было 
зарегистрировано сниженное по сравнению  
с нормой количество возбуждающихся и тормо-
зящихся клеток при значительно превосходящей 
доле индифферентных к КРР нейронов (рис. 2C). 
Параллельно ЦСВ животных с колитом  
демонстрировало усиление возбудительных  
и ослабление тормозных изменений в импульсной 
активности при болевом раздражении кишки 
(рис. 2F). Эти данные дополняют результаты 
иммуногистохимических экспериментов и явля-
ются доказательством нарушений нейрональных 
процессов в ЦСВ при кишечной патологии.

В целом полученные нами иммуногистохи-
мические данные согласуются с результатами 
ранее проведенных исследований, продемон-
стрировавших увеличение количества c-fos-
иммунопозитивных нейронов в изученных 
структурах ствола мозга после болевого рас-
тяжения толстой кишки (Lyubashina et al. 2012; 
Mönnikes et al. 2003; Panteleev et al. 2013; Wang 
et al. 2009). Также они соответствуют данным 
других авторов, которые установили ассоции-
рованное с колитом усиление фоновой (базаль-
ной) экспрессии c-fos белков в ЦСВ среднего 
мозга, парабрахиальном комплексе моста, го-
лубом пятне, ЯОТ и каудальной ВЛРО про-
долговатого мозга (Goehler et al. 2005; Lu, West-
lund 2001; Porcher et al. 2004; Zhang et al. 2014). 
Вместе с тем в нашей работе впервые обнаруже-
ны вызванные кишечной патологией изменения 
в уровне c-fos-позитивной реактивности этих 
структур к висцеральным болевым сигналам. 

В свою очередь, полученные нами нейрофи-
зиологические данные о существовании в вис-
церосенсорных областях продолговатого мозга 
групп нейронов, различающихся по характеру 
ответа на болевое колоректальное растяжение, 
согласуются с результатами других исследований, 
продемонстрировавших такие же популяции 
нервных клеток в каудальной ВЛРО (Lyubashina 
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et al. 2016; Ness et al. 1998; Pinto-Ribeiro et al. 2011) 
и ЯОТ (Liu et al. 2014; Panteleev et al. 2021).  
Однако мы впервые обнаружили сходные по 
реакциям на висцеральную боль группы нейро-
нов в ЦСВ среднего мозга и показали, что при 
кишечном воспалении соотношение и функцио- 
нальные характеристики таких нейрональных 
групп не только в бульбарных структурах, но  
и на среднемозговом уровне претерпевают су-
щественные изменения. Имеющиеся к настоя-
щему времени сведения позволяют полагать, 
что выявленные нами перестройки в ноцицеп-
тивных свойствах ЯОТ и ЦСВ могут быть  
связаны с индуцированными висцеральной 
патологией нарушениями локальной глутама-
тергической нейротрансмиссии в этих структу-
рах (Bai et al. 2019; Ko et al. 2020).

Таким образом, проведенные исследования 
впервые продемонстрировали ассоциированное 
с колитом усиление ноцицептивной активации 
висцеросенсорных стволовых структур и ней-
ронов норадренергического голубого пятна 
с параллельным ослаблением реактивности  
к абдоминальной боли таких ключевых образо-
ваний эндогенной антиноцицептивной системы, 
как серотонинергическое дорсальное ядро шва 
и центральное серое вещество среднего мозга. 
В своей совокупности выявленные на супраспи-
нальном уровне изменения могут способствовать 
облегчению проведения висцеральных болевых 
сигналов к вышележащим структурам мозга, 
т. е. лежать в основе патогенеза кишечной ги-
перчувствительности и хронической абдоми-
нальной боли. 

Рис. 2. Процентное соотношение возбуждающихся (Возб), тормозящихся (Торм) в ответ  
на колоректальное растяжение и индифферентных к нему (Индиф) нейронов (верхние графики)  

и амплитуда их ноцицептивных реакций (нижние графики) в вентролатеральной ретикулярной области 
продолговатого мозга (А, D), ядре одиночного тракта (B, E) и центральном сером веществе среднего 
мозга (С, F) у здоровых животных (Норма) и крыс с колитом (Колит). На фрагментах A–C значимые 
различия между нормой и колитом: Х p < 0,05, ХХ p < 0,01 и ХХХ p < 0,001 — для всех типов нейронов  

(тест Хи-квадрат); & p < 0,05 и && p < 0,01 — для двух типов (точный тест Фишера). На фрагментах D–F 
значимые различия со значением в норме (тест Манна — Уитни): * р < 0,05 и ** р < 0,01; показаны средние 

значения и их стандартные ошибки

Fig. 2. Percentages of neurons exhibiting excitatory (Возб), inhibitory (Торм), or no response (Индиф) to colorectal 
distension (upper graphs) and magnitudes of their nociceptive responses (bottom graphs) in the caudal 

ventrolateral medulla (A, D), nucleus tractus solitarius (B, E), and midbrain central gray (C, F) in healthy (Норма) 
and colitic rats (Колит). In A–C, significant differences between the norm and colitis: Х p < 0.05, ХХ p < 0.01  

и ХХХ p < 0.001, for all neuronal types (Chi-square test); & p < 0.05 и && p < 0.01, for two types (Fisher’s exact test).  
In D–F, significant differences between the norm and colitis (Mann — Whitney test): * р < 0.05 и ** р < 0.01;  

the mean values and their standard errors are shown
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Аннотация. Поиск адекватных экспериментальных моделей для 
исследования всасывания глюкозы в тонкой кишке остается актуальной 
задачей физиологов. Наиболее крупные успехи в наших знаниях  
о механизмах ее всасывания были достигнуты с использованием различных 
аналитических (упрощенных) экспериментальных моделей (от отрезков 
и полосок тонкой кишки до изолированных кишечных клеток и мембранных 
везикул). Вместе с тем основные закономерности регуляции протекающих 
в организме процессов, как и их реальные масштабы, можно выявить 
лишь при использовании различных интегративных экспериментальных 
моделей. В статье кратко рассмотрены два варианта таких интегративных 
моделей: а) перфузия изолированного участка кишки растворами глюкозы 
в условиях хронического опыта и б) оценка всасывательной способности 
тонкой кишки по скорости свободного потребления животными 
концентрированного раствора глюкозы. Приведены примеры использования 
этих моделей для исследования реальных скоростей всасывания глюкозы 
в тонкой кишке крыс в условиях, максимально близких к физиологическим, 
естественным. Отмечены основные методические особенности каждого 
из вариантов, их достоинства и ограничения. Эти экспериментальные 
подходы в сочетании взаимно дополняют друг друга и значительно 
расширяют существующие представления о реальных масштабах  
и механизмах регуляции всасывания глюкозы в тонкой кишке в нормальных, 
физиологических условиях.

Ключевые слова: всасывание глюкозы, тонкая кишка, экспериментальные 
модели, гидролиз-зависимый транспорт, хронический стресс, диабет 
2-го типа.
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Abstract. The search for adequate experimental models to study glucose 
absorption in the small intestine stands high on the research agenda for 
physiologists. The most substantial advancements in the study of glucose 
absorption mechanisms were reached by using various analytical (simplified) 
experimental models: from pieces and strips of the small intestine to isolated 
intestinal cells and membrane vesicles. At the same time, the main regularities 
of the processes occurring in the body, as well as their real scale, can be 
revealed only through various integrative experimental models. The article 
is a brief overview of the two versions of such integrative models: 1) perfusion 
of the isolated loop of the small intestine with glucose solutions in chronic 
experiment and, 2) evaluation of the absorptive capacity of the small intestine 
by the rate of free consumption of concentrated glucose solution by animals. 
The paper provides examples of applying the two experimental models to 
study the real rates of glucose absorption in the small intestine of rats under 
conditions close to natural physiological ones. The paper outlines the main 
methodological features of each approach, their advantages and limitations. 
The two experimental approaches complement each other and significantly 
expand the modern understanding of the real scale and mechanisms of glucose 
absorption regulation in the small intestine under normal physiological 
conditions.

Keywords: glucose absorption, small intestine, experimental models, hydrolysis-
dependent transport, chronic stress, type 2 diabetes.

Введение

Выдающийся отечественный физиолог 
А. М. Уголев отмечал, что основные закономер-
ности функционирования и регуляции различ-
ных систем в целостном организме и реальные 
масштабы протекающих в нем процессов  
можно выявить лишь при использовании инте-
гративных экспериментальных моделей, в ус-
ловиях, максимально приближенных к физио-
логическим (Уголев и др. 1984).

Примером такой интегративной модели 
служит разработанная Уголевым и Зариповым 
уникальная методика перфузии изолированно-
го участка тонкой кишки крыс в хроническом 
опыте (Уголев, Зарипов 1979).

Кроме того, в последнее время сделан еще 
один шаг в развитии интегративных физиоло-
гических моделей — разработана новая мето-
дика оценки всасывания глюкозы в тонкой 
кишке в условиях, максимально близких к есте-
ственным (Груздков и  др. 2015; Громова  
и др. 2019; 2020).

В статье дается краткое описание этих моде-
лей и представлены примеры их использования 
для исследования всасывания глюкозы в тонкой 
кишке крыс в физиологических условиях.

Исследование всасывания глюкозы в тонкой 
кишке крыс в хронических опытах

Методика и условия проведения хронических 
опытов подробно описаны в целом ряде публи-
каций (Уголев, Зарипов 1979; Уголев и др. 1981; 
1984; 1986а; Ugolev et al. 1986b; Gromova, Gruz-
dkov 1999). 

Исследование сопряжения процессов 
мембранного гидролиза дисахаридов 
и всасывания образующейся глюкозы

В нормальных условиях всасывание глюкозы 
из ди- и олигосахаридов происходит с высокой 
эффективностью и тесно сопряжено с их мем-
бранным гидролизом благодаря прямой пере-
даче образующейся глюкозы с фермента  
на специфический транспортер в апикальной 
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мембране энтероцитов (Уголев и др. 1984).  
По мнению других исследователей (Pappenheimer 
1990; 1993), эффективность гидролиз-зависи-
мого всасывания глюкозы объясняется ее пре-
имущественно парацеллюлярным транспортом 
в тонкой кишке.

В хронических опытах сопоставлено всасы-
вание глюкозы, образующейся при расщеплении 
дисахаридов с высокой (мальтоза) и низкой 
(трегалоза) скоростью гидролиза (Gromova, 
Gruzdkov 1999). 

При низких концентрациях мальтозы скорость 
всасывания образующейся глюкозы (рис. 1, 
кривая 2), была такой же, как и скорость всасы-
вания свободной глюкозы (рис. 1, кривая 3), но 
при высоких концентрациях — заметно меньше. 
Скорость всасывания глюкозы, образующейся 
из трегалозы, не отличалась от скорости ее ги-
дролиза во всем диапазоне ее концентраций 
(рис. 1, кривая 2а).

Это показывает, что степень сопряжения 
гидролиза и транспорта зависит не от интенсив-
ности трансэпителиальных потоков воды 
(Pappenheimer 1993), а от соотношения скоростей 
гидролиза дисахаридов и всасывания образую-
щейся глюкозы. В хроническом опыте это со-
пряжение обеспечивается благодаря высокой 
эффективности глюкозных транспортеров, 
которые, по-видимому, разобщены в простран-
стве с дисахаридазами (Gromova, Gruzdkov 1999).

Оценка роли облегченной диффузии  
во всасывании глюкозы в тонкой кишке крыс 

в физиологических условиях
По современным представлениям (Ferraris 

2001; Wright et al. 2007), всасывание глюкозы  
в тонкой кишке млекопитающих происходит 
путем ее активного транспорта через апикальную 
мембрану энтероцитов с участием ко-
транспортера Na+ и глюкозы (SGLT1) и после-
дующего ее переноса через базолатеральную 

Рис. 1. Гидролиз мальтозы (1) и трегалозы (1а) и всасывание глюкозы, свободной (3) и образующейся  
при гидролизе мальтозы (2) и трегалозы (2а) в изолированном участке тонкой кишки крыс  

при его перфузии в хроническом опыте

Fig. 1. Hydrolysis of maltose (1) and trehalose (1a) and the absorption of free glucose (3) and glucose derived 
from maltose (2) and trehalose (2a) in the isolated part of the small intestine in rat during perfusion  

in the chronic experiment
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мембрану путем облегченной диффузии с уча-
стием транспортера глюкозы GLUT2. 

Однако есть факты, противоречащие этим 
представлениям (Ferraris 2001; Kellett 2001; Pap-
penheimer 2001). Была высказана гипотеза  
(Au et al. 2002; Kellett 2001), согласно которой 
при высоких концентрациях глюкозы в кишке 
GLUT2 может встраиваться в апикальную мем-
брану энтероцитов и принимать участие в ее 
переносе через эту мембрану. При этом облег-
ченная диффузия оказывается основным меха-
низмом всасывания глюкозы. Гипотеза основа-
на на данных опытов, проводившихся на 
анестезированных животных. Возникал вопрос 
о том, какова относительная роль активного 
транспорта и облегченной диффузии во всасы-
вании глюкозы в отсутствие наркоза.

В наших хронических опытах факт включения 
GLUT2 в апикальную мембрану энтероцита при 
повышенной концентрации глюкозы в полости 
кишки подтвердился (Громова и др. 2006).  
Однако анализ экспериментальных данных  
и математического моделирования показал, что 
в диапазоне реальных концентраций глюкозы 
в полости кишки (< 50 мМ) (Ferraris 2001) доми-
нирует ее активный транспорт (рис. 2, кривая 2), 
а облегченная диффузия (рис. 2, кривая 3), на-
чинает играть заметную роль лишь при более 
высоких концентрациях (> 75 мМ) глюкозы  
в полости кишки (Громова и др. 2006).

Отметим, что основное достоинство этой 
интегративной модели состоит в проведении 
опытов в физиологических условиях, в отсут-
ствие наркоза и операционной травмы. Она 
позволяет проводить многократные опыты на 
одном и том же животном в течение длитель-
ного времени (до нескольких месяцев), а надеж-
ность получаемых данных достигается при 
небольшом количестве экспериментальных 
животных.

К ограничениям этой методики можно от-
нести сложность операции по изоляции участ-
ка кишки, а также прогрессирующую атрофию 
этого участка из-за отсутствия в нем экзогенной 
функциональной нагрузки.

Методика оценки всасывательной 
способности тонкой кишки крыс  

по скорости свободного потребления 
раствора глюкозы

Идея этого подхода возникла при рассмо-
трении временной динамики свободного питья 
концентрированного раствора глюкозы пред-
варительно голодавшими крысами в опытах, 
проводившихся под руководством Уголева 
(Скворцова и др. 1975). Обращал на себя вни-
мание тот факт, что объем выпиваемого крыса-
ми раствора глюкозы почти линейно возрастал 
во времени, начиная с 30-й минуты, на протя-
жении последующих трех часов. 

Рис. 2. Роль активного транспорта (2) и облегченной диффузии (3) в суммарном всасывании глюкозы (1) 
в тонкой кишке

Fig. 2. The role of active transport (2) and facilitated diffusion (3) in the total absorption of glucose (1)  
in the small intestine

а
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Физиологически этот факт отражает действие 
“ileal brake” — механизма регуляции эвакуатор-
ной функции желудка в соответствии со скоро-
стями расщепления и всасывания пищевых 
веществ в тонкой кишке (Maljaars et al. 2008). 
Скорость потребления крысами раствора глюко-
зы, по сути, отражает способность тонкой кишки 
к всасыванию этого моносахарида. Этот факт был 
использован для объективной оценки всасыва-
тельной способности тонкой кишки  
у животных, находящихся в естественных усло-
виях (Груздков и др. 2015; Громова и др. 2019; 2020). 

Опыты проводили на животных, заранее 
подготовленных к питью растворов глюкозы  
с ее высокой концентрацией. После предвари-
тельного голодания в течение 18–20 ч крыс 
рассаживали в отдельные клетки с поилками, 
содержащими раствор глюкозы (200 г/л) и воду, 
и затем в течение 3–4 часов регистрировали 
объем выпитого раствора. После опыта живот-
ных возвращали в общие клетки со стандартным 
кормом. По данным регистрации методом ли-
нейной регрессии определяли среднюю скорость 
потребления глюкозы в интервале 60–300 мин. 

Оценка скорости всасывания глюкозы  
в тонкой кишке крыс при хроническом 

иммобилизационном стрессе
Хронический стресс способствует развитию 

таких патологий, как диабет 2-го типа, метабо-
лический синдром, воспалительные заболевания 
кишечника (Konturek et al. 2011; Patterson, Abizaid 
2013). Представлял интерес вопрос о реакции 

на него со стороны системы всасывания глюко-
зы в тонкой кишке. 

Определялась концентрация кортикостеро-
на в крови как показателя стрессорного воз-
действия и оценивалось всасывание глюкозы  
в тонкой кишке при стрессе, вызванном еже-
дневной трехчасовой иммобилизацией живот-
ных при комнатной (20–22 °С) или пониженной 
(5–6 °С) температурах на протяжении 3–16 дней. 
(Громова и др. 2020). Контрольными были кры-
сы, которых не подвергали стрессу и на три часа 
лишали корма и воды.

Хроническая иммобилизация крыс при ком-
натной температуре вызывала повышение ско-
рости свободного потребления раствора глю-
козы (200 г/л) (и, соответственно, скорости ее 
всасывания) через три дня (рис. 3А), тогда как 
в сочетании с холодом она приводила к значи-
тельному повышению скорости потребления  
и всасывания глюкозы в тонкой кишке на всех 
сроках стрессорного воздействия (рис. 3B).

Эти изменения коррелировали с уровнем 
кортикостерона в плазме крови, что свидетель-
ствует о роли эндогенного кортикостерона  
в изменении всасывания глюкозы в тонкой 
кишке в нашей модели хронического стресса.

Оценка всасывания глюкозы в тонкой кишке 
при диабете 2-го типа по скорости 

потребления крысами  
ее концентрированного раствора

Диабет 2-го типа является широко распро-
страненным заболеванием, при котором раз-

Рис. 3. Скорость свободного потребления крысами концентрированного раствора глюкозы (200 г/л)  
в ходе хронического иммобилизационного стресса (1) и в контроле (без стресса) (2) при комнатной (А)  

и пониженной (B) температурах

Fig. 3. The rate of voluntary consumption of concentrated glucose solution (200 g/L) by rats during chronic 
immobilization stress (1) and in the control (without stress) (2) at room (A) and lowed (B) temperatures
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вивается гипергликемия — повышенное содер-
жание глюкозы в крови (Wong et al. 2009). 

Одним из факторов, вносящих вклад в раз-
витие гипергликемии при диабете 2-го типа, 
является повышенное всасывание глюкозы  
в тонкой кишке. Современные представления 
об изменении всасывания глюкозы при диабете 
противоречивы и базируются в основном на дан-
ных, полученных в опытах in vitro и острых опытах 
in vivo, не вполне адекватно отражающих реальные 
закономерности протекающих процессов. 

Мы оценивали всасывание глюкозы при диа-
бете по скорости свободного потребления кры-
сами ее концентрированного раствора. 

Диабет 2-го типа вызывали путем инъекции 
стрептозотоцина крысам, содержавшимся до 
этого в течение двух месяцев на жировой диете.

По результатам орального глюкозотолерант-
ного теста (ОГТТ) крыс распределили на опытную 
(с диабетом) и контрольную группы. В последней 
вместо стрептозотоцина вводился его раство-
ритель (цитратный буфер, pH 4,5).

В группе крыс с диабетом 2-го типа скорость 
потребления глюкозы из ее концентрированно-
го раствора (200 г/л) увеличилась почти на треть 
по сравнению с наблюдавшейся в контроле,  
а также со скоростью в той же группе за три не-
дели до индукции диабета (p < 0,05) (рис. 4, 2а) 
(Громова и др. 2019). Это свидетельствует  
о повышении способности тонкой кишки  
к всасыванию глюкозы при диабете и хорошо 

согласуется с данными других авторов, также 
отметивших более высокую скорость всасыва-
ния глюкозы у крыс с диабетом в острых опытах 
in vivo и in vitro (Wong et al. 2009). 

Заключение
Опыт применения двух рассмотренных ме-

тодических подходов показал, что методика 
хронических опытов на крысах, разработанная 
Уголевым и Зариповым более 40 лет назад, 
вполне адекватна для исследования механизмов 
всасывания глюкозы в тонкой кишке крыс  
в условиях, близких к физиологическим, и оста-
ется востребованной до настоящего времени. 

Методика оценки всасывательной способ-
ности тонкой кишки по скорости свободного 
потребления животным ее концентрированно-
го раствора в некотором отношении уникальна, 
так как она впервые дает возможность объек-
тивно и количественно оценить реальную ско-
рость всасывания глюкозы в тонкой кишке  
в условиях, максимально близких к естествен-
ным, причем многократно у одного и того же 
животного на протяжении длительного време-
ни (до нескольких месяцев).

Сочетание этих подходов, взаимно дополня-
ющих друг друга, позволяет получить результа-
ты, расширяющие представления о реальных 
масштабах и механизмах регуляции всасывания 
глюкозы в тонкой кишке в нормальных, физио-
логических условиях. 

Рис. 4. Скорость свободного потребления крысами раствора глюкозы (200 г/л) до (1, 2) и через  
три недели после инъекции стрептозотоцина (2а) и его растворителя (контроль) (1а). * p < 0,05 к контролю

Fig. 4. The rate of voluntary consumption of glucose solution (200 g / l) by rats before (1, 2) and three weeks 
after the injection of streptozotocin (2a) and solvent (control) (1a). * p < 0.05 to control 
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Аннотация. Хроническая почечная недостаточность широко 
распространена и приводит к нарушению функционального состояния 
церебральных артерий, что сопровождается когнитивными нарушениями 
и повышением риска развития ишемического инсульта. В исследовании 
изучалась роль эндотелиального гиперполяризующего фактора (EDHF) 
опосредованного механизма и H2S в эндотелий-зависимой дилатации 
церебральных артерий у нефрэктомированных (НЭ) крыс. На самцах 
крыс Wistar, подвергнутых резекции 5/6 массы ткани почек и контрольных 
ложнооперированных, изучены реакции церебральных артерий диаметром 
60–80 мкм и ˂ 20 мкм крыс на ацетилхолин (AСh) и при действии AСh 
на фоне ингибитора NO-синтазы, цистатионин-γ-лиазы и блокирования 
Са2+-активируемых К+-каналов. Показано, что ослабление AСh-
индуцируемой дилатации церебральных артерий НЭ крыс при применении 
L-NAME было менее выражено по сравнению с реакциями крыс контрольной 
группы. В мелких артериях крыс контрольной группы блокирование 
Са2+-активируемых К+-каналов сопровождалось уменьшением AСh-
индуцируемой дилатации на 11,2 ± 0,7%, у НЭ крыс — на 18,8 ± 1,3%. 
Ингибирование цистатионин-γ-лиазы в мелких артериях контрольных крыс 
ослабляло AСh-индуцируемую дилатацию на 14 ± 0,9%, у НЭ крыс — на 
22,8 ± 1,6%. Таким образом, нарушение AСh-индуцируемой дилатации артерий 
НЭ крыс обусловлено дефицитом (снижением биодоступности) NO. В мелких 
артериях часть эндотелийзависимой дилатации реализуется посредством 
механизма EDH-типа, у НЭ крыс роль этого механизма возрастает.  
H2S принимает участие в эндотелий-зависимой дилатации мелких 
церебральных артерий контрольных и НЭ крыс (у последних роль H2S 
как вазодилататора более значима).

Ключевые слова: хроническая болезнь почек, нефрэктомия, церебральные 
артерии, дилатация, ацетилхолин, NO, эндотелиальный гиперполяризующий 
фактор (EDHF), H2S, К+-каналы.
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Введение

Хроническая болезнь почек (ХБП) широко 
распространена (у 10–13% населения регистри-
руется ХБП I–V стадий), необратима, непре-
рывно прогрессирует и связана с высоким риском 
сердечно-сосудистых заболеваний (Ammirati 
2020; Coresh et al. 2007). Вероятность смерти от 
сердечно-сосудистых заболеваний у пациентов 
с ХБП в несколько раз, а риск развития ишеми-
ческого инсульта в 8–10 раз выше по сравнению 
с основной популяцией (Power 2013; Saritas, 
Floege 2020). У пациентов с ХБП гораздо чаще 
выявляется болезнь мелких сосудов головного 
мозга (Eldehni et al. 2019), проявляющаяся в виде 
когнитивной дисфункции вплоть до развития 
сосудистой деменции и церебральной атрофии 

Role of K+-channels and hydrogen sulfide in the regulation  
of cerebral arteries in nephrectomized rats

G. I. Lobov1, G. T. Ivanova1

1 Pavlov Institute of Physiology, Russian Academy of Sciences, 6 Makarova Emb., Saint Petersburg 199034, Russia

Authors 
Gennady I. Lobov,  
SPIN: 6436-1404,  
Scopus AuthorID: 7003862926, 
ORCID: 0000-0003-3088-4647, 
e-mail: lobovgi@infran.ru
Galina T. Ivanova,  
SPIN: 5398-7584,  
Scopus AuthorID: 57210290363, 
ORCID: 0000-0003-0188-5173, 
e-mail: ivanovagt@infran.ru
For citation:  
Lobov, G. I., Ivanova, G. T. (2021) 
Role of K+-channels and hydrogen 
sulfide in the regulation of cerebral 
arteries in nephrectomized rats. 
Integrative Physiology, vol. 2, no. 1, 
pp. 88–95.  
https://www.doi.org/10.33910/2687-
1270-2021-2-1-88-95 
Received 29 January 2021;  
reviewed 7 February 2021;  
accepted 11 February 2021.
Finding: The work was supported 
by the Russian Foundation for Basic 
Research, grant no. 19-015-00047, 
and, in part, by the Government-
Run Programme of the Russian 
Federation 47_110_DRiOK, topic 
no. 0134-2019-003 (65.2).
Copyright: © The Authors (2021). 
Published by Herzen State 
Pedagogical University of Russia. 
Open access under CC BY-NC 
License 4.0.

Abstract. Chronic renal failure is widespread. It disrupts the functional state 
of cerebral arteries, leads to cognitive impairment and an increased risk  
of ischemic stroke. The study investigated the role of the endothelium-derived 
hyperpolarizing factor (EDHF) mediated mechanism and H2S in endothelium-
dependent dilatation of cerebral arteries in nephrectomized (NE) rats.  
The study explored the reactions of cerebral arteries with a diameter of 60–80 µm 
and ˂  20 µm NE and sham-operated male Wistar rats to acetylcholine (ACh) 
as well as to ACh acting under an NO synthase inhibitor, cystathionine γ-lyase 
and blocking of Ca2+-activated K+-channels. The attenuation of ACh-induced 
dilatation of cerebral arteries in NE rats with L-NAME was lower than in the 
control group. In the small arteries of the control group of rats, blocking  
of Ca2+ -activated K+-channels was accompanied by a decrease in ACh-induced 
dilatation by 11.2 ± 0.7%, in NE rats — by 18.8  ±   1.3%. Inhibition  
of cystathionine-γ-lyase in small arteries of control rats weakened  
ACh-induced dilatation by 14 ± 0.9%, in NE rats — by 22.8 ± 1.6%. It was 
concluded that the impairment of ACh-induced dilatation of arteries in NE 
rats is caused by a deficiency (bioavailability decrease) of NO. In small arteries, 
part of endothelium-dependent dilatation is realized through the EDH-type 
mechanism; in NE rats, the role of this mechanism increases. H2S is involved 
in endothelium-dependent dilatation of small cerebral arteries in control and 
NE rats (in the latter, H2S is a more significant vasodilator). 

Keywords: chronic kidney disease, nephrectomy, cerebral arteries, vasodilation, 
acetylcholine, NO, endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF), H2S, 
K+-channels.

(Drew et al. 2013; Kamata et al. 2000). Появляется 
все больше доказательств того, что ХБП связа-
на с нарушением функции эндотелия (эндоте-
лиальная дисфункция, ЭД), которая ослабляет 
способность сосудов адекватно реагировать на 
физиологические раздражители и, по мнению 
ряда исследователей, является общим механиз-
мом, резко увеличивающим риск цереброваску-
лярных осложнений (Higashi et al. 2012; Martens 
et al. 2016). ЭД вызывается негативным воздей-
ствием на эндотелий постоянно циркулирующих 
в крови уремических токсинов. Одним из про-
явлений ЭД является снижение производства 
и биодоступности эндотелиального оксида 
азота (NO) (Baylis 2008), вызванного ингибиро-
ванием синтазы NO асимметричным димети-
ларгинином — одним из наиболее опасных 
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уремических токсинов. В некоторых исследо-
ваниях показано, что при ХБП, помимо угнете-
ния производства NO, происходит снижение 
продукции других вазодилататоров. В мелких 
сосудах важнейшим вазодилататором, произ-
водимым эндотелием, является эндотелиальный 
гиперполяризующий фактор (EDHF) (Félétou, 
Vanhoutte 2009). С. Ветторетти и соавторы 
(Vettoretti et al. 2006) исследовали релаксацию 
артерий крыс после субтотальной нефрэктомии, 
реализуемую посредством EDH-механизма. Они 
обнаружили, что EDHF-опосредованная релак-
сация в мелких брыжеечных артериях у этих 
животных была ослаблена. Что касается ком-
пенсаторных цереброваскулярных эндотелий-
зависимых регуляторных механизмов при ХБП, 
то необходимо отметить, что они остаются 
относительно неизученными (Sprick et al. 2020). 
Роль EDHF в церебральных артериях при уремии 
изучалась в единичных работах (Lobov, Sokolova 
2020), и в них далеко не полностью раскрыт 
механизм повреждающего действия уремии на 
эндотелиальные и гладкомышечные клетки. 

В настоящем исследовании мы проверили 
гипотезу о том, что ХБП приводит к нарушению 
EDHF-опосредованной дилатации церебральных 
артерий у нефрэктомированных крыс, исследо-
вали участие Са2+-активируемых К+-каналов  
в эндотелий-зависимой дилатации этих артерий, 
а также оценили роль H2S в регуляции тонуса 
церебральных артерий при уремии. 

Материал и методы

В исследование были включены самцы крыс 
Wistar в возрасте 3 мес. Две группы крыс были 
сформированы методом случайной выборки. 
Животным первой группы (n = 14) была про-
ведена нефрэктомия (двухэтапная резекция 5/6 
массы почечной ткани) (Ivanova et al. 2019). 
Вторую (контрольную) группу (n = 12) состави-
ли ложнооперированные крысы, которые под-
верглись аналогичному оперативному вмеша-
тельству без удаления почечной ткани. 
Последующие 4 месяца крысы получали стан-
дартный пищевой рацион и питьевую воду  
ad libitum. Все хирургические и последующие 
экспериментальные манипуляции проводили 
под наркозом (золетил, Virbac, 20 мг/кг, внутри-
брюшинно). Исследование проведено в соот-
ветствии с принципами Базельской декларации 
и рекомендациями Комиссии по этике Инсти-
тута физиологии им. И. П. Павлова РАН.

Через 4 месяца после проведения операций 
животных взвешивали и измеряли систолическое 
артериальное давление (АД) с помощью авто-

матизированной системы «Систола» (РФ). Затем 
крыс наркотизировали и проводили исследова-
ние состояния и реакций артерий сенсомотор-
ной коры головного мозга на воздействие аго-
нистов и антагонистов. В теменной области 
черепа крыс удаляли кожу, костную ткань  
и твердую мозговую оболочку. На протяжении 
всего исследования поверхность мозга  
орошали сатурированным (95% О2 + 5% СО2)  
физиологическим солевым раствором (PSS)  
(в мМ: NaCl — 120,4; KCl — 5,9; NaHCО3 — 15,5; 
MgCl2 — 1,2; CaCl2 — 2,5; NaH2PO4 — 1,2;  
EDTA — 0,026; глюкоза — 11,5). pH раствора 
стабилизировали на уровне 7,38 ± 0,02, темпе-
ратуру — +38 ± 0,2 °C. Температуру тела живот-
ного поддерживали на уровне 38 ± 0,2 °C. Фото-  
и видеорегистрацию пиальных артерий прово-
дили с помощью установки, включающей в себя 
стереоскопический микроскоп MC-2 ZOOM 
(Микромед, Россия), цветную видеокамеру 
DCM-510 (Scopetek, Китай) и персональный 
компьютер.

В процессе исследования фотографировали 
и анализировали изменения диаметра артерий 
двух групп: крупных (диаметром 60–80 мкм) 
и мелких (диаметром ˂  20 мкм). На поверхность 
мозга осуществляли аппликацию растворов 
агонистов и антагонистов, активирующих или 
ингибирующих межклеточные и внутриклеточ-
ные сигнальные пути: ацетилхолин (Acetylcholine 
chloride, AСh, 1 мкМ), L-NAME (N(ω)-nitro-l-
arginine methyl ester, 10 мкМ), пропаргилглицин 
(D-Propargylglycine, PPG, 5 мкМ), индометацин 
(Indomethacin, 50 мкМ), TRAM-34 (10 мкМ).  
Все реактивы были приобретены в Sigma-Aldrich. 
Непосредственно перед экспериментами при-
меняемые вещества растворяли в PSS. Индоме-
тацин и TRAM-34 предварительно растворяли 
в диметилсульфоксиде (DMSO). Перед воздей-
ствием необходимое количество концентрата 
добавляли в физиологический раствор. Концен-
трация DMSO в конечном растворе не превы-
шала 0,02%. Ранее проведенные исследования 
показали, что DMSO в такой концентрации не 
оказывал влияния на диаметр и реакции цере-
бральных артерий. 

Статистическая обработка данных выполнена 
с помощью электронных таблиц Microsoft Excel 
и пакета прикладных программ Statistica for 
Windows, v.10. Результаты анализа представлены 
средними значениями данных (М) и величинами 
стандартной ошибки. Нормальность распреде-
ления полученных данных определяли по 
W-критерию Шапиро — Уилка. Оценка стати-
стической значимости различий средних осу-
ществлялась на основе t-критерия Стьюдента. 
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Статистически значимыми считали результаты 
при р < 0,05.

Результаты и обсуждение

В регуляции мозгового кровотока принима-
ют участие различные механизмы. В работах 
разных лабораторий в последние годы большое 
внимание уделяется локальным механизмам 
модуляции церебрального кровотока, в т. ч. 
эндотелийзависимым (Mulders et al. 2009; Peterson 
et al. 2011). Имеются данные, свидетельствующие, 
что NO, продуцируемый эндотелиальными 
клетками, является одним из основных факто-
ров местной регуляции тонуса церебральных 
артерий и мозгового кровотока (Peterson et al. 
2011). В последние десятилетия появились так-
же данные, доказывающие, что в церебральных 
артериях довольно эффективно функциониру-
ет механизм вазодилатации, опосредованный 
EDHF (Leo et al. 2011). 

У нефрэктомированных крыс через 3–4 мес. 
после операции развивается уремия — состоя-
ние, максимально приближенное к терминаль-
ной стадии хронической болезни почек (ХБП) 
у человека, и артериальная гипертензия. После 
нефрэктомии у крыс происходит нарушение 
функционального состояния церебральных 
артерий, которое определяется действием ком-
плекса негативных факторов (в первую очередь 
гипертензией и влиянием уремических токсинов). 

В нашем исследовании через 4 месяца после 
проведения операций животных взвешивали  
и измеряли артериальное давление (АД).  
Разница в массе тела крыс разных групп  
была несущественной (нефрэктомированные  
крысы — 367,4  ±  13,1 г, ложноопериро- 
ванные — 389,2 ± 15,3 г). В то же время систо-
лическое АД у нефрэктомированных крыс было 
значительно выше по сравнению с ложноопе-
рированными животными (167,2 ± 3,3 мм рт. ст. 
и 128,4 ± 2,8 мм рт. ст. соответственно, р < 0,01), 
т. е. у них была стойкая АГ. В данной работе мы 
не исследовали биохимические показатели кро-
ви крыс, но ранее нами было показано, что после 
нефрэктомии в сыворотке крови значительно 
повышается содержание мочевины и креатини-
на, а также гомоцистеина и ассимметричного 
диметиларгинина (Ivanova et al. 2019).

Ранее в нашей лаборатории было изучено 
функциональное значение NO в регуляции це-
ребрального кровотока у нефрэктомированных 
крыс (Ivanova et al. 2019). В данном исследовании 
основное внимание было уделено роли EDHF  
в регуляции просвета церебральных артерий  
у крыс с уремией. Но поскольку в процессе  

регуляции сосудистых гладкомышечных клеток 
NO и EDHF оказывают сложное влияние друг 
на друга (Félétou, Vanhoutte 2009), мы оценива-
ли и функциональное значение NO.

Классический подход к изучению роли EDHF  
в дилатации сосудов заключается в проведении экс-
периментов с использованием AСh на фоне при-
менения комбинации: ингибитор NO-синтазы + 
ингибитор циклооксигеназы с целью блокиро-
вания синтеза NO и простагландинов (Leo et al. 
2011). В наших опытах на первом этапе через  
20 мин после вскрытия черепа у крыс и измере-
ния исходного диаметра церебральных артерий 
на поверхность мозга апплицировали PSS,  
содержащий ACh, и через 3 мин измеряли диа-
метр артерий. Затем на протяжении 20 мин 
поверхность мозга омывали PSS, после этого 
добавляли L-NAME; через 15 мин в раствор, 
содержащий L-NAME, вводили ACh и через  
3 мин измеряли диаметр артерий. Затем на про-
тяжении 20 мин поверхность мозга омывали 
PSS. Затем в PSS вводили L-NAME и индомета-
цин, через 15 мин добавляли ACh и через 3 мин 
измеряли диаметр артерий. На заключительном 
этапе в раствор одновременно вводили L-NAME, 
индометацин и TRAM-34 и через 15 мин в оче-
редной раз оценивали ACh-индуцированную 
дилатацию артерий.

Данные, полученные в ходе этой серии экс-
периментов, представлены на рисунке 1. 

Поскольку анализ данных, представленных 
на рисунке 1, достаточно сложен и на подобной 
диаграмме трудно показать достоверность раз-
личий параметров, ниже, на рисунке 2, мы по-
казываем эти же данные в другом виде и другом 
масштабе, удобном для сравнения и анализа. 
Первое, что необходимо отметить, — это умень-
шение амплитуды ACh-индуцируемой дилатации 
церебральных артерий у нефрэктомированных 
крыс. Достоверное уменьшение дилатации на-
блюдалось как в крупных, так и в мелких арте-
риях. Ослабление эндотелий-зависимой дила-
тации при ХБП характерно для артерий 
различных сосудистых бассейнов (Thambyrajah 
et al. 2000), и в этом отношении церебральные 
сосуды не явились исключением. 

Ингибирование продукции NO (добавление 
в раствор L-NAME) приводило к значительно-
му ослаблению ACh-индуцированной дилатации 
крупных и мелких церебральных артерий как 
контрольной группы, так и нефрэктомированных. 
Максимальное уменьшение дилатации при 
действии L-NAME наблюдалось в крупных ар-
териях, что дает основание заключить, что по 
механизму действия ACh-индуцированная  
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дилатация в этих артериях является преимуще-
ственно NO-опосредованной. Нефрэктомия 
приводила к ослаблению этого компонента 
ACh-индуцированной дилатации как в крупных, 
так и в мелких артериях. 

Ингибирование синтеза простагландинов 
оказывало слабое влияние на амплитуду ACh-
индуцированной дилатации крупных и мелких 
церебральных артерий животных контрольной 
группы. Нефрэктомия привела к возрастанию 
PG (градиент давления) – опосредованного 
компонента компонента ACh-индуцируемой 
дилатации как крупных, так и мелких церебраль-
ных артерий крыс. Мы полагаем, что возрас-
тание роли простагландинов в дилатации арте-
рий при ХПН может объясняться экспрессией 
СОХ-2. При ХПН циркулирующие в плазме 
крови уремические токсины вызывают повреж-
дение тканей и системное воспаление, обычно 
сопровождающееся экспрессией СОХ-2  
(Cobo et al. 2018).

Третий, наименее изученный, механизм эндо-
телий-зависимой вазодилатации — это гиперпо-
ляризация, обусловленная различными химиче-
скими веществами, продуцируемыми эндотелием 

и ранее объединяемыми в единое понятие — EDHF 
(Luksha et al. 2009). Имеются экспериментальные 
данные, свидетельствующие, что роль EDHF 
могут выполнять Н2О2, CO, H2S и другие вещества 
(Félétou, Vanhoutte 2009), при этом механизм  
их действия идентичен: открывание Са2+-акти- 
вируемых К+-каналов на мембране эндотелиоци-
тов → гиперполяризация мембраны эндотели-
альных клеток → передача гиперполяризации 
через миоэндотелиальные щелевые контакты на  
гладкомышечные клетки (ГМК), в результате чего 
потенциал-управляемые Са2+-каналы L-типа де-
активируются, концентрация [Ca2+]i в цитоплазме 
ГМК восстанавливается, что способствует их 
расслаблению и вазорелаксации (Behringer 2017). 
На мембране эндотелиальных клеток имеются два 
типа Са2+-активируемых К+-каналов: малой про-
водимости и промежуточной проводимости, при 
этом роль последних более значима (Grgic et al. 2009)

В данной работе мы не изучали химическую 
природу вещества, продуцируемого эндотелием 
и приводящего к гиперполяризации и вазодила-
тации. С учетом того факта, что все кандидаты 
в EDHF оказывают влияние на сосудистые ГМК 
посредством гиперполяризации, обусловленной 

Рис. 1. Величина ACh-индуцируемой дилатации церебральных артерий крыс диаметром 60–80 мкм (А)  
и ˂ 20 мкм (В) на фоне ингибирования: NO-синтаз ( ), циклооксигеназы ( ) и блокирования 

эндотелиальных Са2+-активируемых К+-каналов промежуточной проводимости ( ).  
Данные представлены в % от величины общей ACh-индуцируемой дилатации церебральных артерий 

крыс контрольной группы. Control — контрольные крысы, NE — крысы после нефрэктомии

Fig. 1. The value of ACh-induced dilatation of cerebral arteries in rats with a diameter of 60–80 μm (A)  
and ˂ 20 μm (B) under inhibition of: NO synthases ( ), cyclooxygenase ( ) and blocking  

of endothelial Ca2+-activated K+-channels of intermediate conductance ( ). The data are presented  
as a percentage of the value of the total ACh-induced dilatation of the cerebral arteries of the rats  

of the control group. Control — control rats, NE — nephrectomized rats

https://www.doi.org/10.33910/2687-1270-2021-2-1-88-95


Интегративная физиология, 2021, т. 2, № 1	 93

Г. И. Лобов, Г. Т. Иванова

открыванием Са2+-активируемых К+-каналов,  
мы применяли блокатор Са2+-активируемых 
К+-каналов промежуточной проводимости — 
TRAM-34. TRAM-34 добавляли в раствор после 
ингибирования NO- и PG-опосредованных 
механизмов вазодилатации. Действие TRAM-34 
приводило к выраженному уменьшению ампли-
туды ACh-индуцируемой дилатации мелких 
церебральных артерий, в крупных артериях 
дилатация также ослаблялась, но в значительно 
меньше степени (рис. 1 и 2). Из полученных 
данных можно заключить следующее: 1) в фи-
зиологических условиях в мелких церебральных 
артериях крыс эндотелийзависимая дилатация 
реализуется не только за счет продукции NO, 
важную роль играет EDH-механизм, 2) у не-
фрэктомированных крыс роль EDH-механизма 
значительно возрастает, что на фоне снижения 
продукции NO можно расценивать как прояв-
ление адаптации к патологическому состоянию, 
компенсирующей дефицит NO (Félétou, Vanhoutte 
2009).

Хотя в задачу данного исследования не вхо-
дила идентификация химической природы  
вещества, продуцируемого эндотелием и при-
водящего к дилатации артерий посредством 
EDH-механизма, с учетом все более возраста-
ющего интереса к H2S как к третьему газотранс-
миттеру (Chen et al. 2007) мы провели исследо-
вание роли H2S в эндотелий-зависимой 
дилатации церебральных артерий крыс. С этой 
целью мы использовали ингибитор синтеза 
эндогенного H2S — PPG. С учетом сложного 
взаимодействия в тканях NO и H2S (Dongó et al. 
2018) PPG вводили в раствор после ингибиро-
вания продукции NO. Данные, полученные  
в этой серии опытов, представлены в таблице 1. 
Ингибирование синтеза H2S приводило к зна-
чительному ослаблению вазодилатации в мелких 
церебральных артериях крыс контрольной 
группы (уменьшение составляло в среднем 
25,2 ± 1,8% от величины не NO-опосредованной 
дилатации). У нефрэктомированных крыс при-
менение PPG сопровождалось более выражен-
ным снижением амплитуды дилатации (43,3 ± 2,9% 
от величины не NO-опосредованной дилатации). 

Рис. 2.  Рассчитанные величины NO-опосредованной (A) и EDHF-опосредованной (B)  
ACh-индуцируемой дилатации церебральных артерий диаметром 60–80 мкм и ˂ 20 мкм  

крыс контрольной группы и нефрэктомированных животных. Данные представлены в % от величины 
общей ACh-индуцируемой дилатации церебральных артерий крыс контрольной группы.  

Contr — контрольная группа, NE — группа крыс с нефрэктомией. Различия между группами животных 
значимы: * — р ˂ 0,05, # — р ˂ 0,01

Fig. 2. Calculated values of NO-mediated (A) and EDHF-mediated (B) ACh-induced dilatation of cerebral 
arteries with a diameter of 60–80 µm and ˂ 20 µm in rats of the control group and nephrectomized animals.  

The data are presented as a percentage of the value of the total ACh-induced dilatation of the cerebral arteries  
of the rats of the control group. Contr — control rats, NE — nephrectomized rats. Differences between groups 

of animals are significant: * — p ˂ 0.05, # — p ˂ 0.01
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Роль К+-каналов и сероводорода в регуляции тонуса...

В крупных церебральных артериях применение 
PPG сопровождалось незначительными изме-
нениями величины ACh-индуцируемой дилата-
ции. Данные этой серии экспериментов позво-
ляют заключить: 1) в мелких церебральных 
артериях крыс достаточно эффективно функ-
ционирует механизм дилатации, реализуемый 
с участием H2S; 2) роль EDHF в мелких цере-
бральных артериях крыс может выполнять H2S; 
3) при уремии роль этого механизма вазодила-
тации возрастает.

Таким образом, в процессе проведенного 
исследования установлено: 1) артериальная 
гипертензия и уремия, спровоцирован- 

ные нефрэктомией, привели к нарушению  
эндотелийзависимой дилатации церебральных 
артерий крыс; 2) у нефрэктомированных крыс 
нарушено производство (биодоступность) NO 
в крупных и мелких церебральных артериях;  
3) в мелких церебральных артериях крыс часть 
эндотелий-зависимой дилатации реализуется 
посредством механизма дилатации EDH-типа; 
4) эффективность дилатации EDH-типа в мелких 
артериях нефрэктомированных крыс возрас-
тает, т. е. этот механизм выполняет компенса-
торную функцию при дефиците NO; 5) эндоген-

Табл. 1. Величина ACh-индуцируемой дилатации церебральных артерий крыс на фоне  
ингибирования продукции NO и H2S

Table 1. ACh-induced dilatation of rat cerebral arteries under inhibition of NO and H2S production

Диаметр артерий Группа крыс ACh ACh + L-NAME ACh + L-NAME 
+PPG

60–80 мкм
Контроль 100% 21,2 ± 1,7% 16,3 ± 1,1%*

НЭ 86,2 ± 5,1% 17,4 ± 1,4% 10,3 ± 0,7%*

˂ 20 мкм
Контроль 100% 31,1 ± 2,0% 17,6 ± 1,2%#

НЭ 74 ± 4,2% 29,6 ± 1,8% 8,4 ± 0,4%#

Примечание: различия достоверны по отношению к величине дилатации церебральных артерий на фоне 
L-NAME, * — р ˂ 0,05; # — р ˂ 0,01.

Note that the difference is significant relative to the dilatation value of cerebral arteries under L-NAME, * — р ˂  0.05; 
# — р ˂ 0.01.

ный H2S в мелких церебральных артериях способствует их дилатации и может выступать в роли 
эндотелиального EDHF. 
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Аннотация. Наши результаты свидетельствуют о том, что эндогенный 
уабаин запускает два разных сигнальных процесса. Первый, быстрый 
процесс, приводит к модуляции активационного воротного устройства 
каналов NaV1.8, что снижает их функциональную активность. Второй, 
медленный процесс, ведет к снижению плотности каналов NaV1.8  
в мембране первичного сенсорного нейрона. Мы предполагаем, что  
в этом случае эндогенный уабаин запускает внутриклеточный каскад, 
ведущий к снижению экспрессии гена SCN10A, продуцирующего каналы 
NaV1.8. Можно заключить, что эндогенный уабаин выполняет важнейшую 
функцию модуляции функциональной активности каналов NaV1.8 при 
взаимодействии с первичным сенсорным нейроном. В соответствии  
с нашими данными, эндогенный уабаин может являться эндогенным 
анальгетиком. Практическим результатом проведенного исследования 
стало предположение, согласно которому доставка уабаина в качестве 
лекарственной субстанции к мембране ноцицептивного нейрона  
в наномолярной концентрации должна приводить к безопасному  
и эффективному антиноцицептивному действию этого агента на уровне 
организма.

Ключевые слова: ноцицептивные нейроны, каналы NaV1.8, метод 
локальной фиксации потенциала, метод органотипической культуры 
ткани, конфокальная лазерная сканирующая микроскопия, эндогенный 
уабаин.
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Abstract. Our results suggest that endogenous ouabain triggers two different 
signaling processes. The first, fast process, modulates the activation gating 
device of the NaV1.8 channels, thereby reducing their functional activity.  
The second, slow process, decreases the density of NaV1.8 channels in the 
membrane of the primary sensory neuron. We assume that in this case, 
endogenous ouabain triggers a downstream cascade leading to a decrease  
in the expression of the SCN10A gene that produces NaV1.8 channels. It can 
be concluded that endogenous ouabain, when it interacts with the primary 
sensory neuron, performs important function of modulating functional activity 
of NaV1.8 channels. The practical result of the study was the assumption that 
the delivery of ouabain as a drug substance to the membrane  
of a nociceptive neuron in nanomolar concentration should lead to a safe and 
effective antinociceptive action of this agent at the organismal level.

Keywords: nociceptive neurons, NaV1.8 channels, patch-clamp method, 
organotypic nerve culture method, confocal laser scanning microscopy, 
endogenous ouabain.

Введение

Na,K-АТФаза — это электрогенная транс-
мембранная АТФаза, находящаяся во внешней 
плазматической мембране клеток (Skou 1957). 
Этот фермент создает разность потенциалов 
между наружной и внутренней сторонами  

мембраны благодаря поддерживанию градиен-
тов концентраций ионов натрия и калия между 
вне- и внутриклеточной средой клетки. В на-
стоящее время появилось большое количество 
данных о том, что этот белок также выполняет 
еще и трансдукторную функцию (Askari 2019; 
Cui, Xie 2017; Kometiani et al. 1998;  
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Krylov et al. 1999; Lichtstein et al. 2018; Xie, Askari 
2002). Специфические модуляторы Na,K-АТФазы, 
кардиотонические стероиды, известные как 
эндогенные дигиталисоподобные вещества, 
влияют на ферментативную активность Na,K-
АТФазы, что проявляется в регуляции проли-
ферации, дифференцировки, в стимулировании 
аутофагии, апоптоза. Эти эффекты различают-
ся в зависимости от типа клеток, а также от 
концентрации кардиотонических стероидов. 

Эндогенный уабаин (ЭУ) обнаружен в кро-
вотоке и в гипоталамусе теплокровных живот-
ных в наномолярной концентрации (Hamlyn  
et al. 1991; Kawamura et al. 1999). Молекулярный 
механизм его влияния в таких низких концен-
трациях на ноцицептивную систему остается 
малоизученным. Выяснению возможной физио- 
логической роли ЭУ посвящена настоящая ра-
бота. Нами использованы особо чувствительные 
методы для прижизненных исследований  
молекулярных механизмов модуляции отве- 
тов первичного сенсорного нейрона, где  
Na,K-АТФаза, выступая в качестве трансдукто-
ра сигнала, способна модулировать потенциа-
лочувствительность каналов NaV1.8, ответствен-
ных за кодирование ноцицептивных сигналов 
(Krylov et al. 1999; 2017; Penniyaynen et al. 2019).

Методы исследования

Метод локальной фиксации потенциала
Эксперименты выполнены с использованием 

модифицированного метода краткосрочного 
культивирования диссоциированных изолиро-
ванных сенсорных нейронов дорзальных ган-
глиев крыс линии Wistar, который был подроб-
но описан ранее (Krylov et al. 1999; 2017; 
Penniyaynen et al. 2019; Plakhova et al. 2019). 
Метод локальной фиксации потенциала (patch-
clamp method) был использован в конфигурации 
«регистрация активности целой клетки» («whole-
cell recording») (Hamill et al. 1981). В работе ис-
пользовались стандартные растворы (Penniyaynen 
et al. 2019; Plakhova et al. 2019). Реактивы при-
обретались в фирме Sigma (США). Количествен-
ное измерение эффективного заряда (Zeff), пере-
носимого активационной воротной системой 
при открывании каналов NaV1.8, осуществляли 
путем построения логарифмической потенци-
алочувствительности L(E) (Krylov et al. 1999; 
2017; Penniyaynen et al. 2019; Plakhova et al. 2019), 
используя метод Алмерса (Almers 1978).

Органотипическая культура нервной ткани
Применяемый нами метод подробно описан 

в наших предыдущих работах (Lopatina et al. 
2012; Penniyaynen et al. 2019; Plakhova et al. 2019). 
Объектами исследования были эксплантаты 
спинальных ганглиев 10–12-дневных куриных 
эмбрионов. Экспериментальные эксплантаты 
культивировали в присутствии уабаина (Sigma, 
США) в концентрации 0,1 нмоль/л в течение 
трех суток. Эксплантаты спинальных ганглиев 
исследовали с помощью метода лазерной ска-
нирующей конфокальной микроскопии.  
Для этого проводили иммуноцитохимическое 
окрашивание эксплантатов.

Иммуноцитохимический метод
Для визуализации эксплантатов и дальней-

шего иммунофлуоресцентного анализа прово-
дили иммуноцитохимическое окрашивание 
органотипической культуры спинальных ган-
глиев к маркеру каналов NaV1.8 и нейрофила-
ментам. Использовали следующие первичные 
и вторичные антитела: anti-sodium channel NaV1.8, 
anti-neurofilament 200, anti-rabbit-TRITC и anti-
rabbit-FITC. Антитела, используемые в работе, 
приобретались в фирме Sigma (США). Эксплан-
таты фиксировали 4%-ным раствором парафор-
мальдегида (pH 7.4) в фосфатно-солевом буфе-
ре (PBS; Sigma, США) в течение 3 минут, затем 
промывали PBS. После проводили пермеабили-
зацию в 0,3%-ном растворе Triton X-100 в PBS 
в течение 15 минут при комнатной температуре  
с дальнейшей отмывкой образцов, затем клетки 
инкубировали в 10%-ном растворе фетальной 
сыворотки коровы в PBS при комнатной темпе-
ратуре в течение 1 часа. Эксплантаты инкуби-
ровали с первичным антителом в течение ночи 
при 4 °С. После этого промывали клетки рас-
твором PBS 3 раза. Инкубировали культуру 
клеток со вторичными антителами 1 час в тем-
ноте при 37 °C. Для визуализации ядер эксплан-
таты окрашивали DAPI (Sigma, США). Препа-
раты хранили при 4 °С, затем их использовали 
для дальнейших исследований. 

Иммунофлуоресцентный метод
Для оценки результатов иммуноцитохими-

ческого окрашивания и для количественного 
анализа действия ЭУ применяли систему ком-
пьютерного анализа микроскопических изо-
бражений, состоящую из лазерного сканирую-
щего микроскопа «LSM 710» (Carl Zeiss, 
Германия), интегрированного с инвертирован-
ным микроскопом Axio Observer Z1 (Carl Zeiss, 
Германия), персонального компьютера и про-

https://www.doi.org/10.33910/2687-1270-2021-2-1-96-101


Интегративная физиология, 2021, т. 2, № 1	 99

В. А. Пеннияйнен, В. Б. Плахова, С. А. Подзорова и др.

граммного обеспечения ZEN_2012 (Carl Zeiss, 
Германия). Интенсивность флуоресценции ко-
личественно регистрировали в относительных 
единицах (о. е.). Работа выполнена на оборудо-
вании ЦКП «Конфокальная микроскопия» 
Института физиологии им. И. П. Павлова РАН.

Статистическая обработка

Статистическую обработку полученных резуль-
татов выполняли в программе STATISTICA 10.0 
(StatSoft, США) с использованием t-критерия 
Стьюдента. Данные представлены в виде сред-
него значения ± стандартная ошибка среднего. 
Различия принимали статистически значимыми 
при p < 0,05.

Результаты и их обсуждение

Данные, полученные методом локальной 
фиксации потенциала, показали, что после при-
ложения 1 нмоль/л уабаина в наружный раствор 
величина эффективного заряда снижалась  
с контрольного значения заряда Zeff = 6,7 ± 0,4 
(n = 15) до 4,8 ± 0,5 (n = 15). Обнаруженный 
эффект не устранялся предварительным дей-
ствием неспецифического блокатора опиоидных 
рецепторов налтрексона (50 мкмоль/л). Этот 
факт свидетельствует о непосредственном вза-
имодействии уабаина с соответствующим сай-
том Na,K-АТФазы, а не с опиоидоподобными 
рецепторами, связь которых с медленными 
натриевыми каналами была обнаружена ранее 
(Krylov et al. 1999; 2017). Специфичность обна-
руженного механизма проявляется еще и в том, 
что другой сердечный гликозид, дигоксин, не 
влияет на потенциалочувствительность мед-
ленных натриевых каналов. Приложение 100 
нмоль/л дигоксина с наружной стороны мем-
браны не изменяло величину эффективного 
заряда активационной воротной системы мед-
ленных натриевых каналов. Отметим, что осо-
бенности химической структуры молекулы 
дигоксина не позволяют ему, в отличие от уаба-
ина, способного хелатировать свободные ионы 
кальция с участием гидроксильных групп  
стероидной части молекулы, активировать 
трансдукторный сайт связывания молекулы  
Na,K-АТФазы мембраны исследуемого ноци-
цептивного нейрона. 

Детальное исследование эффектов низких 
концентраций уабаина показало, что влияние 
этого агента на эффективный заряд и, как след-
ствие, на трансдукторную функцию Na,K-АТФазы 
носит монотонный дозозависимый характер  
в диапазоне от 1 пмоль/л до 1000 нмоль/л. Даль-

нейшее повышение концентрации уабаина при-
водило к нарушению монотонности концентра-
ционной зависимости. Этот эффект может 
трактоваться как результат воздействия чрез-
вычайно низких (эндогенных) концентраций 
уабаина именно на трансдукторную, а не на 
насосную функцию Na,K-АТФазы. Эта зависи-
мость может быть аппроксимирована с помощью 
уравнения Хилла (Кд = 3 нмоль/л). Именно она 
отражает процесс лиганд-рецепторного связы-
вания «эндогенного» уабаина, приложенного  
в наномолярных концентрациях, с трансдуктор-
ным сайтом Na,K-АТФазы. Очевидно, что уз-
навание атакующей молекулы «трансдукторным» 
сайтом может происходить в соответствии  
с наличием дополнительного фактора. Этим 
фактором, согласно нашему предположению, 
служит способность уабаина хелатировать сво-
бодные ионы Са2+, находящиеся в примембран-
ном пространстве с наружной стороны мембра-
ны ноцицептивного нейрона. Только хелатный 
комплекс уабаин-Ca2+ способен активировать 
трансдукторный сайт Na,K-АТФазы, свободный 
уабаин этим сайтом не узнается. Вероятно, 
важнейшим фактором лиганд-рецепторного 
связывания является образование ион-ионных 
связей между хелатным комплексом уабаин-Ca2+ 
и трансдукторным сайтом. Подчеркнем, что, 
согласно нашему предположению, свободная 
молекула уабаина (без кальция) неспособна 
активировать этот сайт. 

Интенсивность флуоресценции была изме-
рена методом конфокальной лазерной микро-
скопии на эксплантатах спинальных ганглиев, 
как в контрольных опытах, так и после воздей-
ствия ЭУ в концентрации 0,1 нмоль/л. Приме-
нение исследуемого агента в субнаномолярной 
концентрации приводило к ингибированию 
роста нейритов сенсорных нейронов спинальных 
ганглиев, что было визуализировано с исполь-
зованием антител к каналам NaV1.8 и нейрофи-
ламентам и оценено путем измерения флуорес-
ценции антител к каналам NaV1.8 (рис.). 
Интенсивность флуоресценции антител к кана-
лам NaV1.8 в мембране сенсорных нейронов 
спинальных ганглиев измеряли в относительных 
единицах (о. е.). После воздействия ЭУ она со-
ставляла 4,0 ± 0,6 о. е. (n = 16), а в контрольных 
опытах — 5,2 ± 0,4 о. е. (n = 17). Результаты 
иммунофлуоресцентного анализа свидетель-
ствуют о статистически достоверном снижении 
уровня флуоресценции антител к каналам NaV1.8 
после воздействия ЭУ. 

Наши результаты свидетельствуют о том, что 
ЭУ запускает два разных сигнальных процесса. 
Первый, быстрый процесс, приводит к модуляции 
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активационного воротного устройства каналов 
NaV1.8, что снижает их функциональную актив-
ность. Второй, медленный процесс, ведет  
к снижению плотности каналов NaV1.8  
в мембране первичного сенсорного нейрона.  
Мы предполагаем, что в этом случае ЭУ запу-
скает внутриклеточный каскад, ведущий к сни-
жению экспрессии гена SCN10A, продуцирую-
щего каналы NaV1.8. Можно заключить, что 
эндогенный уабаин выполняет важнейшую 
функцию модуляции функциональной актив-
ности каналов NaV1.8 при взаимодействии  

с первичным сенсорным нейроном. В соответ-
ствии с нашими данными, ЭУ может являться 
эндогенным анальгетиком. Практическим  
результатом проведенного исследования стало 
предположение, согласно которому доставка 
уабаина в качестве лекарственной субстанции 
к мембране ноцицептивного нейрона в наномо-
лярной концентрации должна приводить  
к безопасному и эффективному антиноцицеп-
тивному действию этого агента на уровне  
организма.

Рис. Влияние эндогенного уабаина (ЭУ) на плотность каналов NaV1.8 в органотипической культуре нервной ткани.  
Фрагмент зоны роста эксплантата спинальных ганглиев. А — контроль; В — после воздействия ЭУ. 

Окраска антителами к нейрофиламентам (красный), каналам NaV1.8 (зеленый) и ядра DAPI (синий), х10

Fig. Effect of endogenous ouabain (EO) on the density of NaV1.8 channels in organotypic nerve tissue culture. Fragment 
of the explant growth zone of the dorsal root ganglia (third day of culturing). А — control; B — EO-treated explant. 

Immunostaining with antibodies to neurofilaments (red), NaV1.8 channels (green) and DAPI nuclei (blue), x10
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Аннотация. Стресс в критические периоды развития (неонатальный, 
адолесцентный периоды) может оказывать абнормальное влияние на 
развитие гипоталамо-гипофизарно-адренокортикальной системы (ГГАКС), 
морфогенетических и нейрохимических процессов головного мозга, 
увеличивая риск психопатологий. Наряду с этим увеличивается число 
работ, указывающих на возможное адаптивное влияние стресса. 
Практическая значимость этой проблемы вызывает большой интерес  
к изучению механизмов, с помощью которых стресс в раннем возрасте 
повышает стрессоустойчивость организма, но многие вопросы остаются 
нерешенными. Имеющиеся доклинические данные, полученные при 
использовании различных типов стресса (материнская депривация, 
лимитированное гнездо, социальный и пренатальный стресс), дают 
возможность выдвинуть предположение о важном вкладе изменений 
во время развития серотонинергической системы в индивидуальные 
различия восприимчивости стрессовых событий в дальнейшем онтогенезе. 
Баланс между ГГАКС и серотонинергической системой в процессе 
развития является одним из главных условий нормального 
функционирования стрессовой системы. Впервые примененный нами 
болевой стресс при сочетании с пренатальным стрессом позволил 
обнаружить долговременное повышение резистентности болевой системы 
у крысы. Ранее мы показали усиление воспалительного болевого ответа, 
тревожно-депрессивного поведения у пренатально стрессированных 
взрослых самцов и самок крыс. Цель настоящей работы — исследовать 
влияние стресса в препубертатный период развития на пролонгированный 
воспалительный болевой ответ, тревожно-депрессивное поведение  
и стрессорную реактивность ГГАКС у пренатально стрессированных 
взрослых самцов и самок крыс. Кроме того, нас интересовал вопрос, 
изменит ли препубертатный стресс влияние агониста серотонинергических 
рецепторов 5-HT1A буспирона и ингибитора обратного захвата серотонина 
флуоксетина, которые вводили депрессивным крысам во время 
беременности, на поведенческие и гормональную реакции у взрослого 
пренатально стрессированного потомства.

Ключевые слова: стресс, воспалительная боль, депрессивноподобное 
поведение, кортикостерон, онтогенез, крыса.
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Abstract. Stress during critical periods of development can have an abnormal 
effect on the development of the hypothalamic-pituitary-adrenocortical 
system (HPA axis), morphogenetic and neurochemical processes of the brain, 
increasing the risk of psychopathologies. Along with this, there is an increasing 
number of works indicating the possible adaptive influence of stress. This 
issue is of practical value which explains the popularity of studies in the 
mechanisms by which stress at an early age increases the body’s resistance 
to stress. The available data suggest an important contribution of the serotonergic 
system to individual differences in the susceptibility to stress events further 
in life. The balance between the HPA axis and serotonergic system during 
development is one of the main conditions for the normal functioning of the 
stress system. We were the first to use pain stress to study the mechanisms 
of stress neutralization by another pain stress. Previously, we showed an 
increase in inflammatory pain response in prenatally stressed adult male and 
female rats. The aim of this work was to investigate the effect of stress during 
the prepubertal period of development on inflammatory pain, anxiety / 
depression disorders, and stress reactivity of the HPA axis in prenatally 
stressed adult male and female rats. In addition, we studied the question of 
whether prepubertal stress may change the effect of the 5-HT1A receptor 
agonist buspirone and the serotonin reuptake inhibitor fluoxetine administered 
to depressed rats during pregnancy on behavioral and hormonal responses 
in the adult prenatally stressed offspring.

Keywords: stress, inflammatory pain, depressive-like behavior, corticosterone, 
ontogenesis, the rat.

Введение

Стресс во время критических периодов раз-
вития увеличивает риск формирования психи-
ческих отклонений, что подтверждается данны-
ми, полученными на человеке и животных (Monk 
et al. 2019). Гипоталамо-гипофизарно-адрено-
кортикальная система (ГГАКС) в норме обе-
спечивает адекватный стрессорный ответ, мо-
билизуя запас энергии, подавляя иммунный 
ответ и усиливая эффекты, опосредуемые сим-

патической нервной системой (de Kloet et al. 
2005). Периферический гормон ГГАКС кортизол 
у человека и кортикостерон у животных про-
никает через гематоэнцефалический барьер, 
влияет на развитие головного мозга и этим на 
поведение. При сильном стрессе в пренатальном 
периоде гормональная защитная система пла-
центы не справляется с этой функцией, что 
приводит к поступлению избыточного количе-
ства глюкокортикоидов в головной мозг плода 
и, как следствие, к нарушению в нем интенсив-
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но происходящих в этот период развития мор-
фогенетических процессов. Последствия этих 
нарушений имеют долговременный характер, 
проявляющийся во многих нейробиологических 
системах, включая ГГАКC, разные типы пове-
дения и ноцицептивную систему (Knaepen et al. 
2014). Стресс в препубертатный период раз-
вития, который характеризуется реорганизаци-
ей в нейрогормональных и медиаторных систе-
мах и высокой пластичностью, обусловливающей 
повышенную чувствительность к раздражителям, 
является, как и пренатальный стресс, фактором 
риска для нарушения поведения и функциональ-
ной активности нейроэндокринных систем 
(McCormick et al. 2010). 

В последнее время увеличивается число ра-
бот, указывающих на возможное адаптивное 
влияние стресса (van Bodegom et al. 2017). Прак-
тическая значимость этой проблемы вызывает 
большой интерес к изучению механизмов,  
с помощью которых негативный стресс в раннем 
возрасте, модифицируя процессы развития  
в центральной нервной системе, может создать 
условия для повышения стрессоустойчивости 
организма к новому подобному стрессу в даль-
нейшем постнатальном онтогенезе (Daskalakis 
et al. 2013). Проведенные исследования на жи-
вотных, в которых в качестве стресса применя-
ли материнскую депривацию, лимитированное 
гнездо, хронический умеренный стресс, соци-
альный или пренатальный стресс, а влияние 
стресса в раннем возрасте изучали преимуще-
ственно на стрессоустойчивость к эмоциональ-
ному и социальному типам стресса, позволили 
сделать предположение о важном вкладе из-
менений во время раннего развития серотони-
нергической системы в индивидуальные раз-
личия восприимчивости стрессовых событий 
во взрослом возрасте (Brummelte et al. 2017).

Впервые примененный нами болевой стресс 
в сочетании с пренатальным стрессом позволил 
обнаружить долговременное повышение рези-
стентности болевой системы у крысы (Butkevich 
et al. 2016). Полученные нами данные позволи-
ли использовать болевой стресс для исследова-
ния механизмов феномена нейтрализации стрес-
са другим стрессом (Mooney-Leber et al. 2020). 
Одним из главных условий нормального функ-
ционирования стрессовой системы является 
баланс в процессе развития между ГГАК и се-
ротонинергической системами. Морфофункцио- 
нальные связи между ГГАКС, серотонинерги-
ческой и ноцицептивной системами 
определяют их тесное нейробиологическое 
взаимодействие. Ранее мы показали усиление 
пролонгированного воспалительного болевого 

ответа, тревожно-депрессивного поведения  
у пренатально стрессированных взрослых сам-
цов и самок крыс (Butkevich et al. 2019). Цель 
настоящей работы — исследовать влияние 
стресса в препубертатный период развития на 
пролонгированный воспалительный болевой 
ответ, тревожно-депрессивное поведение  
и стрессорную реактивность ГГАКС у прена-
тально стрессированных взрослых самцов  
и самок крыс. Кроме того, нас интересовал во-
прос, изменит ли препубертатный стресс вли-
яние агониста серотонинергических рецепторов 
5-HT1A буспирона и ингибитора обратного за-
хвата серотонина флуоксетина, которые вводи-
ли их депрессивным матерям во время беремен-
ности, на поведенческие и гормональную 
реакции у взрослых пренатально стрессирован-
ных крыс. Вопрос является актуальным, во-
первых, потому, что серотонинергический ре-
цептор типа 1А (5-HT1A рецептор) является 
одной из важных мишеней пренатального стрес-
са, и, во-вторых, как известно, не всем пациен-
там, страдающим депрессией, помогают анти-
депрессанты. Можно предположить, что одной 
из причин является стресс, пережитый в кри-
тические периоды развития, который снижает 
чувствительность к антидепрессантам.

Материалы и методы

Эксперименты проведены на взрослом 
(90-дневном) потомстве Вистар крыс (самки 
n = 82 и самцы n = 78), рожденном от 50 самок, 
полученных, как и самцы (n = 30), из биоколлек-
ции (ЦКП Биоколлекция ИФ РАН) и доставлен-
ных в виварий лаборатории. В процессе экс-
периментов были соблюдены основные нормы 
и правила биомедицинской этики (European 
Community Council Directives 86/609/EEC). Все 
животные содержались в стандартных условиях 
(свободный доступ к воде и пище, 12-часовой 
день, свет с 8:00). Беременность определяли по 
мазку из влагалища, наличие сперматозоидов  
в мазке обозначали нулевым днем беременности. 
Внутрибрюшинную инъекцию препаратов про-
водили с девятого дня беременности до родов 
(флуоксетин 10 мг/кг, Sigma, буспирон 3,5 мг/кг, 
Sigma, физиологический раствор), контрольные 
крысы подвергались только взятию в руки. Ис-
пользованные дозы препаратов были апроби-
рованы нами ранее (Butkevich et al. 2019).  
С 15-го дня беременности до родов самок, под-
вергнутых инъекциям (кроме контрольных 
самок), утром и вечером в течение 60 мин под-
вергали ограничительному стрессу, помещая 
крыс в цилиндры, резко ограничивающие  
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движение животных. Стресс в последнюю не-
делю беременности самки крысы вызывает у 
плода чрезмерное повышение уровня кортико-
стерона, что приводит в дальнейшем к развитию 
депрессивноподобного поведения у потомства 
(Weinstock 2017), поэтому такой тип стресса 
используют в качестве модели пренатального 
стресса для потомства. Введение стрессирован-
ным беременным крысам антидепрессанта 
флуоксетина или анксиолитика буспирона ни-
велирует негативное влияние пренатального 
стресса (Butkevich et al. 2019).

На следующие сутки после рождения в каж-
дом помете оставляли по 4 разнополых крысен-
ка. В исследование были включены следующие 
группы крыс: пренатально не стрессированные 
(контрольные), пренатально стрессированные 
с введением физиологического раствора  
(на графиках обозначены как пренатальный 
стресс), пренатально стрессированные с введе-
нием флуоксетина, пренатально стрессирован-
ные с введением буспирона. 

Крыс (самцы n = 40, самки n = 44) в возрасте 
25 дней (ранний препубертатный период раз-
вития) подвергали стрессу воспалительной боли 
(подкожная инъекция формалина 2,5%, 10 µl  
в подошву левой задней конечности) и через 
три дня — стрессу принудительного плавания. 
При достижении 90-дневного возраста у этих 
животных исследовали воспалительный болевой 
ответ в формалиновом тесте (подкожная инъ-
екция формалина 2,5%, 50 µl в подошву левой 
задней конечности) и через трое суток — уровень 
выраженности депрессивноподобного поведе-
ния в тесте принудительного плавания. Осталь-
ные крысы с пренатальными воздействиями  
и контрольные крысы (самцы n = 38, самки 
n = 38) не были подвергнуты стрессу в препу-
бертатном периоде. В 90-дневном возрасте  
у них исследовали воспалительный болевой 
ответ в формалиновом тесте и уровень выра-
женности депрессивноподобного поведения  
в тесте принудительного плавания по той же 
схеме, что и у животных, подвергнутых препу-
бертатному стрессу.

В стандартизированном формалиновом тесте, 
широко используемом для оценке антиноци-
цептивного действия препаратов, регистриро-
вали  в тоническую фазу двухфазного поведен-
ческого ответа число сгибаний + встряхиваний 
(спинальный уровень) и продолжительность 
реакции вылизывания в сек (супраспинальный 
уровень) в ответ на подкожную инъекцию фор-
малина в подошву левой задней конечности 
(Butkevich, Vershinina 2003). В тесте принуди-
тельного плавания каждую крысу помещали  

на 5 мин в цилиндр с водой (диаметр 25 см, вы-
сота 60 см, температура воды 24–25 °С) и реги-
стрировали время иммобильности, проведенное 
крысой в неподвижном состоянии (показатель 
депрессивноподобного поведения). Через  
30 мин после завершения теста принудитель-
ного плавания у самок крыс декапитацией со-
бирали кровь. Кровь центрифугировали, плазму 
крови хранили при температуре –20 °С. Содер-
жание кортикостерона в плазме крови опреде-
ляли с помощью иммуноферментного анализа 
с использованием реактивов фирмы (Xema-
Medica Co Cat No: K210R).

Полученные данные проверяли на нормаль-
ность выборок с использованием критерия 
Колмогорова — Смирнова с последующим 
текстом статистических методов. Анализ полу-
ченных данных проводили с использованием 
дисперсионного анализа ANOVA в программном 
комплексе SPSS Inc с последующими множе-
ственными апостериорными сравнениями по 
Бонферрони. Данные представлены в виде 
среднего ± стандартная ошибка. Статистические 
решения принимали на 5%-ном уровне значи-
мости. 

Результаты исследований и обсуждение

Воспалительный болевой ответ
Пренатальный стресс увеличил болевой от-

вет спинального (рис. 1A) и супраспинального 
уровней (p < 0,01) (рис. 1C, D) по сравнению  
с ответом у контрольных крыс; пренатально 
введенные флуоксетин и буспирон уменьшили 
болевой ответ по сравнению с соответствую-
щими болевыми ответами у пренатально стрес-
сированных крыс (p < 0,05 во всех случаях)  
(рис. 1A, B, C, D).

Препубертатный стресс внес следующие из-
менения в болевой ответ на спинальном уровне 
у крыс с пренатальными воздействиями по 
сравнению с ответами у крыс без препубертат-
ного стресса: увеличил болевой ответ у самцов 
по сравнению с контролем (p < 0,01), у прена-
тально стрессированных самцов (p < 0,05)  
(рис. 1A) и самок (p < 0,01) (рис. 1B). Вследствие 
того, что препубертатный стресс увеличил бо-
левой ответ у пренатально стрессированных 
крыс, флуоксетин и буспирон проявили анти-
ноцицептивный эффект и уменьшили болевой 
ответ у пренатально стрессированных самцов 
(p < 0,05 и p < 0,01 флуоксетин и буспирон со-
ответственно) и самок (p < 0,01 флуоксетин  
и буспирон). На супраспинальном уровне  
(рис. 1C, D) препубертатный стресс оказал 



106	 https://www.doi.org/10.33910/2687-1270-2021-2-1-102-110

Модуляция воспалительного болевого и гормонального ответов...

Рис. 1. Средние значения числа сгибаний + встряхиваний (A, B) и продолжительности вылизывания (C, D)  
у самцов (A, C) и самок (B, D) крыс, подвергнутых пренатальным воздействиям (пренатальный стресс, 

введение флуоксетина и буспирона) и сочетанию этих воздействий и стрессу в препубертатный период развития. 
1 — контроль, 2 — препубертатный стресс, 3 — пренатальный стресс, 4 — пренатальный 

стресс + препубертатный стресс, 5 — флуоксетин + пренатальный стресс,  
6 — флуоксетин + пренатальный стресс + препубертатный стресс, 7 — буспирон + пренатальный стресс,  

8 — буспирон + пренатальный стресс + препубертатный стресс. *p < 0,05 между сочетанием двух 
стрессов и препубертатным стрессом; **p < 0,01 между пренатальным стрессом и контролем;  

+p < 0,05, между «флуоксетин + пренатальный стресс» и пренатальным стрессом; $p < 0,05 и $$p < 0,01 
между «флуоксетин + сочетание двух стрессов» и сочетанием двух стрессов; ^p < 0,05 между 

«буспирон + пренатальный стресс» и пренатальным стрессом, ^^p < 0,01 между «буспирон + сочетание 
двух стрессов» и сочетанием двух стрессов; &&p < 0,01 между препубертатным стрессом и контролем; 

 #p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001 между пренатальным стрессом и сочетанием двух стрессов,  
а также между препаратом (флуоксетин или буспирон) + пренатальный стресс и препаратом  

(флуоксетин или буспирон) + сочетание стрессов

Fig. 1. Average values of the number of flexions + shaking (A, B) and the duration of licking (C, D) in male (A, C) 
and female (B, D) rats exposed to prenatal effects (prenatal stress, administration of fluoxetine or buspirone)  

and the combination of these influences and stress in the prepubertal period of development.
1 — control, 2 — prepubertal stress, 3 — prenatal stress, 4 — prenatal stress + prepubertal stress, 

5 — fluoxetine + prenatal stress, 6 — fluoxetine + prenatal stress + prepubertal stress, 7 — buspirone + prenatal 
stress, 8 — buspirone + prenatal stress + prepubertal stress. *p < 0.05 between a combination of two stresses and 
prepubertal stress; **p < 0.01 between prenatal stress and control; +p < 0.05, between fluoxetine + prenatal stress 
and prenatal stress; $p < 0.05 and $$p < 0.01 between fluoxetine + combination of two stresses and combination 

of two stresses; ^p < 0.05 between buspirone + prenatal stress and prenatal stress, ^^p < 0.01 between 
buspirone + combination of two stresses and a combination of two stresses; &&p < 0.01 between prepubertal 
stress and control; #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001 between prenatal stress and combination of two stresses,  

and between drug (fluoxetine or buspirone) + prenatal stress and drug (fluoxetine or buspirone) + stress combination
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противоположное влияние на воспалительный 
болевой ответ по сравнению с влиянием на от-
вет спинального уровня. Так, у крыс обоего пола 
было обнаружено уменьшение продолжитель-
ности вылизывания у контрольных (p < 0,01),  
у пренатально стрессированных крыс более чем 
на 50% (p < 0,001, в обоих случаях) и у крыс  
с препаратами (p < 0,001 с флуоксетином у сам-
цов и самок, с буспироном — p < 0,01 у самцов  
и p < 0,001 у самок).

Депрессивноподобное поведение
Пренатальный стресс увеличил время иммо-

бильности у крыс обоего пола (рис. 2A, B) по 
сравнению с этим показателем у контрольных 
крыс; пренатально введенные флуоксетин  
и буспирон уменьшили этот показатель у самцов 
(p < 0,001 флуоксетин и буспирон) и самок  
(p < 0,01, p < 0,001 флуоксетин и буспирон соот-
ветственно). Половые различия обнаружены  
у контрольных крыс (p < 0,01) и у пренатально 
стрессированных (p < 0,001) с меньшим показа-
телем у самок в обоих случаях. 

Препубертатный стресс внес следующие  
изменения в депрессивноподобное поведение  
у крыс с пренатальными воздействиями по срав-
нению с показателем депрессивноподобного  
поведения у крыс без препубертатного стресса:  
увеличил время иммобильности у пренатально 
стрессированных самок (p < 0,001), но не изменил 
у пренатально стрессированных самцов и самок с 
флуоксетином и буспироном. У крыс с препубер-
татным стрессом буспирон уменьшил время им-
мобильности у самцов и самок, флуоксетин — 
только у самцов (p < 0,01 во всех случаях)  
(рис. 2A, B). Препубертатный стресс нивелировал 
половые различия, обнаруженные у пренатально 
стрессированных крыс (рис. 2A, B).

Кортикостерон
Пренатальный стресс увеличил содержание 

кортикостерона в плазме крови в ответ на при-
нудительное плавание у взрослых самок крыс 
по сравнению с содержанием гормона у кон-
трольных крыс, пренатальное введение буспи-
рона снизило реактивность ГГАКС (p < 0,05  
в обоих случаях). Стресс в препубертатный 
период развития увеличил содержание корти-
костерона в ответ на принудительное плавание 
по сравнению с содержанием гормона у кон-
трольных крыс, у пренатально стрессированных 
по сравнению с пренатально стрессированными 
без препубертатного стресса, а также у прена-
тально стрессированных крыс с флуоксетином 
(p < 0,05 во всех случаях) и буспироном (p < 0,01) 
(рис. 3).

Сравнение настоящих и ранее нами полу-
ченных результатов в условиях сочетания пре-
натального стресса и стресса воспалительной 
боли в более ранний период развития (Butkevich 
et al. 2020a; 2020b) позволяет сделать заключение, 
что болевой стресс как в неонатальный, так  
и в препубертатный периоды развития вызыва-
ет у пренатально стрессированных крыс сниже-
ние проноцицептивного влияния пренатально-
го стресса. В результате уменьшенного 
болевого ответа флуоксетин и буспирон не 
проявляют антиноцицептивный эффект. Веро-
ятно, механизмы, лежащие в основе сложного 
взаимодействия между пренатальным и болевым 
стрессом в исследованные нами критические 
периоды развития, участвуют в усилении взаи-
мосвязи серотонинергической, ноцицептивной 
систем и ГГАКС, в результате которого проис-
ходит коррекция нейрональной дисрегуляции, 
приводящей к модуляции активности антиде-
прессантов в зависимости от уровня организа-
ции болевого ответа в ЦНС. Литературные 
данные о влиянии пренатального стресса и боли 
на серотонинергическую и иммунную системы,  
а также данные о противовоспалительных свой-
ствах флуоксетина и буспирона предполагают 
участие взаимодействия иммунной и нервной 
систем в опосредовании антиноцицептивных 
эффектов препаратов (Sharifi et al. 2015).

Обнаруженная в наших работах дифферен-
цированная чувствительность болевого ответа 
спинального и супраспинального уровней  
к болевому стрессу, действующему однонаправ-
ленно в разные критические периоды индиви-
дуального развития, усиливает информативность 
формалинового теста для оценки влияний стрес-
совых событий на ноцицептивную систему. 
Исходя из существующего представления  
о взаимосвязи боли и депрессии, можно пред-
полагать, что ослабление проноцицептивного 
эффекта пренатального стресса, вызванного 
препубертатным стрессом, в болевом ответе 
супраспинального уровня будет соответствовать 
ослаблению депрессивноподобного поведения 
в тесте принудительного плавания. Однако 
оказалось, наоборот, препубертатный стресс  
не смягчил влияние пренатального стресса,  
а у самок даже усилил его, обнаружив сходство 
с влиянием препубертатного стресса на болевой 
ответ спинального уровня. Вероятно, зависимые 
от пола, стресса и гормонов изменения нейро-
иммунной и глиальной активации могли по-
влиять на кортиколимбические структуры и их 
функции.
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Рис. 2. Средние значения времени иммобильности у самцов (A) и самок (B) крыс, подвергнутых 
пренатальным воздействиям (пренатальный стресс, введение флуоксетина и буспирона) и сочетанию 
этих воздействий и стрессу в препубертатный период развития. 1 — контроль, 2 — препубертатный 

стресс, 3 — пренатальный стресс, 4 — пренатальный стресс + препубертатный стресс,  
5 — флуоксетин + пренатальный стресс, 6 — флуоксетин + пренатальный стресс + препубертатный 

стресс, 7 — буспирон + пренатальный стресс, 8 — буспирон + пренатальный стресс + препубертатный 
стресс. **p < 0,01 между пренатальным стрессом и контролем; ***p < 0,001 между сочетанием двух 

стрессов и препубертатным стрессом; ++p < 0,01, +++p < 0,001 между «флуоксетин + пренатальный стресс»  
и пренатальным стрессом; $$p < 0,01 между «флуоксетин + сочетание двух стрессов» и сочетанием двух 
стрессов; ^^^p < 0,001 между «буспирон + пренатальный стресс» и пренатальным стрессом, ^^p < 0,01 

между «буспирон + сочетание двух стрессов» и сочетанием двух стрессов; ###p < 0,001 между 
пренатальным стрессом и сочетанием двух стрессов; 00p < 0,01, 000p < 0,001 половые различия  

у контрольных и пренатально стрессированных крыс

Fig. 2. Average values of the immobility time in male (A) and female (B) rats subjected to prenatal effects 
(prenatal stress, administration of fluoxetine and buspirone) and the combination of these effects and stress  

in the prepubertal period of development. 1 — control, 2 — prepubertal stress, 3 — prenatal stress, 4 — prenatal 
stress + prepubertal stress, 5 — fluoxetine + prenatal stress, 6 — fluoxetine + prenatal stress + prepubertal 

stress, 7 — buspirone + prenatal stress, 8—buspirone + prenatal stress + prepubertal stress. **p < 0.01 between 
prenatal stress and control; ***p < 0.001 between a combination of two stresses and prepubertal stress;  

++p < 0.01, +++p < 0.001 between fluoxetine + prenatal stress and prenatal stress; $$p < 0.01 between 
fluoxetine + combination of two stresses and the combination of two stresses; ^^^p < 0.001 between 

buspirone + prenatal stress and prenatal stress, ^^p < 0.01 between buspirone + combination of two stresses  
and a combination of two stresses; ###p < 0.001 between prenatal stress and the combination of two stresses;  

00p <0.01, 000p <0.001 sex differences in control and prenatally stressed rats

https://www.doi.org/10.33910/2687-1270-2021-2-1-102-110
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Рис. 3. Средние значения стрессорного ответа кортикостерона в плазме крови на принудительное 
плавание у самок крыс, подвергнутых пренатальным воздействиям (пренатальный стресс, введение 

флуоксетина и буспирона) и сочетанию этих воздействий и стрессу в препубертатный период развития.  
1 — контроль, 2 — препубертатный стресс, 3 — пренатальный стресс, 4 — пренатальный 

стресс + препубертатный стресс, 5 — флуоксетин + пренатальный стресс,  
6 — флуоксетин + пренатальный стресс + препубертатный стресс, 7 — буспирон + пренатальный стресс,  
8 — буспирон + пренатальный стресс + препубертатный стресс. *p < 0,05 между пренатальным стрессом 

и контролем; +p < 0,05 между пренатальным стрессом и сочетанием двух стрессов; &p < 0,05 между 
препубертатным стрессом и контролем; #p < 0,05 между «флуоксетин + сочетание стрессов»  
и «флуоксетин + пренатальный стресс»; ##p < 0,01 между «буспирон + сочетание стрессов»  

и «буспирон + пренатальный стресс»

Fig. 3. Average values of stress response of corticosterone in blood plasma in response to forced swimming  
in female rats subjected to prenatal effects (prenatal stress, administration of fluoxetine and buspirone)  
and the combination of these effects and stress in the prepubertal period of development. 1 — control,  

2 — prepubertal stress, 3 — prenatal stress, 4 — prenatal stress + prepubertal stress, 5 — fluoxetine + prenatal 
stress, 6 — fluoxetine + prenatal stress + prepubertal stress, 7 — buspirone + prenatal stress,  

8 — buspirone + prenatal stress + prepubertal stress. *p < 0.05 between prenatal stress and control;  
+p < 0.05 between prenatal stress and a combination of two stresses; &p < 0.05 between prepubertal stress  

and control; #p < 0.05 between fluoxetine + stress combination and fluoxetine + prenatal stress;  
##p < 0.01 between buspirone + stress combination and buspirone + prenatal stress

Таким образом, препубертатный стресс фор-
мирует фенотип с повышенной стрессо- 
устойчивостью к воспалительной боли у прена-
тально стрессированных взрослых крыс обоего 
пола. Достоверность различий в содержании 
кортикостерона в плазме крови в ответ на при-
нудительное плавание, обнаруженная у крыс  
с пренатальными воздействиями, нивелируется 
у особей, подвергнутых сочетанию пренатальных 
воздействий и стресса в препубертатном пери-
оде. Наблюдаемое «выравнивание» стрессорной 
реактивности ГГАКС у последних спекулятивно 
можно сравнить с «выравниванием» у них бо-

левых ответов, организованных на супраспи-
нальном уровне, тогда как повышение содер- 
жания кортикостерона в плазме крови  —  
с увеличением болевых ответов спинального 
уровня. 

Благодарности
Мы благодарим Е. Н. Лаврову и Н. А. Улано-

ву, старших лаборантов лаборатории, наших 
бессменных многолетних ассистентов за помощь 
в проведении экспериментов, а также д. б. н. 
Е. И. Тюлькову (лаб. регуляции функций нейро-
нов мозга, зав. д. б. н. Е. А. Рыбникова) за про-
ведение анализа по кортикостерону.

http://www.infran.ru/labs/SamoilovMO_r.htm
http://www.infran.ru/labs/SamoilovMO_r.htm


110	 https://www.doi.org/10.33910/2687-1270-2021-2-1-102-110

Модуляция воспалительного болевого и гормонального ответов...

References

Brummelte, S., Mc Glanaghy, E., Bonnin, A., Oberlander, T. F. (2017) Developmental changes in serotonin signaling: 
Implications for early brain function, behavior and adaptation. Neuroscience, vol. 342, pp. 212–231.  
https://www.doi.org/10.1016/j.neuroscience.2016.02.037 (In English)

Butkevich, I. P., Mikhailenko, V. A., Vershinina, E. A. (2020a) The effect of stress and antidepressants in the prenatal 
period on different types of adaptive behavior and cognitive abilities of prepubertal female rats. Zhurnal 
evolyutsionnoj biokhimii i fiziologii — Journal of Evolutionary Biochemistry and Physiology, vol. 56, no. 2, 
pp. 127–137. https://www.doi.org/10.31857/S0044452920020035

Butkevich, I. P., Mikhailenko, V. A., Vershinina, E. A. (2020b) The influence of perinatal stress and antidepressants 
on different types of adaptive behavior and cognitive abilities of prepubertal female rats. Journal of Evolutionary 
Biochemistry and Physiology, vol. 56, no. 2, pp. 133–144. https://www.doi.org/10.1134/S0022093020020052  
(In English)

Butkevich, I. P., Mikhailenko, V. A., Vershinina, E. A., Aloisi, A. M. (2016) Effects of neonatal pain, stress and their 
interrelation on pain sensitivity in later life in male rats. The Chinese Journal of Physiology, vol. 59, no. 4, 
pp. 225–231. https://www.doi.org/10.4077/CJP.2016.BAE412 (In English)

Butkevich, I. P., Mikhailenko, V. A., Vershinina, E. A., Barr, G. A. (2019) Differences between the prenatal effects 
of fluoxetine or buspirone alone or in combination on pain and affective behaviors in prenatally stressed male 
and female rats. Frontiers in Behavioral Neuroscience, vol. 13, article 125. https://www.doi.org/10.3389/
fnbeh.2019.00125 (In English)

Butkevich, I. P., Vershinina, E. A. (2003) Maternal stress differently alters nociceptive behaviors in the formalin test 
in adult female and male rats. Brain Research, vol. 961, no. 1, pp. 159–165. PMID: 12535789. (In English)

Daskalakis, N. P., Bagot, R. C., Parker, K. J. et al. (2013) The three-hit concept of vulnerability and resilience: Towards 
understanding adaptation to early-life adversity outcome. Psychoneuroendocrinology, vol. 38, no. 9, pp. 1858–1873. 
https://www.doi.org/10.1016/j.psyneuen.2013.06.008 (In English)

De Kloet, E. R., Joëls, M., Holsboer, F. (2005) Stress and the brain: From adaptation to disease. Nature Reviews 
Neuroscience, vol. 6, no. 6, pp. 463–475. https://www.doi.org/10.1038/nrn1683 (In English)

Knaepen, L., Pawluski, J. L., Patijn, J. et al. (2014) Perinatal maternal stress and serotonin signaling: Effects on pain 
sensitivity in offspring. Developmental Psychobiology, vol. 56, no. 5, pp. 885–896. https://www.doi.org/10.1002/
dev.21184 (In English)

McCormick, C. M., Mathews, I. Z., Thomas, C., Watters, P. (2010) Investigations of HPA function and the enduring 
consequences of stressors in adolescence in animal models. Brain and Cognition, vol. 72, no. 1, pp. 73–85. 
https://www.doi.org/10.1016/j.bandc.2009.06.003 (In English)

Monk, C., Lugo-Candelas, C., Trumpff, C. (2019) Prenatal developmental origins of future psychopathology: 
Mechanisms and pathways. Annual Review of Clinical Psychology, vol. 15, pp. 317−344. https://www.doi.
org/10.1146/annurev-clinpsy-050718-095539 (In English)

Mooney-Leber, S. M., Brummelte, S. (2020) Neonatal pain and reduced maternal care alter adult behavior and 
hypothalamic-pituitary-adrenal axis reactivity in a sex-specific manner. Developmental Psychobiology, vol. 62, 
no. 5, pp. 631–643. https://www.doi.org/10.1002/dev.21941 (In English)

Sharifi, H., Nayebi, A. M., Farajnia, S., Haddadi, R. (2015) Effect of chronic administration of buspirone and fluoxetine 
on inflammatory cytokines in 6-Hydroxydopamine-lesioned rats. Drug Research, vol. 65, no. 8, pp. 393–397. 
https://www.doi.org/10.1055/s-0034-1374615 (In English)

van Bodegom, M., Homberg, J. R., Henckens, M. J. A. G. (2017) Modulation of the hypothalamic-pituitary-adrenal 
axis by early life stress exposure. Frontiers in Cellular Neuroscience, vol. 11, article 87. https://www.doi.org/10.3389/
fncel.2017.00087 (In English)

Weinstock, M. (2017) Prenatal stressors in rodents: Effects on behavior. Neurobiology of Stress, vol. 6, pp. 3–13. 
https://www.doi.org/10.1016/j.ynstr.2016.08.004 (In English)

https://www.doi.org/10.33910/2687-1270-2021-2-1-102-110
https://www.doi.org/10.1016/j.neuroscience.2016.02.037
https://link.springer.com/journal/10893
https://www.doi.org/10.31857/S0044452920020035
https://www.doi.org/10.1134/S0022093020020052
https://www.doi.org/10.4077/CJP.2016.BAE412
https://www.doi.org/10.3389/fnbeh.2019.00125
https://www.doi.org/10.3389/fnbeh.2019.00125
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/12535789/
https://www.doi.org/10.1016/j.psyneuen.2013.06.008
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15891777/
https://www.doi.org/10.1038/nrn1683
https://www.doi.org/10.1002/dev.21184
https://www.doi.org/10.1002/dev.21184
https://www.doi.org/10.1016/j.bandc.2009.06.003
https://www.doi.org/10.1146/annurev-clinpsy-050718-095539
https://www.doi.org/10.1146/annurev-clinpsy-050718-095539
https://www.doi.org/10.1002/dev.21941
https://www.doi.org/10.1055/s-0034-1374615
https://www.doi.org/10.3389/fncel.2017.00087
https://www.doi.org/10.3389/fncel.2017.00087
https://www.doi.org/10.1016/j.ynstr.2016.08.004

	Пустая страница

