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Биоресурсные коллекции лабораторных животных  

Одно из центральных направлений пост-
геномной биологии, сформировавшееся 
в ходе реализации геномного проекта, 

заключается в фенотипической аннотации всей 
совокупности генов млекопитающих. Решение 
этой грандиозной задачи требует модельных 
организмов с различными генетическими свой
ствами, что ведет к стремительному росту раз
нообразия лабораторных животных. Предпо
ла гается, что через 20 лет число генетических 
линий мышей превысит 300 тысяч (Abbott, 
Har bor, Nature, 2004). Уже сегодня совокупный 
объем мировых депозитариев содержит более 
220 тысяч генотипов мышей, представленных 
главным образом линиями эмбриональных 
стволовых клеток, из которых не составляет 
труда получить полноценные организмы. Для 
сохранения и эффективного использования это-
го рукотворного биоразнообразия во всех раз  
витых странах создан новый класс биологиче-
ских коллекций – так называемые Цент ры гене
тиче ских ресурсов лабораторных живот ных. 

Упомянутая статья Abbott и Harbor была 
написана в 2004 г., до появления новых техно-
логий геномного редактирования, в частности 
CRISPR/Cas9, которые начали широко внед
ряться после 2010 г. и которые более чем в три 
раза сократили сроки получения новых линий 
мышей. Поэтому особенно актуальным стал 
вопрос о хранении и информационном упорядо-
чении коллекционных фондов. Как отмечается 
в статье Lloyd et al. “Reproducibility: Use mouse 
biobanks or lose them” (Nature, 2015), свыше 50 % 
трансгенных линий мышей были созданы неза-
висимыми научными группами по два раза и бо-
лее. Востребованность лабораторных животных 
современной наукой подтверждается сайтом 
PubMed, который при запросе словосочетаний 
laboratory mouse и transgenic mouse выдает 
1 491 600 и 222 103 цитирований соответственно. 
Вклад экспериментов на лабораторных мышах 
в получение прорывных научных результатов 
красноречиво проиллюстрирован тем фактом, 
что работы 26 нобелевских лауреатов были 
выполнены с использованием ресурсов Джексо-
новской лаборатории (Jackson Laboratory, USA).

Еще один стимул к расширению спектра гене-
тических линий лабораторных животных – про-
возглашенное современным здравоохранением 
развитие персонализированной медицины. Этот 
девиз формирует запрос на разнообразие экс-
периментальных животных, моделирующих 

различные варианты патологий, как основы для успеш-
ного поиска индивидуально ориентированных средств 
диагностики, профилактики и лечения болезней. Для 
большинства хронических неинфекционных заболева-
ний, имеющих полиэтиологическую природу, наиболее 
оправданным представляется двусторонний скрининг 
лекарственных препаратов, в рамках которого множество 
тестируемых соединений комбинируют со множеством 
модельных организмов. Для этих целей создают и под-
держивают большое количество генетических линий 
мышей. Так, в одной только Джексоновской лаборатории 
число линий, относящихся к заболеваниям различных 
систем организма, составляет: 2 399 для нейропатоло-
гий; 2 218 для заболеваний иммунной системы; 1 920 для 
сердечнососудистых нарушений; 1 900 для онкологии. 
Сопоставимое число моделей патологий поддерживают 
и Биоресурсный центр общества РИКЕН (BRC RIKEN, 
Japan), и Европейский архив мутантных мышей (The 
European Mouse Mutant Archive, EC).

Российская наука также включилась в работу по соз
данию генетического разнообразия лабораторных жи-
вотных как необходимого условия обеспечения миро-
вого уровня исследований в области фундаментальной 
биологии и биомедицины. Благодаря инициативе нашего 
института «Формирование сети национальных центров 
генетических коллекций лабораторных животных для 
моделирования патологий человека и испытаний новых 
лекарственных препаратов» было включено в список 
из восьми направлений, поддержанных в 2014–2015 гг. 
Министерством образования и науки РФ в качестве при-
оритетных научных задач. Продолжением этой работы 
послужило создание в Федеральном агентстве научных 
организаций (ФАНО) России программы поддержки «Био-
ресурсных коллекций (БРК)», которую возглавляет ака-
демик Н.А. Колчанов. Лабораторные животные являются 
заметной частью БРК ФАНО. Работа БРК любого профиля 
складывается из трех видов деятельности: поддержание 
коллекционного фонда, его пополнение и продвижение, 
или популяризация объектов коллекционного хранения. 
В приложении к лабораторным животным эти виды дея
тельности выражаются: в развитии методов криоархи-
вирования редеривации и контроля качества животных; 
разработке алгоритмов получения генетических линий из 
внешних депозитариев, создании новых генотипов путем 
селекции и генной инженерии; изучении морфофункцио
нальных особенностей новых модельных организмов; 
демонстрации возможностей проведения биоиспытаний 
на коллекционных объектах.

Предлагаемый в данном выпуске журнала цикл статей 
содержит конкретные результаты, полученные в работах 
по генной инженерии, высокотехнологическому феноти-
пированию и биоиспытаниям.

от редактора / from the editorВавиловский журнал генетики и селекции. 2017;21(7):757
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Manipulations with early 
mouse embryos for generation 
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Recently, genome-editing technologies have  become 
more efficient and accessible. The discovery of nucle-
ases for directional genome editing (CRISPR/Cas9, 
TALEN, ZFNs) significantly accelerated and simplified 
the production of mice with targeted gene editing in 
the genome. Until last time, the CRISPR/Cas9 system 
noticeably simplified the preparation of knockout 
or transgenic mice. CRISPR/Cas9 technology was 
successfully applied for gene knockout and knock-in, 
generation of large deletions or directed insertions 
in targeted genome regions in embryonic stem cells 
(ESCs).When injected into blastocysts, such  modified 
ESCs are able to generate chimeras producing gametes 
with an identical genotype with ESC. Thus, it can iden-
tify animals with modified genomes. More recently, 
CRISPR/Cas9 technology was successfully applied to 
mouse zygotes and the birth of genetic modified mice 
was observed, i. e., the time required for generating 
genome-modified animals decreased significantly. The 
CRISPR/Cas9 system allows making gene knockout, 
large deletions or directed insertions into the target 
region of the genome by cytoplasm or pronuclear 
microinjection into zygotes. In addition, this is faster 
and simpler than similar work with mouse ESCs. Mean-
while, methods of manipulation with early embryos 
and their transplantation to surrogate mothers may 
be somewhat tricky. Therefore, it is important to use 
modern technologies for directional genome editing 
and perfect mastery in the embryological technics. In 
this article, we describe the protocols of microinjec-
tion into the pronucleus or cytoplasm of zygotes and 
injection of embryonic stem cells into the blastocyst 
cavity. We also describe embryological methods, such 
as superovulation, preparation of early stage  embryos,  
surgical operation, production of foster mice. In addi-
tion, we describe the assembly and necessary com-
ponents for the isoflurane anesthetic apparatus and 
isoflurane anesthesia.

Key words: transgenesis; zygote injection; embryonic 
stem cells (ESKs); injection of ESKs into blastocyst; 
embryotransfer.

За последнее время технологии редактирования генома стали 
более эффективными и доступными. Открытие нуклеаз для на-
правленного редактирования геномов (CRISPR/Cas9, TALEN, ZFNs) 
значительно ускорило и упростило получение мышей с адресны-
ми направленными изменениями в геноме. В настоящее время 
наиболее популярной системой является CRISPR/Cas9 благодаря 
своей простоте и высокой эффективности. Технологию CRISPR/ Cas9 
эффективно используют для «нокаутирования» генов, получения 
масштабных делеций или направленных инсерций в целевых 
участках генома на эмбриональных стволовых клетках (ЭСК). 
Такие генетически модифицированные ЭСК после инъекции их в 
полость бластоцист способны генерировать развитие и рождение 
химерных животных, у которых часть гамет имеет идентичный 
генотип ЭСК. Таким образом, среди потомства химерных живот-
ных рождаются мыши с модифицированными геномами. Недавно 
технология CRISPR/Cas9 была успешно применена на зиготах, что 
существенно сократило время получения животных с необходи-
мыми генетическими модификациями. Несмотря на то что совре-
менные технологии редактирования генома упрощают получение 
генно-модифицированных животных, данная технология остается 
сложной в воспроизведении и имеет множество тонкостей из-за 
методов и техник работы с ранними эмбрионами. Вследствие 
этого для исследователя, работающего в области получения генно-
модифицированных животных, важно использование современ-
ных технологий и совершенное владение эмбриологическими 
техниками. В настоящей статье описаны протоколы микроинъек-
ции в пронуклеус или цитоплазму зигот, подготовка растворов для 
микроинъекции, а также методы инъекции ЭСК в полость бласто-
цисты. Помимо этого, приведены протоколы для работы с мыша-
ми, а именно: суперовуляция и подготовка гормонов, получение 
эмбрионов на ранних стадиях (зиготы и бластоцисты), подготовка 
вазектомированных самцов и суррогатных матерей, транспланта-
ция эмбрионов в яйцевод или матку. Отдельно приводится сборка 
и необходимые составляющие наркозного аппарата для изофлура-
нового наркоза и проведение общей анастезии.

Ключевые слова: трансгенез; инъекция в зиготу; эмбриональные 
стволовые клетки (ЭСК); инъекция ЭСК в бластоцисту; 
трансплантация эмбрионов.
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В последнее время с появлением нуклеаз для редак-
тирования геномов (CRISPR/Cas9, TALEN, ZFNs) 
значительно упростилось получение мышей с направ-

ленными изменениями в геноме (Sung et al., 2013; Yang et 
al., 2014). Однако мало изменились способы манипуляций 
с эмбрионами и работы с животными, поэтому такие ме-
тоды могут быть одними из лимитирующих в получении 
нокаутных и трансгенных мышей. 

Классическим путем получения мышей с целевыми 
модификациями генома является инъекция эмбриональ-
ных стволовых клеткок (ЭСК) в полость бластоцисты 
и рождение химер. Первым шагом к развитию данной 
технологии было выделение ЭСК из внутренней клеточ-
ной массы бластоцисты (стадии 3.5 дня после коитуса) 
(Evans, Kaufman, 1981; Martin, 1981). Затем в 1984 г. была 
показана возможность получения химерных мышей путем 
инъекции ЭСК в полость бластоцист. Химерные живот-
ные, в свою очередь, способны продуцировать гаметы 
генотипа, идентичного ЭСК, и тем самым передавать его 
потомкам (Bradley et al., 1984). Вскоре была осуществлена 
гомологичная рекомбинация между экзогенной ДНК и 
эндогенной ДНК хромосомы в клетках млекопитающих 
(Lin et al., 1985). Все это позволило получить первую но
каутную мышь из ЭСК с инсерцией рекомбинантной 
ДНК (несущей селективный ген) в целевой ген путем их 
инъекции в полость бластоцисты для получения химерных 
мышей. Потомство, полученное от химерных мышей, име-
ло нокаутную мутацию в целевом гене (Capecchi, 1989).

Постепенно данная технология совершенствовалась 
и, что важно, не потеряла актуальности и сегодня. Так, 
например, применение пьезодрели при инъеции ЭСК в 
бластоцисту значительно упростило технику инъекции 
ЭСК в полость бластоцисты (Kawase et al., 2001). Позже 
был разработан трудоемкий, но эффективный метод тетра-
плоидной комплементации (инъекции диплоидных ЭСК 
в тетраплоидные бластоцисты), который позволяет полу-
чать рождение генетически модифицрованных животных, 
развившихся из экспериментальных бластоцист, име ющих 
генотип диплоидных ЭСК клеток (Wang, Jaenisсh, 2004). 

В статье (Dupont et al., 2017) опубликован интересный 
способ повышения уровня химеризма с участием ЭСК 
посредством обработки морул фактором FGF (fibroblast
growth factor), который смещает дифференцировку блас
томеров в сторону фибробласта, и, как следствие, клеток 
внутренней клеточной массы становится меньше. Инъе-
цированные в такие бластоцисты ЭСК с большей эффек-
тивностью заселяют внутреннюю клеточную массу, тем 
самым повышаются уровень химеризма и эффективность 
передачи генотипа ЭСК потомкам.

Другой способ получения мышей с модификациями 
генома – пронуклеарная инъекция. Самая первая транс-
генная мышь получена путем микроинъекции экзогенной 
ДНК (Gordon et al., 1980). Среди родившихся 78 мышей 
было получено две трансгенные мыши. Одним из глав-
ных недостатков данной технологии является случайная 
встройка трансгена в геном (Smithies et al., 1985). В 1989 г. 
выполнена работа, целью которой было получение мыши 
с направленной модификацией в геноме путем инъекции 
ДНК в пронуклеус (Brinster et al., 1989). В результате было 
инъецировано 10 602 зиготы, родилось мышей 1 841, среди 

них 506 несли случайную встройку трансгена и лишь одна 
имела нужную целевую модификацию в локусе MHC II, 
что показывает несостоятельность данного метода без 
применения современных технологий для редактирования 
геномов.

Долгое время единственным эффективным способом 
получения мышей с целевыми модификациями генома 
были инъекция ЭСК в полость бластоцист и получение 
химерных мышей. Данная ситуация изменилась после 
открытия нуклеаз для направленного редактирования 
геномов. Так, в 2010 г. показана возможность получения 
нокаутных мышей с высокой эффективностью (20–75 %) 
путем инъекции матричной РНК (мРНК) нуклеазы на 
основе цинковых пальцев (ZFNs) в зиготы мыши (Carbery 
et al., 2010). В 2013 г. получены нокаутные мыши с приме-
нением технологии TALEN при помощи инъекции мРНК 
TALEN в цитоплазму зигот (Sung et al., 2013).

Наибольшим успехом в генной инженерии сегодня 
является открытие системы CRISPR/Cas9, при помощи 
которой в 2013 г. осуществлено редактирование ге нома 
млекопитающих с высокой эффективностью (Cong et al., 
2013; Mali et al., 2013). В 2014 г. данная технология была 
применена для получения нокаутных мышей при помощи 
микроинъекции в зиготу (Yang et al., 2014). С использова-
нием механизмов гомологичной рекомбинации показана 
высокая эффективность целевых вставок в ге ном мыши 
на одноклеточной стадии (Chu et al., 2016; Ra veux et al., 
2017). В исследовании (Boroviak et al., 2016), посвящен-
ном хромосомной инженерии, при помощи технологии 
CRISPR/ Cas9 путем микроинъекции в зиготу осущест-
влены крупномасштабные делеции у мышей. В серии экс-
периментов удалось получить делеции в гене тирозиназы 
размером 9.5; 65; 155; 545 и 1.150 т. п. о. Показана высокая 
частота получения животных с делецией, например при 
создании делеции 1.150 т. п. о. она достигала 30 %. 

Эффективность применения данной технологии на-
прямую через зиготы не исключает получение мышей 
через технологию химер. Показана возможность полу-
чения ЭСК мыши с большими делециями при помощи 
CRISPR/Cas9. Для этого был разработан (Kraft et al., 
2015) 10недельный протокол для получения животного с 
делецией, который назван CRISVar (CRISPR/Casinduced 
structural variants). Интересным в этой работе является то, 
что авторы показали возможность получения не только 
больших делеций (до 1.6 Mb), но и дупликаций/инверсий 
целевого участка. 

Протокол трансгенеза

Материалы
•  CO2инкубатор Shel Lab, Model NO: 21232 или анало-

гичный. 
•  Инвертированный микроскоп (Olympus IX71) с интер-

ференционной оптикой Номарского или аналогичный. 
•  Гидравлические манипуляторы Narishige или аналогич-

ные. 
•  Микроинъекционный шприц Narishige (масляный) или 

аналогичный. 
•  Компрессор Transjector 5246, Eppendorf или аналогич-

ный. 
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•  Стереомикроскоп Olympus SZX10 или аналогичный. 
•  Стереомикроскоп Olympus SZ или аналогичный. 
•  Наркозный аппарат на основе испарителя изофлурана 

TEC3.
•  Пуллер (P1000, Sutter Instrument Co.) или аналогичный. 
•  Стеклянные капилляры (Harvard Apparatus, GC10015). 
•  Пьезодрель PiezoDrill Burleigh или аналогичная. 
•  Центрифуга Centrifuge 5810 R, Eppendorf или анало-

гичная. 
•  Определитель эструса у мышей – Mouse Estrus Detector 

(MEDpro 100, ELML, Латвия).
•  Держатель (холдер) Eppendorf VacuTip (Catalog Number 

930001015). 
•  Игла для инъекции клеток TransferTip (ES) (Catalog 

Num ber 930001040). 
•  Среда для культивирования M2 (Sigma, M7167). 
•  Среда для культивирования M16 (Sigma, M7292). 
•  Минеральное масло (Sigma, M8410). 
•  Гиалуронидаза (H4272, SigmaAldrich). 
•  PMSG (Фоллигон (Folligon), Интервет Интернешнл Б.В., 

Нидерланды), ветеринарный препарат. 
•  hCG (Хорулон (Chorulon), Интервет Интернешнл Б.В., 

Нидерланды), ветеринарный препарат. 
•  Гибридные мыши первого поколения С57BL/6 × CBA 

(B6CBAF1) или C57BL/6 × DBA/2 (B6D2F1), самки, 
воз раст два месяца.

•  Мыши линии С57BL/6, самцы.
•  Мыши линии CD1, самцы и самки.

Сборка наркозного аппарата  
на основе испарителя изофлурана TEC3 
Испаритель TEC3 имеет камеру, в которой происходит ис-
парение изофлурана, и в зависимости от потока воздуха, 
который проходит через аппарат, можно регулировать 
концентрацию анестетика в выходящем воздухе. 

Для сборки наркозного аппарата, помимо самого ис-
парителя, необходимы воздушный компрессор,  ротаметр 
(с возможностью регулировать воздушный поток от 0 до 
1000 мл/мин), силиконовые трубки, прозрачная пластико-
вая индукционная камера и маска для наркоза. В  качестве 
компрессора можно использовать аквариум ный ком
прессор с равномерной подачей воздуха и производи-
тельностью 400 л/мин или более (например, компрессор 
Tetra APS 400). Вместо компрессора можно использовать 
баллон со сжатым воздухом. Для индукционной камеры 
хорошо подходит пластиковый пищевой контейнер, а для 
маски – одноразовый шприц объемом 20–25 мл.

Последовательность подключения. К выходному 
отверстию воздушного компрессора присоединить вход-
ной разъем ротаметра через силиконовый шланг, далее 
к выходному отверстию ротаметра подключить входное 
отверстие испарителя через силиконовый шланг. К выход-
ному отверстию испарителя присоединить силиконовый 
шланг, через который будет поступать смесь воздуха с 
изофлураном к животному. 

Для изготовления индукционной камеры в пищевом 
контейнере просверлить отверстие для подключения 
шланга. Для изготовления наркозной маски из шприца 
удалить поршень и использовать только цилиндр корпу-
са. Шприц имеет удобный наконечник, подходящий для 

присоединения шланга; для удобства операции шприц 
можно прикрепить на тонкую пластиковую пластинку для 
изменения положения мыши во время операции. 
ВАЖНО! Для соблюдения правил безопасности персо-
нала наркозный аппарат устанавливать в помещении с 
хорошей активной вентиляцией или в вытяжном шкафу.

Наркоз
Операция проводится с использованием ингаляционного 
изофлуранового наркоза. Мышь помещается в индукцион-
ную камеру (параметры наркоза: поток воздуха от 200 до 
1 000 мл/мин, концентрация изофлурана 5 об., %). После 
того как мышь заснула, переподключить шланг к наркоз-
ной маске и выставить новые параметры наркоза (200 мл 
поток воздуха и концентрация изофлурана 1.5–2.5 об., %. 
Во время операции важно следить за дыханием мыши 
и регулировать концентрацию изофлурана. Как только 
мышь заснет, проверить при помощи пинцета наличие/от-
сутствие болевых рефлексов на задних конечностях. При 
их отсутствии начать операцию. Преимущества данного 
наркоза – хороший вход и выход животного из состояния 
наркоза, легкое управление его глубиной, безопасность 
препарата и низкое влияние на витальные функции. 

Подготовка вазектомированных самцов
За две недели до начала эксперимента необходимо подго-
товить 20 вазектомированных самцов линии CD1 (можно 
использовать самцов других линий). 

Вазектомия. Наркотизировать мышь. Положение 
мыши: на спине. Обработать операционное поле 70 % 
раствором этилового спирта. Выполнить поперечный раз-
рез кожи в нижней части живота, выше препуциальных 
желез. Салфеткой, смоченной спиртом, удалить волосы из 
операционного поля, оставшиеся после разреза. 
ВАЖНО! Не повредить препуциальные железы во время 
операции.

Далее выполнить поперечный разрез мышечной стенки. 
Переместить семенники в брюшную полость надавли-
ванием на мошонку. В операционном разрезе должны 
появиться жировые капсулы семенников. Вытащить один 
из семенников за жировую капсулу из операционной 
раны, закрепить небольшим зажимом, найти и выделить 
семявыводящий проток. Пережечь или перевязать проток 
в двух местах (выше и ниже выхода протока). При перевя-
зывании необходимо удалить участок между узлов. Лучше 
использовать метод пережигания, так как он быстрее и 
удобнее, чем перевязывание, а также менее травматичен. 
Для пережигания семенного канатика можно использовать 
раскаленные на спиртовке бранши пинцета или паяльник 
с небольшим жалом.

Погрузить семенник с жировой капсулой обратно в брюш-
ную полость, выполнить вазектомию на втором семенни-
ке. Послойно ушить рану, сначала мышечную стенку – кет-
гутом одиндва шва, затем кожу – капроном одиндва шва. 
ВАЖНО! При ушивании брюшной стенки не повредить 
препуциальные железы. Извлечь мышь из наркозной маски 
и перенести в клетку.

Рассадить вазектомированных самцов по индивиду
альным клеткам, подсадить по однойдве самки для тес
тирования. 
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Манипуляции с ранними эмбрионами мыши  
для создания генетически модифицированных животных

Суперовуляция
Препараты для суперовуляции
•  «Фоллигон» 1000 МЕ/5мл, соответствует PMSG.
•  «Хорулон» 1500 МЕ/5мл, соответствует hCG.
Разведение препаратов
•  Развести «Фоллигон»: один флакон в 5 мл стандартного 

растворителя. Полученные 5 мл раствора довести до 
20 мл физиологическим раствором. Конечная концен-
трация препарата 0.05 МЕ/мкл.

•  Развести «Хорулон»: один флакон в 5 мл растворителя. 
Полученные 5 мл раствора довести до 30 мл физиоло-
гическим раствором. Конечная концентрация препарата 
0.05 МЕ/мкл.

•  Препараты расфасовать, хранить при температуре от 
–70 до –80 °С. Непосредственно перед применением 
препараты разморозить и держать на льду до инъекции. 
Повторно замораживать нельзя. 

Схема суперовуляции
•  В первый день в 16:00 – 7.5 МЕ (150 мкл) PMS на мышь.
•  На третий день в 13:00 – 7.5 МЕ (150 мкл) hCG на мышь.
•  Вечером, с 17:00 до 18:00, самок подсадить к фертиль-

ным самцам. 
ВАЖНО! Подсаживать самок по одной в клетки к сам-
цам, а не наоборот. Не рекомендуется менять подстилку 
у самца в день или за день до подсадки самки. 
•  Утром, с 9:00 до 10:00, проверить самок на наличие 

вагинальных пробок. Отмечать активных самцов, вы-
браковывая неактивных, создавая тем самым группу 
самцов с высоким репродуктивным потенциалом.

Подготовка суррогатных матерей
За день до дня трансплантации эмбрионов необходимо 
подсадить по дветри самки линии CD1 в клетки к вазек-
томированным самцам. Утром, с 9:00 до 10:00, проверить 
всех самок на наличие вагинальных пробок, особей с 
пробками отсадить в отдельную клетку. Для увеличения 
эффективности эмбриотрансфера рекомендуется опреде-
лять у самок СД1 эструс прибором Mouse Estrus Detector 
(Латвия).

Инъекция зигот в цитоплазму или пронуклеус
Получение зигот. 6–10 суперовулированных самок 
(B6CBAF1 или B6D2F1) подсадить по одной в клетки к 
самцам линии C57BL/6 на ночь (см. описание суперовуля-
ции). Отобрать особей с вагинальной пробкой. Забить мы-
шей дислокацией шейных позвонков. Извлечь яйцеводы 
и поместить в каплю 100–200 мкл среды М2. Под стерео
микроскопом в капле, придерживая яйцевод ювелирным 
пинцетом, разорвать ампулу при помощи инсулиновой 
иглы. Из разрыва в каплю со средой должны выпасть зи-
готы, окруженные кумулюсными клетками. После того как 
зиготы извлечены в каплю, добавить гиалуронидазу (из 
расчета конечной концентрации гиалуронидазы в капле 
300 мкг/мл). Контролировать лизирование кумулюсных 
клеток под микроскопом. Затем зиготы отмыть последо-
вательно через дветри капли со свежей средой М2. После 
промывки перенести зиготы в капли с М16 под маслом и 
поместить в CO2инкубатор до момента инъекции. 

Подготовка игл для микроинъекции. Для изготовле
ния игл используются стеклянные капилляры (Harvard 

Apparatus, GC10015), которые оттягиваются на пулле ре 
(P1000, Sutter Instrument) при следующих  параметрах: 
Heat 530, Pull 180, Vel. 60, Time 155, Pressure 200, 
Ramp 508. Полученные иглы загибать до нужного угла 
(35°) на Micro Forge. Готовые иглы можно хранить в гер-
метичной коробочке из пластика не более одной недели.

Подготовка инъекционного раствора. Перед началом 
инъекции инъекционный раствор отфильтровать (микро-
фильтр 0.22 Мкм), отцентрифугировать и расфасовать 
по 10–20 мкл (пробирки для растворов промывать водой 
для удаления микропылинок пластика). Непосредственно 
перед заполнением иньекционной иглы пробирку с раство-
ром центрифугировать при 2 °C и максимальных оборотах 
в течение 10–15 мин. Затем раствор хранить на льду.

Инъекция. Инъекцию начинать в 13:00, оптимальное 
время для развития пронуклеусов зиготы. В специальную 
камеру с дном из предметного стекла поместить каплю 
100 мкл среды М2. Покрыть сверху минеральным мас-
лом, тестированным для работы с эмбрионами (Sigma,  
M8410). Заполнить капилляр для инъекций через тонкий 
но сик (Microloader, Eppendorf) 2–3 мкл инъекционного 
раствора.

Расположить камеру под микроскоп, установить холдер 
и инъекционную иглу в фокус, в масле отломить кончик 
иглы и выпустить пузырьки воздуха до появления рас-
твора при помощи максимального давления компрессора 
(Transjector 5246, Eppendorf). Переместить холдер и иглу 
в каплю со средой.

Поместить эмбрионы в нижний полюс капли, холдером 
присосать зиготу, переместиться в центр. Оптимальное 
инъекционное давление в иголке 30–50 Па. 

Для инъекции в пронуклеус повернуть зиготу так, 
чтобы пронуклеусы были удобны для прокола. Иголка 
и пронуклеус (мужской пронуклеус лучше подходит для 
инъекции изза большего размера) должны находиться 
в одной плоскости. Признаком попадания в пронук
леус служит небольшое его увеличение. Если мембрана 
пронук леуса не проткнута, то иголка окружена мембраной 
и наблюдаются сферообразные перемещения от конца 
иголки к ее началу. В таком случае можно проткнуть 
пронуклеус насквозь и вернуть иголку обратно в его по-
лость. После увеличения пронуклеуса вытащить иголку, 
переместить инъецированную зиготу в верхний полюс 
и повторить процедуру с новой зиготой. Непригодные 
эмбрионы (неоплодотворенные, фрагментированные или 
зиготы с тремя пронуклеусами) переместить в отдельную  
группу.

При инъекции в цитоплазму соблюдать те же принципы, 
что и при инъекции в пронуклеус. Характерным призна-
ком успешной инъекции является локальное разряжение 
цитоплазмы в области конца иголки. При неудачной инъ-
екции иголка окружена мембраной и происходят сферо
образные перемещения от конца иголки. В такой ситуации 
необходимо проткнуть зиготу до противоположной стенки 
и вернуть иголку обратно в цитоплазму. 

После того как все зиготы инъецированы, переместить 
их в капли со средой М16 в СО2инкубатор и оставить 
культивироваться примерно на один час. После культи-
вирования сортировать выжившие зиготы от повреж  
денных. 
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Трансплантация эмбрионов в воронку яйцевода 
Трансплантация. Наркотизировать мышь. Положение 
мыши: на животе. Обработать операционное поле 70 % 
раствором этилового спирта, удалить излишки спирта сал-
феткой. Выполнить поперечный разрез кожи в проекции 
левого яичника. Салфеткой, смоченной спиртом, удалить 
волосы, оставшиеся после разреза. Рассечь мышечную 
стенку, разрез выполнить над жировой капсулой яичника 
(жировая капсула и яичник хорошо видны через тонкий 
слой мышц). Пинцетом извлечь за жировик яичник, яйце-
вод и начальную часть рога матки. Небольшим зажимом 
за жировую капсулу зафиксировать органокомплекс в на-
правлении позвоночника перпендикулярно. Под капсулой 
яйцевода (капсула переходит с яичника на яйцевод) найти 
воронку и ампулу. Капсула яйцевода пронизана кровенос-
ными сосудами. 
ВАЖНО! Найти ампулу яйцевода, убедиться в наличии в 
ней собственных эмбрионов. Ампула является достовер-
ным анатомическим критерием овуляции. Идентифици-
ровать воронку при помощи двух ювелирных пинцетов, 
аккуратно надорвать капсулу над воронкой между кро-
веносными сосудами. Придерживая воронку пинцетом, 
ввести кончик стеклянного капилляра в воронку. Медленно 
выдуть эмбрионы в яйцевод до первого пузырька.

Аккуратно вернуть яичник в брюшную полость. Рану 
послойно ушить, мышечную стенку ушить однимдвумя 
швами кетгута, кожу – однимдвумя швами капрона. 
Мышей поместить в клетки и следить за пробуждением.

Особенности анатомии яйцевода. Иногда воронка 
яйцевода закреплена глубоко и не определяется через 
капсулу. В таком случае нужно изменить ход операции и 
переместить органокомплекс в сторону левой нижней ко-
нечности. В данной ситуации подсадку эмбрионов выпол-
нить не через воронку яйцевода, а через разрез его стенки.

Разрез выполняется следующим образом. Определить 
положение ампулы яйцевода, выше ампулы (между во
ронкой и ампулой) на изгибе яйцевода при помощи глаз
ных ножниц рассечь стенки, не допуская полного ее 
пересечения. Разрез должен быть минимальным и соот
ветствовать диаметру капилляра. Вставить кончик капил-
ляра в разрез таким образом, чтобы эмбрионы перемеща-
лись из капилляра в сторону ампулы. Выдуть эмбрионы в 
яйцевод до первого пузыря. Далее операцию производить, 
как описано выше.

Инъекция эмбриональных стволовых клеток 
в полость бластоцисты
Подготовка ЭСК мыши. Клетки необходимо вырастить 
заранее, из расчета клетки из одной лунки шестилуноч-
ного планшета на день инъекции. Клетки снять трипси-
ном, центрифугировать, ресуспендировать в 1 мл среды 
и поставить на лед, используя стандартные методы и 
принципы культуральной работы. 
ВАЖНО! В данном протоколе описывается инъекция в 
бластоцисты мышей, имеющих черный окрас шерсти. 
Поэтому для оценки химеризма и передачи генотипа 
ЭСК потомству ЭСК должны быть получены от мышей 
отличной окраски (например, от линии мышей 129S1).

Получение бластоцист. Выполнить суперовуляцию 
6–10 самкам (B6D2F1), подсадить самок по одной к фер-

тильным самцам линии C57Bl/6 (см. описание суперову-
ляции). Бластоцисты получают на 3.5 день после коитуса. 
Мышей забить дислокацией шейных позвонков, извлечь 
матку и начальный отдел вагинальной трубки, удалить 
яйцеводы. Вымыть эмбрионы при помощи шприца со 
сточенной инсулиновой иглой раствором среды М2 под 
стереомикроскопом из рогов матки. Собрать эмбрионы 
(бластоцисты и морулы), перенести в капли среды М16 и 
культивировать в СО2инкубаторе до момента инъекции. 
Морулы оставить в отдельной капле, за время культиви-
рования часть из них созреет до бластоцист. 

Инъекция клеток. Инъекция ЭСК производится в 
специальной камере, дно которой выполнено из стандарт-
ного предметного стекла. Камеру заполнить стандартной 
средой для эмбриональных стволовых клеток (mES growth 
medium). Установить холдер и иглу для инъекций. Разба-
вить ЭСК до удобной плотности и при помощи автома-
тической пипетки поместить их в ванночку (в ее правую 
или левую сторону). 

Для набора клеток в инъекционную иглу использо-
вать масляный шприц Narishige или аналогичный, иглу 
полностью заполнить маслом. Аккуратно набрать клет-
ки в иголку, заполнив ее до максимально возможного 
количества (до потери контроля клеток в иголке). Затем 
перенести несколько бластоцист в камеру. Удобнее вы-
полнять инъекцию при помощи пьезодрели. Использо-
вание пьезодрели позволяет избавляться от налипших 
на иглу клеток, а также легко прокалывать блестящую 
оболочку и проникать в полость бластоцисты. Вне зави-
симости от того, используется или не используется пье-
зодрель, важно попасть в полость бластоцисты и ввести  
10–12 клеток. 

Ошибкой является введение клеток под блестящую 
оболочку. Данную процедуру повторить с другими бла-
стоцистами, пока не закончатся клетки в иголке. Инъе-
цированные бластоцисты поместить в СО2инкубатор.

Трансплантация эмбрионов в полость матки
За дватри дня до трансплантации эмбрионов необходи-
мо подсадить по дветри самки линии CD1 в клетки к 
вазектомированным самцам. Утром следующего дня, в 
9:00, проверить всех самок на наличие вагинальных про-
бок, самок с пробками отсадить в отдельную клетку. На 
второй день (на 2.5 день после покрытия) самок можно 
использовать для трансплантации.

Первые этапы операции аналогичны трансплантации 
эмбрионов в воронку яйцевода. После извлечения орга-
нокомплекса при помощи иглы инсулинового шприца 
проколоть стенку матки. Затем ввести капилляр в полость 
матки и переместить эмбрионы. Аккуратно погрузить 
органокомплекс в брюшную полость и ушить рану. 
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Despite the multitude of anticancer cytostatic drugs 
available to oncologists today, most of such drugs 
have serious side effects that may preclude their use 
in some groups of patients. Hence, selective induction 
of apoptosis in cancer but not normal cells remains 
an attractive goal of molecular medicine. Lactaptin, a 
proteolytic fragment of the human milk kappa-casein, 
has been previously identified as a protein displaying 
potent killing of cancer cells in vitro. Its recombinant 
analog (RL2) produced in E. coli has been shown to 
delay solid tumor growth in vivo. Given that lactaptin 
is of human origin and is not immunogenic, it can be 
administered to patients multiple times without run-
ning the risk of immune response that could dampen 
the therapy efficacy. In the present study, we demon-
strate that the combination of RL2 and cyclophospha-
mide treatments has an additive therapeutic effect 
against hepatoma tumor in immunocompetent mice. 
We asked whether production of lactaptin in human 
rather than bacterial cells would result in a protein 
with increased cytotoxic activity. Using lentiviral vector 
pCDH as a backbone, two constructs, pEL1 and pEL2, 
encoding secreted forms of lactaptin that differ in their 
signal sequences were created. Lactaptin expression 
in human cell lines was confirmed using Western-blot 
analysis, whereas ELISA was used for quantification of 
secreted lactaptin. Next, we measured the cytotoxic 
effects of the media conditioned by pEL1-transfected 
HEK293T cells, as assayed against the panel of three 
human cancer cell lines: MDA-MB-231 (adenocarcino-
ma), PC3 (prostate cancer), and T98G (glioblastoma). 
We show that EL1-derived lactaptin is at least 100-fold 

Несмотря на множество цитостатических противораковых агентов, 
имеющихся в арсенале онкологов в настоящее время, все эти 
препараты обладают значительными побочными эффектами, что 
может ограничивать их использование для некоторых пациентов. 
В связи с этим создание новых противораковых препаратов на 
основе селективных индукторов апоптоза, способных подавлять 
рост опухоли без повреждения здоровых клеток организма, – 
актуальная задача молекулярной медицины. Ранее было показа-
но, что белок лактаптин, фрагмент частичного протеолиза каппа-
казеина из молока человека, индуцирует гибель раковых клеток 
в культуре, а его генно-инженерный аналог (RL2), продуцируемый 
в клетках E. coli, вызывает торможение роста солидных опухолей. 
Так как лактаптин является фрагментом человеческого белка, он 
не иммуногенен и может применяться многократно без риска ин-
дукции специфического иммунного ответа, снижающего эффек-
тивность терапии. Мы обнаружили, что рекомбинантный аналог 
лактаптина в комбинации с циклофосфамидом оказывает аддитив-
ный противоопухолевый эффект. Целью настоящей работы было 
создание рекомбинантного лактаптина с повышенной цитотокси-
ческой активностью за счет его продукции в эукариотических 
клетках. На основе лентивирусного вектора серии pCDH созданы 
конструкции pEL1 и pEL2, которые обеспечивают стабильную 
интеграцию кассет, кодирующих секретируемые формы лактапти-
на EL1 и EL2, отличающиеся лидерными последовательностями. 
Продукция целевых белков подтверждена методом Вестерн-блота; 
количество продуцируемого белка оценивали методом иммуно-
ферментного анализа. Цитотоксическая активность кондициони-
рованной среды от клеток HEK293T, трансфицированных препа-
ратом плазмиды pEL1, проанализирована в отношении панели 
опухолевых клеток человека: аденокарциномы молочной железы 
MDA-MB-231, рака простаты PC3 и глиобластомы T98G. Обнару-
жено, что цитотоксическая активность рекомбинантного аналога 
лактаптина EL1 превышает цитотоксическую активность RL2 более 
чем в 100 раз. Таким образом, полученные данные позволяют пе-
реходить к использованию иммунных клеток в качестве достав-
щиков лактаптина к раковым клеткам для клеточной терапии 
онкологических заболеваний.

Ключевые слова: лактаптин; проапоптотические белки; 
противоопухолевая терапия; лентивирусные конструкции. 
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more cytotoxic than RL2. Taken together, our results 
provide an opportunity for developing armored im-
mune cells as an “off-the-shelf” platform for targeted 
delivery of lactaptin to cancer cells.

Key words: lactaptin; proapoptotic proteins; antitumor 
therapy; lentiviral expression constructs.

Многие цитостатические средства, используемые в 
терапии онкологических заболеваний, обладают 
очень широким диапазоном разрушающего дей-

ствия, причем не только в отношении целевой опухоли, 
но и против здоровых тканей. Одним из возможных до-
полнений к высокотоксичным химиотерапевтическим 
препаратам, позволяющим снизить их эффективную 
дозу и, соответственно, общую токсичность без потери 
противоопухолевого эффекта, может быть использование 
апоптозиндуцирующих белковых препаратов. Возмож-
ность индукции апоптоза раковых клеток белковыми 
фактора ми, специфичными к клеткам опухоли, положена 
в основу создания ряда современных противораковых 
фармакологических средств. Например, препараты на 
основе фактора некроза опухолей (TNFa) и его лигандов – 
FasL и TNFзависимого апоптозиндуцирующего лиганда 
(TRAIL) – уже применяли в клинических исследованиях 
для терапии злокачественных опухолей человека (Nagane 
et al., 2001; Merino et al., 2007). На основе природного 
белка лактаптина, выделенного из молока человека и об-
ладающего цитотоксической активностью в отношении 
ряда опухолевых клеток человека, сконструирован его 
рекомбинантный аналог RL2 для продукции в клетках 
Escherichia coli. При исследовании механизма цитоток-
сического действия RL2 показано, что гибель клеток 
аденокарциномы молочной железы человека MCF7 и 
MDAMB231, индуцируемая действием RL2, проходит 
по механизму апоптоза (Semenov et al., 2010). Исследова-
ние активности рекомбинантного лактаптина RL2 in vivo 
также свидетельствовало о его противоопухолевой актив-
ности в отношении опухолей мыши и человека (Koval et 
al., 2012, 2014). Тем не менее при системном введении RL2 
животным трудно достичь его высокой концентрации в 
опухоли, поскольку время его полувыведения из кровотока 
составляет 0.26 ч (Бондаренко и др., 2015). Этот факт, без-
условно, ограничивает возможности применения RL2 и 
требует развития подходов, позволяющих увеличить как 
его время полужизни, так и локальную концентрацию в 
опухоли. Возможным решением этой задачи может быть 
создание генноинженерных конструкций, обеспечива
ющих продукцию лактаптина в эукариотических клетках, 
резистентных к его проапоптотическому действию. В пер-
спективе такие конструкции можно будет использовать 
в иммунотерапии рака для «армирования» иммунных 
клеток человека с целью усиления их цитотоксической 
активности (Kakarla, Gottschalk, 2014; Song et al., 2016). 

Противоопухолевые агенты на основе таких клеток со-
четают в себе оптимизированное биораспределение и 
высокую цитотоксическую активность, что позволяет 
считать их достаточно универсальными для широких 
групп онкологических больных (Кулемзин, 2017а).

В настоящей работе созданы генноинженерные кон-
струкции, обеспечивающие продукцию рекомбинантного 
лактаптина в клетках эукариот. Рекомбинантный лактап-
тин, секретируемый в среду трансфицированными клет-
ками, обладал значительно большей цитотоксической ак-
тивностью, чем лактаптин, полученный из клеток E. coli.

Материалы и методы
Рекомбинантный аналог лактаптина RL2 получен и очи-
щен по методике, описаной ранее (Semenov et al., 2010).

Линии клеток и животные. Эксперименты на мышах 
проводили согласно рекомендациям по использованию 
лабораторных животных (ECC Directive 86/609/EEC). 
Самки мышей A/J (6–8 нед) получены из SPFвивария 
ИЦиГ СО РАН (г. Новосибирск, Россия). Животных со-
держали в условиях естественного освещения, они имели 
свободный доступ к пище и воде.

Клетки MDAMB231 и T98G получены из Российской 
коллекции клеточных культур позвоночных Института ци-
тологии РАН (г. СанктПетербург, Россия); клетки линий 
PC3 и HEK293T приобретены в ATCC (США). Клетки 
гепатомы ГА1 мыши любезно предоставлены сотрудником 
Института цитологии и генетики Сибирского отделения 
РАН В.И. Калединым. 

Трансплантация опухолевых клеток и лечение мы
шей. Самкам мышей линии A/J интраперитонеально бы
ли трансплантированы клетки гепатомы А1 (2 × 106 кле
ток/ мышь). Через 24 ч после трансплантации опухолевых 
клеток животным раз в два дня интраперитонеально 
вводили препарат RL2 (20 мг/кг) и/или внутривенно цик
лофосфамид (30 мг/кг) курсом из пяти инъекций. Экс пе
риментальные и контрольная группы содержали по восемь 
животных в каждой группе.

Создание конструкций для экспрессии секретиру
емой формы лактаптина в культуре клеток человека. 
Последовательность ДНК, кодирующая фьюжнбелок 
лактаптин6His (RL2), была заимствована из плазми-
ды pVGFFR2PE/LPat. С использованием праймеров 
lactap_AgeF 5′gcaccggtatgaaccagaaacaaccagca3′ и U30R 
5′atgacgttgtagtgtttgggt3′ на матрице pVGFFR2 PE/L  Pat 
проведена ПЦР; полученный продукт гидролизован по 
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сайтам AgeI и EcoRI, фланкирующим ORF RL2. Лигиро
вание данного ДНКфрагмента (~ 370 п. н.) с гидроли зо
ванными по этим же сайтам ДНК векторов pCDHEF1a 
GaussiaSPMCSIREScopGFP и pCDHEF1amIgkMCS
IREScopGFP (Кулемзин, 2017б) позволило получить 
искомые лентивирусные конструкции pCDHEF1a
GaussiaSPlact6HisIREScopGFP и pCDHEF1amIgk
lact6HisIREScopGFP (далее pEL1 и pEL2 соответ-
ственно).

Наработка лактаптина в линии клеток человека 
HEK293T при помощи транзитной трансфекции. Клет-
ки линии HEK293T культивировали в среде IMDM (Gibco, 
ThermoFisher Scienific, США) с 10 % фетальной сыво-
роткой коров HyClone (GE Healthcare, США), 100 мкг/мл 
стрептомицина и 100 ед./мл пенициллина в атмосфере 5 % 
CO2 при 37 °C. Клетки пересевали один раз в два дня или 
за 16 ч перед проведением трансфекции.

Препарат плазмид pEL1 и pEL2 подготовлен с ис-
пользованием наборов очистки плазмидной ДНК EndoFree 
Plasmid Maxi Kit (QIAGEN, Германия) в соответствии с 
рекомендациями производителя. Клетки линии HEK293T 
были трансфицированы препаратами плазмид при по-
мощи кальцийфосфатной трансфекции (Kingston et al., 
2003). Для трансфекции 5 млн клеток в чашке диаметром 
10 см (производство ТРР, #93100, Швеция) использовали 
10 мкг ДНК. Через 6 ч после трансфекции среду в чашках 
заменяли на свежую и инкубировали клетки 48 ч. После 
этого кондиционированные среды фильтровали через 
0.45 мкм PESфильтры и использовали для дальнейшего 
анализа. 

Детекция аналогов лактаптина в кондиционирован
ных средах методом Вестернблота. К аликвотам кон
ди ционированной среды добавляли 1/4 часть (по объе му) 
буфера состава 100 мM TrisHCl pH 6.8, 400 мМ βмер
каптоэтанол, 4 % SDS, 40 % глицерин, бромфеноловый го-
лубой (300 нг/мл), ксилен цианоловый (300 нг/ мл), и нано-
сили на полиакриламидный гель (5 % концентрирующий 
и 15 % разделяющий). В качестве маркера молекулярного 
веса использовали готовый набор предокрашенных белков 
с молекулярной массой 10–260 кДа (Thermo Scientific 
Spectra Multicolor Broad range Protein Ladder, Thermo Fisher 
Scientific, Литва). По окончании электрофореза белки из 
геля переносили на нитроцеллюлозную мембрану (Bio
Rad, США) путем влажного электропереноса при 150 В 
в течение 1 ч в буфере NuPAGE (Novex Life Technologies, 
США). Нитроцеллюлозную мембрану инкубировали в 
буфере iBind Solution (Novex Life Technologies, США) 
на приборе iBind Western (Life Technologies) в течение 
18 ч с добавлением антител к RL2, конъюгированных с 
пероксидазой хрена (клон F14, ООО «Биосан», Россия), 
разведение 1:1 000. После этого мембрану инкубирова-
ли с хемилюминесцентным субстратом (Novex®ECL, 
Invitrogen, США) в течение 1 мин и визуализировали 
данные на люминесцентном сканере CDigit (LICOR, 
США). Данные обрабатывали с помощью программного 
пакета Image Studio Ver 4.0 digits (LICOR, США).

Оценка содержания рекомбинантного лактаптина 
в кондиционированных средах при помощи двух
центрового иммуноферментного анализа. Специфи-
ческие моноклональные антитела к лактаптину (100 мкл) 

(клон F21, ООО «Биосан», РФ) в карбонатбикарбонат
ном буфере (0.015 M Na2CO3, 0.035 M NaHCO3, pH 9.6) 
иммобилизовали на 96луночные сорбционные планшеты 
для иммуноферментного анализа (ИФА) (Costar, США) 
и инкубировали последовательно 60 мин при 37 °С и 
далее 18 ч при 4 оС. Содержимое лунок удаляли, план-
шет дваж ды промывали промывочным буфером (150 мM 
NaCl, 25 мM Tris, 0.05 % Tween20, pH 7.5), добавляли в 
лунки по 200 мкл блокировочного буфера (150 мM NaCl, 
25 мM TrisHCl pH 7.5, 0.05 % Tween20, 0.9 % BSA) и 
инкубировали 1 ч при 37 оС. Лунки дважды промывали 
промывочным буфером и наносили в трех повторах об-
разцы кондиционированной среды, разбавленной в 2, 5 и 
10 раз. Для построения калибровочной кривой готовили 
образцы RL2 (30, 60, 90, 120, 300, 600 нг/ мл) и помещали 
по 100 мкл в трех повторах в подготовленные ИФА план-
шеты. Планшеты инкубировали 1 ч при 37 оС, после чего 
содержимое лунок удаляли и добавляли в каждую лунку 
по 100 мкл моноклональных антител к лактаптину F15 
(ООО «Биосан», Россия), конъюгированных c пероксида-
зой хрена, и инкубировали 1 ч при 37 оС. Лунки промывали 
промывочным буфером, добавляли по 100 мкл субстрата 
(0.05 M цитратнофосфатный буфер, 0.1 мг/мл TMB, 
0.006 % H2O2 pH 5.0) и инкубировали 20 мин в темноте 
при 24 °С. Реакцию останавливали добавлением 100 мкл 
2 М H2SO4. Оптическую плотность раствора в лунках из-
меряли на планшетном спектрофотометре Apollo LB 912 
(Berthold Technologies, Германия) при λ = 450 нм, рефе-
ренсная волна λ = 620 нм. По полученным результатам 
строили калибровочную кривую и по линейному участку 
определяли содержание лактаптина.

Анализ цитотоксической активности методом МТТ. 
Анализ цитотоксической активности образцов кондицио-
нированной среды от клеток HEK293T проводили методом 
МТТ, как описано ранее (Koval et al., 2012). Опухолевые 
клетки высаживали в 96луночные планшеты в количестве 
1.5 × 103 клеток/лунку в среду RPMI1640, содержащую 
20 % по объему фетальной сыворотки телят (Gibco, 
ThermoFisher Scienific, США) с добавлением раствора ан-
тибиотиковантимикотиков состава: 100 ед./ мл пеницил-
лина G, 100 мг/мл стрептомицина сульфата, 0.25 мкг/ мл 
амфотерицина (Gibco, ThermoFisher Scienific, США), и 
растили в течение 24 ч при температуре (37.0 ± 1.0) °С 
в атмосфере (5.0 ± 0.5) % СО2. К лункам добавляли ис-
следуемые субстанции в объеме 100 мкл и продолжали 
культивирование в стандартных условиях. Через 48 ч сре-
ду из лунок удаляли и добавляли по 200 мкл питательной 
среды RPMI1640, содержащей раствор 0.25 мг/мл МТТ 
((3(4,5диметилтиазол2ил)2,5дифенилтетразолина 
бромид) (SigmaAldrich, США)) и продолжали инкуба-
цию в течение 4 ч. Среду из лунок удаляли и растворяли 
оставшиеся кристаллы МТТформазана добавлением 
150 мкл ДМСО (SigmaAldrich, США). Оптическую плот-
ность рас твора измеряли при λ = 570 нм.

Результаты и обсуждение
Активность аналога лактаптина RL2 в отношении 
асцитной формы гепатомы ГА1 мыши. Для сравнитель-
ной оценки противоопухолевого курса терапии RL2 была 
выбрана опухолевая линия гепатома ГА1 мыши. Клетки 



О.А. Коваль, О.Ю. Волкова, А.А. Горчаков … 
Е.В. Кулигина, В.А. Рихтер, А.В. Таранин

2017
21 • 7

767Геномика и генная инженерия Вавиловский журнал генетики и селекции • 2017 • 21 • 7

Сравнительный анализ активности лактаптина,  
полученного в про- и эукариотических системах экспрессии
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опухоли были трансплантированы интраперитониально 
на мышей A/J, интраперитонеальное введение RL2 про-
водили через день, начиная со второго дня после транс-
плантации опухолевых клеток. Поскольку опухоль ГА1 
характеризуется чувствительностью к циклофосфамиду, 
он был выбран в качестве как препарата сравнения, так 
и компонента для комбинированной терапии (Каледин и 
др., 2002). Мы обнаружили, что средняя продолжитель-
ность жизни животных, получавших инъекции RL2, была 
достоверно выше, чем у животных контрольной группы, 
получавших внутрибрюшинные инъекции физиологиче-
ского раствора, и составила 18 и 14 дней соответственно 
(рис. 1).

Инъекции циклофосфамида значительно увеличивали 
продолжительность жизни мышейопухоленосителей 
(в среднем до 26 дней), а наибольшая продолжительность 
жизни отмечена в группе животных, получавших комби-
нированную терапию циклофосфамидом и RL2 (в сред
нем 31 день). Полученные данные свидетельствуют в 
поль зу того, что рекомбинантный аналог лактаптина RL2, 
получаемый из прокариотических клетокпродуцентов, 
наибольшую активность показывает в комбинации со 
стандартным компонентом химиотерапии, циклофосфа-
мидом.

Конструирование плазмид, экспрессирующих ана
логи лактаптина EL1 и EL2, и трансфекция клеток 
НЕК293Т. Для наработки секретируемой формы лактап-
тина в эукариотической системе экспрессии мы исполь-
зовали лентивирусные векторы, в состав которых входят 
лидерные последовательности люциферазы Gaussia 
prin ceps и легкой цепи Igκ мыши под контролем сильного 
промотора гена человека EF1a (рис. 2). 

Данные лидерные последовательности рутинно ис-
пользуются для поверхностной экспрессии или секреции 
целевых белков в клетках млекопитающих (Lo et al., 1998; 
Knappskog et al., 2007), однако a priori не было известно, 
обеспечат ли они эффективную секрецию лактаптина 
из клеток в среду. Структура лентивирусных конструк-
ций предусматривает возможность позитивного отбора 
трансфицированных или трансдуцированных клеток, 
благодаря коэкспрессии сцепленного через IRESэлемент 
флуоресцентного репортера copGFP Pontellina plumata 
(Shagin et al., 2004). Соответствие нуклеотидной последо-
вательности, ожидаемой в pEL1 и pEL2, подтверждали 
секвенированием.

Анализ продукции рекомбинантных аналогов лак
та птина в клетках НЕК293Т. Для исследования про дук
ции аналогов лактаптина EL1 и EL2 клетками НЕК293Т, 
трансфицированными плазмидами pEL1 и pEL2, клетки 
растили до состояния монослоя и отбирали образцы среды. 
Для контроля проводили трансфекцию клеток НЕК293Т 
пустым вектором pCDHEF1aMCSIREScopGFP (Sys-
tem Biosciences, США). Образцы среды анализировали 
методом Вестернблота с применением моноклональных 
IgG мыши к лактаптину. Мы обнаружили, что в образцах 
кондиционированной ростовой среды от клеток HEK293T, 
трансфицированных плазмидами pEL1 и pEL2, моно-
клональные антитела выявляют единственную полосу, 
которая соответствует расчетной массе рекомбинантных 
аналогов лактаптина EL1 и EL2 (рис. 3).

Таким образом, подтверждена секреция белков EL1 и 
EL2 клетками HEK293T. Для того чтобы количественно 
оценить содержание целевых рекомбинантных белков в 
кондиционированной среде, был проведен двухцентро-
вой иммуноферментный анализ. Образцы с известными 
концентрациями белка RL2 использовали для построения 
калибровочной кривой. Мы обнаружили, что концентра-
ция рекомбинантного лактаптина в культуральной среде 
EL1 составляла 510 нг/мл, а EL2 – 420 нг/мл. 

Fig. 1. Mean time to death of A/J mice with intraperitoneally grafted 
GA1 tumors. 
Experimental animals were treated with the RL2 recombinant analog  
of lactaptin and/or cyclophosphamide (CP). 

*Difference between the experimental and control groups significant at p < 0.05. 

Fig. 2. Lentiviral construct pEL-1 expressing the secreted lactaptin form. 
EF1a, promoter of the human EF1a gene; Gaussia SP, signal peptide of Gaussia 
princeps luciferase; IRES, internal ribosome entry site of encephalomyocarditis 
virus; copGFP, green fluorescent protein from the copepod Pontellina plumata; 
RSV, hybrid RSV promoter; HIV LTR, long terminal repeat of HIV-1; gag, truncat-
ed sequence of the HIV-1 gag gene; RRE, HIV-1 REV response element; WPRE, 
woodchuck virus posttransciptional regulatory element; 3’dLTR, truncated 
long terminal repeat of HIV-1; AmpR, ampicillin resistance gene. The structure 
of the pEL-2 plasmid is nearly the same as pEL-1 except for the region encod-
ing the signal peptide: METDTLLLWVLLLWVPGSTG (pEL-2, mIgk) vs. MGVKVL-
FALICIAVAEAKPTG (pEL-1, GaussiaSP).
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Анализ цитотоксической активности кондиционированной среды, со
держащей аналог лактаптина EL1. Ранее нами показано, что IC50 RL2 для 
чувствительных опухолевых клеток в среднем составляет 300 ± 100 мкг/мл 
(Koval et al., 2014, 2015). Полученные данные по содержанию белков EL1 и 
EL2 в кондиционированной среде свидетельствуют о том, что концентрация 
EL1 и EL2 приблизительно в 500 раз ниже значения IC50 RL2. Поэтому для 
оценки цитотоксической активности был использован аналог EL1, содержание 
которого в среде выше, чем EL2. Для анализа цитотоксической активности 
кондиционированной среды, содержащей аналог лактаптина EL1, были вы-
браны клетки опухолевых линий человека различного гистологического про-
исхождения: аденокарциномы молочной железы MDAMB231, рака простаты 
PC3 и глиобластомы T98G.

Поскольку к клеткам добавляли кондиционированную среду, а не выделен-
ный белок, количество белка EL1, добавляемого в лунки, было ограничено 
объемом кондиционированной среды и не превышало 150 мкл. Вследствие 
этого максимальной исследуемой дозой EL1 была доза 375 нг/мл. Данные, 
представленные на гистограммах, свидетельствуют о выраженной цитоток-
сической активности кондиционированной среды, содержащей EL1 (рис. 4). 
Можно видеть, что сравнимое снижение жизнеспособности исследуемых 
клеток вызывало добавление среды с нанограммовым количеством белка EL1 
и микрограммовое количество белка RL2.

Таким образом, мы показали, что кондиционированная среда от клеток 
HEK293T, трансфицированных плазмидой pEL1, содержала целевой белок 
EL1 и оказывала большее цитотоксическое действие на опухолевые клетки 
человека, чем аналог лактаптина RL2, продуцируемый клетками E. coli. 
Учитывая продемонстрированную способность аналога лактаптина RL2 
оказывать противоопухолевое действие in vivo и усиливать действие цикло-
фосфамида, можно предположить, что аналог EL1 будет также проявлять 
высокую противоопухолевую активность как в монорежиме, так и в комби-
нации с традиционными химиотерапевтическими препаратами. Кроме того, 
полученные плазмиды pEL1 и pEL2 могут быть использованы в дальнейшем 
для получения «усиленных» вариантов различных иммунных клеток человека 
для иммунотерапии опухолей. Возможно, такие клетки, помимо своей цито-
токсической активности в отношении опухолевых клетокмишеней, смогут 
выполнять функцию доставщиков лактаптина в опухоль, обеспечивая его 
высокую локальную концентрацию и терапевтический эффект.
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New technologies determining the DNA sequence of 
nucleotides have led to the discovery of hundreds of 
thousands of mononucleotide polymorphic markers, 
some of which are associated with breeding quality 
of animals. Developed on the basis of these achieve-
ments, genomic selection has produced a revolution-
ary shift in the poultry industry. The developed mole-
cular marker system provides a unique opportunity to 
significantly improve the accuracy of estimated breed-
ing values to manage genetic variability, to reduce the 
interval between generations, and accelerate genetic 
progress. Genomic breeding in the poultry industry 
has a number of differences from similar technology 
used in agricultural mammalian species. The existence 
of two categories of chromosomes (macro- and micro-
chromosomes) with different rates of recombination, 
the preferred genomic females evaluation, rapid 
change of generations make their own features. Tech-
nology is introduced rapidly in various sectors of the 
poultry industry, including broiler production, and 
is used by major poultry companies. The individual 
steps of genomic selection need to be improved, and 
the continuous improvement of technology can be 
attained though its use in practical and scientific. The 
improvement of the separate stages of genome selec-
tion will be helped by perfection of registration and 
mathematical treatment of the phenotypical and 
molecular database, imputation and estimations of 
linkage disequilibrium. 

Key words: bird; sequencing; SNP; genomic selection; 
markers; linkage disequilibrium; imputation. 

Новые технологии определения последовательности нуклеоти-
дов ДНК позволили открыть сотни тысяч мононуклеотидных 
поли морфных маркеров, часть из которых ассоциирована с пле-
менны ми качествами животных. Разработанная на основе этих 
достижений геномная селекция произвела революционный сдвиг 
в птицеводстве. Система полиморфных маркеров  предоставляет 
уникальную возможность значительно повышать точность рас-
четных значений селекции, управлять генетической изменчи-
востью, сокращать интервалы между генерациями и ускорять 
генетический прогресс. Геномная селекция в птицеводстве имеет 
ряд отличий от подобной технологии, используемой на сельско-
хозяйственных видах млекопитающих. Наличие двух категорий 
хромосом (микро- и макрохромосомы) с разной скоростью реком-
бинаций, включение в геномную оценку женских особей, а также 
быстрая смена поколений вносят свои особенности. Технология 
интенсивно внедряется в различные отрасли птицеводства, вклю-
чая бройлерное производство, и используется основными птице-
водческими компаниями. Совершенствованию отдельных этапов 
геномной селекции поможет улучшение регистрации количе-
ственных признаков, математической обработки молекулярной 
базы данных, импутации и оценки генетического неравновесия по 
сцеплению. 

Ключевые слова: птица; секвенирование; мононуклеотидный 
полиморфизм; геномная селекция; маркеры; неравновесие по 
сцеплению; импутация.
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Геномная селекция (genomic selection – GS) произвела 
революционный сдвиг в племенной работе. Открытие 
сотен тысяч мононуклеотидных маркеров – SNP (single 

nucleotide polymorphism), охватывающих весь геном и 
связанных с количественными признаками, предоставило 
уникальную возможность значительно повысить точность 
оценки результатов селекции. Управление генетической 
изменчивостью позволило сократить интервал между ге-
нерациями и ускорить генетический прогресс (Smaragdov, 
2009; Яковлев, Смарагдов, 2011). Технология интенсивно 
внедряется в различные отрасли птицеводства, включая 
бройлерное производство, и используется основными 
птицеводческими компаниями: Aviagen, Cobb, HyLine 
International, ISA и др. 

Породы кур отличаются широким разнообразием по 
размеру и массе тела, скорости роста, показателям воспро-
изводства, экстерьеру, окраске и структуре оперения, фор-
ме гребня, особенностями поведения и т. д. Исследование 
генетических маркеров в популяциях птиц дало обширные 
знания о генетике признаков. Технология геномной селек-
ции включает этапы регистрации фенотипических данных 
(например, для яичных пород кур – около 16 признаков), 
выявление ассоциации SNP с фенотипическими признака-
ми (genome wide association study – GWAS), анализ данных 
о регистрируемых признаках референтной популяции (the 
training data) и вычисление индекса племенной ценности 
(Wolc et al., 2011). Оптимальное число поколений в рефе-
рентной популяции, которое позволяет достигать наиболь-
шей точности прогнозирования (genomic estimated breed-
ing values – GEBV), определяется отдельно для каждого 
признака. Оптимальное число поколений может быть 2–4 
или более в зависимости от уровня наследуемости при-
знаков (Weng et al., 2016). На практике оптимальное число 
поколений, которые будут использоваться в референтной 
популяции с множественными признаками отбора, за-
висит от важности признаков в программе разведения.

Прогностическая эффективность геномных оценок 
GEBV складывается из значений ассоциаций между 
SNPмаркерами и фенотипическими данными с учетом 
генетического неравновесия по сцеплению – LD (link-
age disequilibrium) и степени родственных связей птиц. 
Генетический и экономический прогресс достигается за 
счет  повышения уровня регистрируемых показателей в 
увеличивающейся численности поголовья каждой генера-
ции. Точность вычисления племенной ценности зависит в 
основном от определяемой плотности SNPмаркеров при 
помощи используемых чипов, коэффициента наследуе-
мости признака и численности референтной популяции 
(Solberg et al., 2009).

За последнее десятилетие интерес к выявлению генов 
или геномных областей, которые являются объектом 
селекции, растет. Определение SNPмаркеров позволяет 
получить ценную информацию о генах или геномных об-
ластях, которые находились под давлением отбора. Оценка 
генома становится практикой в совершенствовании птиц. 
Несмотря на высокую пропускную способность геноти-
пирования, использование этой технологии в широких 
масштабах ограничивается ее высокой стоимостью. Од-
нако методология геномной селекции совершенствуется 
и имеются реальные надежды на снижение затрат.

Регистрация фенотипической  
и молекулярной эволюции 
Для более полного понимания генетических механизмов 
важно идентифицировать геномные регионы, приводящие 
к фенотипической дифференциации в процессе селекции 
птиц. Общедоступными чипами для кур являются чипы 
средней плотности (SNP60K) или более низкой плотности 
(Groenen et al., 2011) производства Illumina (США) и чип 
высокой плотности типа SNP600K (Kranis et al., 2013) 
производства Affymetrix (США). С использованием чипа 
SNP60K были просканированы геномы двух линий кур, у 
которых в процессе 50 поколений отбора получена 9крат-
ная разница по массе тела (Johansson et al., 2010). Анализ 
свыше 50 000 SNP показал, что в результате селекции в 
линиях фиксированы альтернативные аллели в более 
чем 50 регионах генома. Обнаружено также 10 регионов 
фиксации дифференциации 3го, 5го и 10го поколений. 
Многие регионы по всему геному показали значительные 
различия в частоте аллелей между линиями, например, 
на хромосоме 1 найден регион, связанный с размером 
грудной мышцы, на хромосоме 3 – с ростом и жировым 
обменом, на хромосоме 4, в разных районах, – со скоро-
стью роста и живой массой. Это указывает на эволюцию 
фенотипических признаков в линиях в процессе 50 по-
колений в результате эксплуатации устоявшейся генети-
ческой изменчивости. Различия по частоте аллелей сви-
детельствуют об интенсивности селекции. К сожалению, 
результаты анализов пока не обеспечивают доказательств 
участия конкретных генетических полиморфизмов в фе
нотипической экспрессии, т. е. имеется мало объяснений 
проникновений в суть потенциальных генетических ме
ханизмов, действующих либо на уровне единичных генов, 
либо через взаимодействие конкретных генных сетей. 
Ясно, что эволюция является тем процессом, с помощью 
которого популяции генетически адаптировались в ответ 
на селекцию. Поэтому понимание генетических механиз-
мов, приводящих к фенотипической дифференциации, 
требует идентификации областей в геноме, которые нахо
дились под давлением отбора.

При помощи SNP60Kчипов проведено сравнение вли-
яния GS и традиционной селекции согласно методологии 
BLUP (Best Linear Unbiased Prediction – наилучший ли-
нейный несмещенный прогноз) в трех различных яичных 
линиях кур (Heidaritabar et al., 2014). Средние изменения 
частоты аллелей были больше с GS (0.056, 0.064 и 0.066) 
по сравнению с BLUP (0.044, 0.045 и 0.036) для линий 
B1, B2 и W1 соответственно. В трех линиях, на которых 
использовался BLUP, было выделено 35 регионов, нахо
дящихся под селекционным давлением, тогда как при 
ис пользовании GS было выявлено 70 подобных регионов. 
Оценено изменение частот аллелей по всему геному в 
популяциях, которые прошли селекцию в течение двух 
поколений на основе разных методов – племенной BLUP 
EBV и геномной EBV (GEBV). Пороги изменения частот 
аллелей значительно различались при GS (0.167–0.198) 
и BLUP (0.105–0.126). Эти результаты показывают, что в 
равных условиях при GS степень давления отбора гораздо 
выше, чем при использовании BLUP.

Благодаря использованию молекулярногенетических 
инструментов, в формировании количественных призна

http://isogg.org/wiki/Single-nucleotide_polymorphism
http://isogg.org/wiki/Single-nucleotide_polymorphism
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Johansson AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21079680
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heidaritabar M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25074573
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ков появилось больше ясности, и, следовательно, молеку
лярные маркеры помогут предсказать генетическую цен 
 ность птицы более точно (Dekkers, 2004) и увеличить ге  
нетический прогресс. После разработки сравнительно не-
дорогих и надежных методик генотипирования, особенно 
нового поколения (Pértille et al., 2016), такой подход стал 
возможен в практической селекции (Wang et al., 2009).

Направленный отбор оказывает влияние на гетерозигот-
ность популяции. Большинство методов геномного ана
лиза, разработанных для оценки аллельного разнообразия, 
основаны на расчете частот определенных аллелей (El
ferink et al., 2012), а также на неравновесии по сцеплению 
(Ennis, 2007). Уже ранние исследования показали, что 
частоты желательных аллелей, а также аллели в соседних 
регионах возрастают с течением времени, когда популяция 
подвергается отбору (Smith, Haigh, 1974). Этот процесс 
может увеличить возможность достоверного выявления 
связи SNPмаркера с количественным признаком. Обна-
ружение таких связей в нескольких поколениях и в ре 
 ферентной популяции дает возможность вычислять про-
гноз относительно племенной ценности родителей и бу
дущих потомков.

Геномные исследования полезны для изучения законо-
мерностей изменения ДНК в свете генетической основы 
формирования фенотипических признаков. К настоящему 
времени имеется много сообщений об ассоциации между 
генотипами и фенотипами у кур. Наблюдалась связь не-
которых SNP разных пород с такими признаками, как вес 
тела (Sharma et al., 2008; Bai et al., 2012), ранняя и поздняя 
смертность (Livant et al., 2007), межмышечное отложение 
жира (Zhang et al., 2012), масса брюшного жира и толщина 
подкожного жира (Liu et al., 2006), частота заболеваний 
(Ewald et al., 2011).

Неравновесие по сцеплению определяется как неслу
чайная ассоциация аллелей двух или более локусов (Qan
bari et al., 2010) и является полезным инструментом в 
области генетики и эволюционной биологии, а также 
для понимания уровня инбридинга (GarcíaGámez et al., 
2012) и генетических характеристик популяций живот-
ных (PortoNeto et al., 2014). Завершение первого про-
екта куриного генома сделало возможным развитие и 
использование SNPмаркеров высокой плотности (Kranis 
et al., 2013). Появление чипов с высокой плотностью SNP
маркеров облегчило оценку LD (Hillier et al., 2004). От-
носительно небольшая стоимость чипов низкой плотности 
привела к широкому использованию их в исследованиях. 
Так, чип Illumina SNP60K BeadChip для кур состоит из 
панели 57 636 SNP (Groenen et al., 2011), которые нашли 
применение в анализе различных коммерческих (Qanba ri 
et al., 2010) и генофондных популяций кур (Wragg et al., 
2012). Оценка LD полезна в анализе малочисленных по-
пуляций кур для определения эволюционной истории и 
расчета генетических параметров популяций, особенно 
при отсутствии племенных записей (Andreescu et al., 2007; 
Lu et al., 2012). Точная характеристика неравновесия по 
сцеплению внутри и между популяциями играет важную 
роль в генетических исследованиях домашних птиц, так 
как лежит в основе всех форм картирования генов и явля-
ется важным параметром при проектировании маркерных 
панелей. В исследовании (Aerts et al., 2007) показаны су-

щественные различия в степени LD между популяциями, 
причем у яичных пород имеет место более высокая сте-
пень LD по сравнению с мясными бройлерами (Heifetz et 
al., 2005; Andreescu et al., 2007). Различия в разнообразии 
между макро и микрохромосомами по числу гаплотипов 
и частоте обменов гаплотипов были объяснены вкладом 
неодинаковой скорости рекомбинации в эти двух группах 
хромосом (Megens et al., 2009).

Оценка обмена гаплотипами между популяциями пред-
ставляет интерес, поскольку может помочь в прогнозиро-
вании селекции (de Roos et al., 2008). Анализ обширных 
карт гаплотипов различных популяций (International 
HapMap Consortium, 2005, 2007) подтвердил организацию 
гаплотипов в гаплоблоки. Выяснение структуры гапло-
блоков оказалось полезным для проектирования анализов 
результатов генотипирования SNP, которые фиксируют 
максимальное количество разнообразия гаплотипов (Ga-
briel et al., 2002). Конструкция карты гаплотипов генома 
для курицы важна для разработки анализа генотипирова-
ния в условиях высокой плотности SNP.

Результаты ассоциации SNP и признака в большой сте-
пени зависят как от наличия причинных, т. е. влияющих на 
фенотип, мутаций (SNP), так и от случайных сцеплений. 
Низкий уровень LD может быть аргументом для использо-
вания чипов с более высокой разрешающей способностью 
(Zhao et al., 2007). Прогресс в области секвенирования 
нового поколения и использование чипов с высокой 
плотностью генотипирования открывают более широкие 
возможности для выявления полиморфизмов и дости-
жения точного прогнозирования в геномной селекции. 
Другим из подходов в изучении геномных ассоциаций 
является использование гибридной птицы межлинейного 
кросса вместо чистых линий (Fu et al., 2015). Он повы-
шает эффективность поиска достоверных ассоциаций 
SNP c количественными признаками, что положительно 
сказывается на точности геномных оценок селекции и 
прогноза результатов скрещивания, даже с использовани-
ем чипа 60K. Поиск причинных полиморфизмов, так же 
как и надежный прогноз общей генетической ценности 
кандидатов для отбора, является одной из основных целей 
геномной селекции. Несмотря на различные цели, успех 
этих двух подходов зависит прежде всего от уровня не-
равновесия по сцеплению между маркерами и выявления 
причинных полиморфизмов (Zhao et al., 2007).

Макро- и микрохромосомы  
в геномной оценке
Известно, что у большинства видов птиц геном представ-
лен макро и микрохромосомами. У курицы пять первых 
макрохромосом (GGA 1–5) варьируют в размерах от 50 
до 200 Mb, пять промежуточных хромосом (GGA 6–10) – 
в диапазоне от 20 до 40 Mb, в 28 микрохромосомах 
(GGA 11–38) объем в среднем составляет ~12 Mb и в са  
мых маленьких – ~5 Mb и менее (Rao et al., 2011). В ми кро
хромосомах имеется более высокое содержание GCпар. 
Межгенные расстояния (включая размер интронов) на 
микрохромосомах меньше, что приводит к значительно 
более высокой плотности генов по сравнению с макро
хро мосомами. Расстояние между точками рекомбинации в 
микрохромосомах 50–100 kb/cM, что значительно мень ше 
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по сравнению с макрохромосомами (~300 кb/cM). Отсюда 
LD не может быть одинаковым по всему геному.

Точность прогноза в геномной селекции
Исследование вклада генных (кодирующих) и негенных 
(некодирующих) регионов в обнаружении связей с фе
но типическими проявлениями представляет большой 
ин терес для использования в геномной селекции. До не 
давнего времени изучение геномных ассоциаций было 
сосредоточено на кодирующих генах, о чем свидетель-
ствует появление секвенирования экзонов с разработ
кой специальных компьютерных программ (Cosart et al.,  
2014). Следует отметить, что генотипирование экзонов – 
менее дорогостоящий процесс, чем секвенирование це
ло го генома.

В исследованиях (AbdollahiArpanahi et al., 2016) было 
проведено генотипирование чипами SNP600K Affymetrix 
и поиском ассоциации с рядом фенотипических призна-
ков бройлеров. Последующий анализ шести геномных 
областей (межгенных, интронов, миссенсрайонов, си-
нонимичных кодонов, 5′ и 3′нетранслируемых областей 
и регионов, которые расположены в 5 kb вверх и вниз от 
кодирующих генов) показал, что все геномные области 
имеют важное значение для оценки целевых признаков, 
а такой подход к изучению целого генома является луч-
шим инструментом для прогнозирования количественных 
признаков.

Конечно, класс синонимичных последовательностей, 
как правило, имеет наибольший вклад. Вне зависимости 
от изучаемого признака вклад геномной дисперсии до-
минирования к общей генетической изменчивости был 
незначительным, как и вклад каждого из геномных реги-
онов к дисперсии доминирования. Тем не менее в общей 
сложности вклад доминантной дисперсии в общую гене-
тическую изменчивость был гораздо ниже по сравнению 
с аддитивной дисперсией (AbdollahiArpanahi et al., 2016).

Самая низкая прогностическая способность была полу-
чена для класса миссенс геномных областей. Как известно, 
миссенсмутация приводит к изменению кодона. С другой 
стороны, класс аннотированных синонимичных областей 
включает SNP, для которых замена одного основания на 
другой в кодирующей области не модифицирует амино-
кислоту. В целом имеющиеся результаты исследований 
свидетельствуют о том, что варианты некодирующих нук
леотидных последовательностей в геноме также очень 
важны для прогноза племенной ценности, и внимание не 
должно быть ограничено вариантами в пределах только 
белоккодирующих областей. Вклад в прогноз класса меж-
генных регионов для признаков бройлеров был подтверж-
ден в ряде работ. К тому же увеличение размера выборки 
может повысить мощность прогноза степени проявления 
количественных признаков (Fan et al., 2013; Morota et al., 
2014). Таким образом, все генные и негенные регионы 
вносят свой вклад в фенотипическую вариабельность. 

Данные Энциклопедии элементов ДНК (The ENCODE 
Project, 2012) показывают, что, учитывая многие транс-
крипционные факторы, метилирование ДНК, модифика
цию структуры хроматина и гистонов и другие регуля
торные механизмы, можно считать, что около 80 % ге нома 
имеет биохимические функции. Тем не менее ДНКпосле

довательности в межгенных участках считаются «темной 
материей», или «темной материей транскриптов», так как 
их роль попрежнему неоднозначна. Проведенные иссле-
дования показали, что 43 % регионов в геноме, которые 
обнаруживаются при GWAS, указывают на межгенную 
локализацию (за пределами промотора и расшифрован-
ных областей) и 45 % – на интроны (Hindorff et al., 2009). 
В то же время миссенскодоны и промоторные области 
значительно обогащены признакассоциированными SNP, 
тогда как межгенных областей представлено значительно 
меньше (Kindt et al., 2013). С другой стороны, прогнози
рование по анализу целого генома для предсказания гене-
тической ценности индивидов основывается на эффекте 
всех расчетных вариантов одновременно. Так, выявлено, 
что генные регионы внесли существенный вклад в адди
тивную генетическую изменчивость по сравнению с не  
генными регионами (Yang et al., 2011), так же как и классы 
миссенс и синонимичных геномных областей (Koufario
tis et al., 2014). Миссенсрегионы неизменно характери-
зовались  самой низкой воспроизводимостью, тогда как 
синонимичные регионы имели самую высокую воспро-
изводимость с точки зрения получения корреляций для 
прогноза (Do et al., 2015). Вероятно, вклад неаддитивной 
дисперсии к общей вариации незначителен, в то время 
как взаимодействие внутри и между локусами генома – 
широко распространенное явление.

Мультилокусные взаимодействия вносят значитель-
ный вклад в аддитивную дисперсию и не приводят к 
значительному увеличению неаддитивной генетической 
дисперсии, но если уровень гетерозиготности высок при 
ана лизе множества локусов, то эпистатические локусы 
объ ясняют большую часть неаддитивной дисперсии, хотя 
эпистатические эффекты могут влиять и на аддитивную 
дисперсию. Как правило, предполагают, что чем больше 
количество животных в референтной популяции и чем 
выше наследуемость отдельного признака, тем выше точ-
ность предсказания племенной ценности. Так, определена 
точность прогнозирования в зависимости от числа поко-
лений предков, включенных в референтную популяцию 
линий (Weng et al., 2016). При этом были использованы 
записи 16 фенотипических признаков. Уровень точности 
прогнозирования племенной ценности увеличивался с 
увеличением числа тесно связанных поколений предков. 
Оптимальное число референтных поколений составляло 
4 или более для признаков с высоким коэффициентом на-
следуемости. В среднем точность была выше с моделью 
BayesB, чем с BLUP (анализ родословных). Анализ дан-
ных показал, что точность геномного прогнозирования и 
BLUP может быть под влиянием наследуемости признака, 
характера фиксированных эффектов и степени аддитив-
ных генетических взаимоотношений между фенотипом 
особей и кандидатов для отбора.

Таким образом, геномная точность прогнозирования за-
висит от плотности маркеров чипа (Meuwissen et al., 2001), 
числа животных в референтной популяции (Daetwyler et 
al., 2008; Hayes et al., 2009), размера и числа локусов ко-
личественных признаков, их уровня наследования (Daet
wyler et al., 2010; Kizilkaya et al., 2010), а также от уровня 
неравновесия по сцеплению или связи между маркерами и 
локусами количественных признаков (Habier et al., 2010). 
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Включение данных о животных из прошлых поколений 
способно увеличить объем референтных данных. В от-
личие от BLUP, геномный GBLUPпрогноз, учитывая 
высокий LD между маркерами и QTL далеких поколений, 
вносит свой вклад в точность прогнозирования (Habier et 
al., 2007). Была проведена оценка влияния прошлых по-
колений на точность GEBV с использованием пошагового 
ssGBLUPметода (Lourenco et al., 2014), где геномная 
матрица родства была объединена с аддитивной матрицей 
родства, полученной на основе записей племенного учета. 
Определяли влияние исключения поколений, которые 
могли влиять на снижение точности оценки. Удаление 
данных третьего и четвертого поколений не уменьшало 
заметно точность оценок.

Оптимизация геномного секвенирования нового по-
коления (NGS) по прописи Корнеллского университета 
(CornellGBS), основанная на платформе Illumina (Pértille 
et al., 2016), с предварительным использованием фермен-
тов рестрикции PstI и Sbf I позволила после фильтрации 
134 528 SNP выявить 67 096 уникальных SNP, о 20.7 % из 
которых ранее не сообщалось. Такой подход показал вы-
сокую производительность, особенно в выявлении SNP в 
регионах экзонов и в микрохромосомах, с высокой эконо-
мической эффективностью. Использование этой методики 
открывает более широкие возможности для применения 
генотипирования в птицеводстве.

Проведен анализ данных высокой плотности SNP ли-
нии бройлеров для обнаружения низкого разнообразия 
областей генома, сформированных примерно в течение 
70летней селекции (Stainton et al., 2016). Идентифициро-
вано семь регионов с нулевым разнообразием (гомозигот-
ных районов). Большинство из них были очень малы и не 
содержали много генов. Кроме того, идентифицированы 
15 регионов с возрастанием разнообразия от низкого уров-
ня. Эти участки были крупнее и, как правило, включали 
несколько генов (в том числе IGF1, GPD2, MTNR1AI ). 
Полученные результаты свидетельствуют о том, что иден-
тификация областей нулевого разнообразия может быть 
использована  для характеристики регионов при отборе. 
Регионы, показывающие закономерности разнообразия и 
согласующиеся с селективным всплеском, содержат ряд 
генов, которые являются функциональными кандидатами 
для участия в процессе развития бройлеров. При отсут-
ствии других факторов положительный отбор, в конечном 
счете, может привести к появлению благотворных алле-
лей, которые закрепляются в популяции. Поэтому регио-
ны с низким уровнем изменчивости могут указывать на 
действие положительного отбора и характеризовать цели 
селекции (Sabeti et al., 2002; Kim, Nielsen, 2004). Напри-
мер, один из регионов на хромосоме 1 содержит ген инсу-
линоподобного фактора роста 1 (IGF1) (Zhou et al., 2005), 
регион на хромосоме 7 содержит ген 3фосфатдегидроге-
назы глицерина 2 (GPD2), который связан с увеличением 
производства глицерина и накоплением жира в брюшной 
полости (Resnyk et al., 2013). Локальное уменьшение 
генетической изменчивости может быть следствием бы-
строй фиксации благотворных мутаций. Изу чение таких 
достоверных находок предоставляет ценную информацию 
о геномных областях, несущих интересные гены, которые 
находились под селективным давлением. Дифференциа-

ция различных генотипов поможет понять механизмы, 
которые привели к их фенотипической реализации. Общей 
стратегией геномной оценки является обнаружение досто-
верных маркеров для селекции путем сравнения образцов 
из различных популяций в результате поиска геномных 
областей с существенными генетическими различиями 
специфических признаков. Особый интерес представляет 
обнаружение достоверных значений в популяциях яичных 
кур с использованием программы hapFLK9 (Fariello et al., 
2013), которая позволяет анализировать информацию о 
неравновесии по сцеплению в иерархической структуре 
популяций (Gholami et al., 2015). В результате исследова-
ния трех яичных пород с определением приблизительно 
1 млн SNP обнаружен ряд гаплотипов и генов (в том числе 
IGF-1R, AGRP и STAT5B, Sox10). К тому же использование 
надежных статистических программ позволило снизить 
уровень ложных обнаружений.

Получены подтверждения, что скорость рекомбинации 
положительно коррелирует с нуклеотидным разнообрази-
ем, но не коррелирует с межвидовой дивергенцией (Rao et 
al., 2011). Так, выявлено, что изменение скорости реком-
бинации объясняет более 30 % вариации в уровнях раз-
нообразия среди 29 локусов (Mugal et al., 2013). Очевидно, 
естественный отбор – это основной фактор в формирова-
нии разнообразия молекулярных маркеров, включая SNP 
кур. Следовательно, есть основания предполагать, что 
местные уровни генетического разнообразия в геноме 
кур в основном определяются скоростью рекомбинации.

Импутация
Один из подходов для экономически эффективной реа-
лизации геномной селекции – оценка генотипа чипами с 
низкой плотностью маркеров. Для сравнения результатов 
с генотипом, полученным на чипах с высокой плотностью 
панели, применяют импутацию – метод перерасчета с 
соответствующими поправками. Информация, исполь-
зуемая для импутации, может состоять из сведений о 
неравновесии по сцеплению между маркерами, которые 
обнаруживаются в популяции в результате сегрегации и 
передачи сцепленных маркеров от родителей к потомству. 
В качестве альтернативы было предложено использовать 
чипы низкой плотности с равномерно разнесенными по 
геному SNP  в сочетании с импутацией, чтобы оценить 
GEBV у кандидатов для использования в селекции (Habier 
et al., 2010). При таком подходе небольшое подмножество 
маркеров высокой плотности используется для оценки 
генотипа кандидатов в селекции. 

Применение импутации значительно снижает затраты 
на генотипирование. Естественно, стоит вопрос о пра
вомочности такой оценки и избежании ошибок. Прове
денные исследования показали (Wang et al., 2013b), что 
геномный отбор может быть осуществлен путем гено-
типирования чипами с низкой плотностью маркеров и 
последующей импутацией с потерей точности менее чем 
на 6 %. Существует несколько программ, которые могут 
быть использованы для импутации генотипа, включая 
AlphaImpute (Hickey et al., 2011; Wang et al., 2013а) и 
Beagle (Browning  B.L., Browning  S.R., 2009). Средняя 
частота ошибок импутации генотипа для проверки особи 
определяется как среднее значение абсолютной разности 

http://www.nature.com/articles/srep26929#auth-1
http://ps.oxfordjournals.org/search?author1=C.+Wang&sortspec=date&submit=Submit
http://ps.oxfordjournals.org/search?author1=C.+Wang&sortspec=date&submit=Submit
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наблюдаемых и импутируемых генотипов (Zhang, Druet, 
2010). Как было упомянуто, более высокая плотность 
SNP означает более высокую стоимость генотипирования, 
которая остается ключевым сдерживающим фактором в 
реализации GS в программах разведения животных. Им-
путация геномной информации стала стандартной практи-
кой в современных генетических исследованиях с целью 
увеличения охвата генома и повышения точности GS и 
GWAS. Даже с небольшим числом животных в контроль-
ной популяции может быть достигнута разумная точность 
расчетных данных (Heidaritabar et al., 2015). Высокая плот-
ность SNPгенотипирования массивов является важным 
инструментом обнаружения генетических ассоциаций со 
сложными признаками и тонкой характеристикой локусов 
количественных признаков. В работе (Kranis et al., 2013) 
проведено генотипирование кур с помощью чипа 600K 
Affymetrix® Axiom® HD. По результатам секвенирования 
обнаружено около 196 млн предположительных SNP, из 
которых 1.8 млн были выбраны для генотипирования. 
Из них ~64 % SNP были полиморфными, со стабильным 
менделирующим наследованием. Окончательный массив 
включал 580 954 SNP. Такое тонкое генотипирование 
будет полезным для GWAS, GS, картирования локусов 
количественных признаков, анализа генома для селекции 
и других геномных анализов. Важно, что при этих усло-
виях можно осуществлять строгие критерии фильтрации, 
включающие частоту, локализацию в геноме и в структуре 
генов. При использовании таких методов имеется возмож-
ность более широкого охвата анализом микрохромосом.

Геномная оценка куриц и петухов
Для видов животных, таких как молочный скот, наиболь-
шую выгоду получают от генотипирования производите-
лей, в то время как коровы дают меньше потомства, а зна-
чит, их вклад в генетический прогресс ниже. В программах 
разведения цыплятбройлеров петухи имеют меньше 
потомства по сравнению с быками, а курочки – гораздо 
больше, чем молочные коровы. Большинство производ-
ственных показателей у птиц регистрируется для обоих 
полов. Следовательно, в бройлерном птицеводстве более 
выгодно генотипирование обоих полов. Имеется информа-
ция о вкладе генотипов самцов и самок после обработки 
результатов генотипирования 15 723 бройлеров (Lourenco 
et al., 2014; Liu et al., 2015). Геномные оценки проведены 
в трех вариантах выборок: 4 648 петухов, 8 100 куриц и 
12 748 голов обоих полов. Можно отметить, что в случае 
использования референтной популяции одного пола наи-
большую выгоду для молодых особей генотипированного 
поголовья получает птица того же пола. В целом генотипи-
рование самцов и самок улучшает прогнозы всех молодых 
генотипированных особей, независимо от пола. Важной 
проблемой остается регистрация ложных или неопреде-
ленного уровня ценности ассоциаций с количественными 
признаками SNP и локусов в процессе геномной оценки 
(Brzyski et al., 2017). В разрешении таких задач главное 
значение приобретает использование оригинальных ком-
плексных статистических обработок (Hormozdiari et al., 
2014; Peterson et al., 2016).

Генетическую основу множественных фенотипов часто 
исследуют путем тестирования большой совокупности 

ги потез, проверяющих существование ассоциации между 
каждым из признаков и сотнями тысяч генотипированных 
вариантов. В интересах интерпретируемости результаты 
часто суммируют, чтобы отчетность фокусировалась на 
вариантах, обнаруженных для связи с некоторыми фено-
типами. Применение процедур контроля ложных ассоциа-
ций (false discovery rate – FDR) по всему набору гипотез не 
позволяет контролировать скорость ложного обнаружения 
ассоциированных вариантов, а также ожидаемое значение 
средней доли ложного обнаружения фенотипов, на кото-
рые такие варианты влияют. Предлагаемые иерархические 
процедуры тестирования, позволяющие контролировать 
частоты ошибок, обеспечивают более надежную основу 
для идентификации вариантов с фенотипическими эф-
фектами (Peterson et al., 2016).

Заключение
Технология геномной селекции на современном этапе 
развития имеет достаточный уровень для интенсивного 
внедрения в птицеводстве. Анализ маркеров и гаплотипов 
позволяет повышать точность племенной ценности куриц 
и петухов, регулировать генетическую гетерогенность, 
повышать скорость генетического прогресса. Совершен
ствование геномной селекции может идти по пути улучше-
ния регистрации и математической обработки фенотипи-
ческой и молекулярной базы данных, импутации и более 
глубокой оценки неравновесия по сцеплению.
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Свинья является наиболее перспективным видом для ксе-
нотрансплантации органов и клеток человеку. Внедрение 
ксенотрансплантации в клиническую практику сдержива-
ется возможным риском передачи реципиенту зоонозных 
инфекционных заболеваний. Эндогенные ретровирусы 
свиней (PERV) способны встраиваться в геном клетки в виде 
ДНК-копий. Три типа ретровирусов PERV – А, В и С – раз-
личаются по нуклеотидной последовательности гена env. 
PERV типа A и B могут инфицировать некоторые линии кле-
ток человека in vitro. Для широкого внедрения ксенотранс-
плантации необходим поиск простых фенотипических 
признаков, по которым можно отбирать животных с наи-
меньшим числом ретровирусов в геноме. Целью работы 
было выявление корреляции числа копий гена envA PERV c 
гематологическими показателями, полом и окраской у ми-
ни-свиней Института цитологии и генетики (ИЦиГ) СО РАН. 
Были определены референсные значения восемнадцати 
параметров крови для мини-свиней, включая  абсолютное  
содержание лейкоцитов (WBC), эритроцитов (RBC) и тром-
боцитов (PLT), абсолютное (LYM#) и относительное (LYM%) 
содержание лимфоцитов, абсолютное (MID#) и относитель-
ное (MID%) содержание моноцитов, базофилов и эозино-
филов, абсолютное (GRA#) и относительное (GRA%) содер-
жание гранулоцитов, гематокрит (HCT) и тромбокрит (PCT), 
средний объем эритроцита (MCV) и тромбоцита (MPV). По-
казатели WBC, MID# и GRA#, а также относительная ширина 
распределения эритроцитов по объему (RDW-CV) у самцов 
были достоверно выше, чем у самок. Самки превосходили 
самцов по средней концентрации гемоглобина в эритроци-
тарной массе (MCHC) и относительной ширине распреде-
ления тромбоцитов по объему (PDW-CV). Корреляционный 
анализ показал отсутствие связи между числом копий гена 
envA PERV на клетку и окраской животных. По-видимому, 
сайты инсерции ретровирусов у мини-свиней либо нахо- 

Pig is the most promising species for transplantation of organs 
and cells into humans, although implementation of xenotrans-
plantation in clinical practice has been hindered by the risk 
of infecting the recipient with zoonotic infectious diseases. 
Porcine endogenous retroviruses (PERV) are capable of incor-
porating copies of DNA into the genome of a host cell. Based 
on the nucleotide sequence of the envelope gene (env), three 
main types of pig retrovirus, PERV-A, PERV-B and PERV-C, have 
been recognized, with PERV-A and PERV-B having the capabil-
ity of infecting human cell lines in vitro. Selection for animals 
with low copy number of retroviruses in the genome using 
simple phenotypic indications is required for the widespread 
implementation of xenotransplantation. The objective of this 
study was to evaluate the correlation between PERV-A env gene 
copy number and hematological parameters, gender and coat  
color in miniature pigs of the Institute of Cytology and Gene-
tics (ICG) SB RAS. Reference values for eighteen blood para-
meters of miniature pigs were determined, including white 
blood cell count (WBC), red blood cell count (RBC), platelet 
count (PLT), absolute (LYM#) and relative (LYM%)  lymphocyte 
counts, absolute (MID#) and relative (MID%) monocyte, baso-
phil and eosinophil counts, absolute (GRA#) and relative (GRA%) 
granulocyte counts, hematocrit (HCT) and thrombocrit (PCT), 
mean cell volume (MCV) and mean platelet volume (MPV). 
Males had significantly higher reference values for WBC, MID#, 
GRA# and red cell distribution width (RDW-CV) as compared 
to females. The mean corpuscular hemoglobin  concentration 
(MCHC) and platelet distribution width (PDW-CV) were signi-
ficantly higher in female animals. No correlation between 
PERV-A env gene copy number and the coat color of  animals 
was detected, suggesting that retroviral insertion sites and 
genes that determine the coat color of miniature pigs, namely 
KIT (chromosome 8) and MC1R (chromosome 6), are either 
located far apart on same chromosome or on different chromo-
somes. The copy number of PERV-A env gene in males was 
lower than in females. Presence of multiple copies of PERV-A 
on the X-chromosome is the most probable cause of such 
gender-related differences in miniature pigs. Thus, male minia-
ture pigs of ICG SB RAS should be the source of material for 
xenotransplantation.

Key words: xenotransplantation; miniature pigs of ICG SB RAS; 
porcine endogenous retrovirus; PERV; envA gene; gender; coat 
color; blood test.
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дятся на одной и той же хромосоме, но на значительном ге-
нетическом расстоянии от генов KIT (хромосома 8) и MC1R 
(хромосома 6), контролирующих окраску, либо локализо-
ваны с ними на разных хромосомах. Число копий гена envA 
PERV у самцов было ниже, чем у самок. Наиболее вероятной 
причиной гендерных различий является локализация не-
скольких копий PERV-А на Х хромосоме мини-свиней. Таким 
образом, материал для ксенотрансплантации целесообраз-
но брать у самцов миниатюрных свиней ИЦиГ СО РАН.

Ключевые слова: ксенотрансплантация; мини-свиньи ИЦиГ 
СО РАН; свиной эндогенный ретровирус; PERV; ген envA; 
пол; окраска; анализ крови.

Today, in all countries of the world, the number of people 
with endstage organ failure far exceeds the number of 
donor organs/cells available for transplantation. Xeno-

transplantation of organs/cells from pig to human offers a 
potential solution to this problem. Pig is the most promising 
species for xenotransplantation due to its anatomical and 
physiological similarity to humans, as well as for ethical and 
economic reasons (Ekser et al., 2015). However, the wide-
spread implementation of xenotransplantation in clinical prac-
tice has been hampered by the risk of infecting the recipient 
with zoonotic infectious diseases.

Porcine endogenous retroviruses (PERV) are RNAcon-
taining viruses that are capable of incorporating copies of 
DNA into the host cell’s genome. Therefore, PERV cannot 
be eliminated by breeding pigs under specific pathogenfree 
conditions (Yudin et al., 2011). Since immunosuppressive 
therapy is mandatory after organ transplantation, the recipient 
has a high risk of developing PERV infection (Denner, 2016).

Based on the significant differences in the amino acid 
sequence of the receptorbinding domain of the env gene, 
which encodes a viral envelope protein, three main types of 
pig retrovirus, PERVA, PERVB and PERVC, have been 
recognized. PERVA and PERVB infects not only porcine 
cell lines, but also several human cell lines in vitro, while 
PERVC replicates only in porcine cells (Kimsa et al., 2014). 
Observations of patients treated with living porcine tissues or 
organs have not yet revealed the development of PERV infec-
tion in humans in vivo (Godehardt et al., 2015). It is not clear 
whether these data are due to real lack of virus production 
by pig cells or the result of effective inactivation of released 
virus particles by the immune system.

According to preliminary estimates, the pig genome con-
tains 6 to 10 copies of replicable provirus, 30 to 50 fulllength 
PERV copies and 100 to 200 loci containing partial PERV 
sequence (Niebert, Tonjes, 2005). The number of retro viral in-
tegration sites, generally, positively correlates with the level of 
viral mRNA expression (Ka et al., 2009). The existing methods 
for determining the copy number of PERV in the genome based 
on realtime PCR require special equipment and reagents, 
as well as highly skilled personnel. Identification of simple 
phenotypic indications allowing to select for animals with low 
copy number of retroviruses in the genome is required for the 
widespread implementation of xenotransplantation.

A unique breed of Siberian miniature pig was developed 
at the Institute of Cytology and Genetics (ICG) SB RAS for 

biomedical applications by crossing pigs of Vietnamese Pot
bellied breed, Large White and Landrace breeds, and wild 
boars of Central Asian subspecies (Tikhonov, 2010). Using 
material from miniature pigs, studies are carried out to test 
and produce bioprosthetic heart valves, blood vessels and 
pericardial flap for intracardiac surgery and angioplasty. A 
technique for obtaining chondrotransplants from newborn 
miniature pigs to treat cartilage tissue dystrophic and traumatic 
changes in idiopathic scoliosis has been developed. Yet, PERV 
retroviruses of all three types are present in the genomes of 
most miniature pigs (Aitnazarov et al., 2014).

The objective of this study was to evaluate the correlation 
between PERVA env gene copy number and hematological 
parameters, gender and coat color in miniature pigs of ICG 
SB RAS.

Materials and methods
1monthold miniature pigs were obtained from the Common 
Use Center for “Gene pools of fur and farm animals” of  ICG 
SB RAS. Gender and coat color were visually determined. 
Venous blood was collected in tubes containing anticoagulant 
(EDTA K2). Automatic blood analyzer Hemascreen 18P 
(Hospitex Diagnostics, Italy) was used to determine 18 he-
matological parameters. The study was conducted in strict 
compliance with the Helsinki Declaration on Humane Treat-
ment of Animals.

Whole blood DNA isolation was performed with protease 
treatment and phenol extraction (Sambrook, Russel, 2006). 
The copy number of PERVA env gene was determined by 
realtime PCR using standard samples prepared by the limit-
ing dilution method (Aitnazarov et al., 2016) using Rotor 
Gene Q (Qiagen, Netherlands). Amplification was carried 
out using a set of realtime PCR reagents with the SYBR 
Green I dye (Sintol, Russia) according to the manufacturer’s 
protocol. For each DNA sample, PCR was performed at least 
three times. Data was processed with RotorGene 6000 Series 
soft ware, version 1.8.17.5. In the calculations, the genomic 
DNA amount was assumed equal in pig cells and human cells  
(6 pg DNA per cell). Since all investigated parameters, ac-
cording to the Kolmogorov – Smirnov test, were normally 
distributed, a oneway analysis of variance and a correla-
tion coefficient were used to assess the impact of factors. 
The arithmetic mean and standard error were calculated for 
each experimental group. The results were processed using 
 STATISTICA 8 software.
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Results and discussion
Data on PERVA env gene copy number in blood cells from 
different groups of miniature pigs of ICG SB RAS are given in 
Table 1. The mean copy number for all studied animals (26.1, 
n = 40) significantly exceeds the value, which we previously 
obtained for pigs of the same breed (4.5, n = 10) (Aitnazarov 
et al., 2016). Influence of such factors as “boar genotype” and 
“sow genotype” on the PERVA env gene copy number was 
insignificant (F6.33 = 0.65, p = 0.69 and F14.25 = 1.08, p = 0.42, 
respectively). The minimum /maximum values were 12.3/38.1 
in the present study and 0.6/58.9 in the previous study, which 
confirms data from other authors stating significant differences 
between animals in this parameter (Liu et al., 2011). The 
ob served differences might be related to a relatively small 
number of animals in our first study.

Determination of retroviral genome copy number in vivo or 
in silico remains a difficult task. The alignment of primers used 
in our study to the Duroc pig genome, version Sscrofa10.2/
susScr3 in the UCSC genomic browser, using Blat procedure 
allowed us to detect a total of seven copies: on chromosome 1 
(two copies) and chromosomes 7, 8, 12, 13 and X (one copy 
each). However, this result may change when using another 
procedure and/or parameters for alignment. In addition to the 
individual differences mentioned above, it has been shown that 
the copy number of PERV retrovirus per cell may depend on 
the breed (Yu et al., 2007; Ma et al., 2010; Lee et al., 2011) and 
the examined organ (Zhang et al., 2010; Mazurek et al., 2013).

Earlier, based on the study of the prevalence of retrovirus 
in animals of different gender, we suggested that a copy(ies) 
of PERVA is localized on the Xchromosome in pigs of the 
Large White breed of the Achinsk type (Aitnazarov et al., 
2006). In our study, the copy number of PERVA env gene in 
males was 16 % lower than in females ( p < 0.02), which is 
about 4 copies per cell. The most likely cause of the observed 
differences is the localization of several PERVA copies on 
the Xchromosome of miniature pigs. According to cytoge
netic studies, PERVA is localized on the Xchromosome in 
Australian Westran pigs, but is absent on the same chromo-
some in Large White and native Korean pig breeds (Jung et 
al., 2010).

A similar gender effect has been observed in other species 
of mammals. The copy number of env gene of endogenous 
human retrovirus, which has been associated with the develop-
ment of multiple sclerosis, in peripheral blood mononuclear 

table 1. PERV-А env gene copy number per cell  
in different groups of miniature pigs

Group Number of animals PERV-А env gene 
copy number per cell

Males 20 23.7 ± 1.5

Females 20 28.3 ± 1.3*

White 21 26.8 ± 1.5

Black 14 25.3 ± 1.8

Black-pied 5 24.3 ± 1.5

* p < 0.02 as compared to males.

table 2. Values for hematological parameters and their correlation with PERV-A env gene copy number per cell in miniature pigs

Parameter Males 
(n = 20)

Correlation 
coefficient, r

Females 
(n = 20)

Correlation 
coefficient, r

White blood cell count (WBC), ×109 cells/L 14.97 ± 0.87 –0.09 12.15 ± 0.51## 0.23

Lymphocyte cell count (LYM#), ×109 cells/L 9.16 ± 0.63 –0.06 8.26 ± 0.47 0.29

Monocyte, basophil and eosinophil count (MID#), ×109 cells/L 3.63 ± 0.26 –0.13 2.58 ± 0.21## 0.04

Granulocyte count (GRA#), ×109 cells/L 2.17 ± 0.29 –0.04 1.31 ± 0.15## –0.17

Lymphocyte percentage (LYM%) 61.38 ± 2.53 –0.02 67.99 ± 2.35 0.17

Monocyte, basophil and eosinophil percentage (MID%) 24.03 ± 0.75 –0.09 21.18 ± 1.32 –0.08

Granulocyte percentage (GRA%) 14.60 ± 2.04 0.05 10.84 ± 1.19 –0.24

Red blood cell count (RBC), ×1012 cells/L 7.46 ± 0.20 –0.15 7.18 ± 0.19 –0.15

Hematocrit (HCT), % 66.27 ± 1.52 0.06 65.60 ± 0.19 –0.01

Mean cell volume (MCV), fL 89.30 ± 1.86 0.27 91.95 ± 0.19 0.31

Red blood cell distribution width (RDW-CV), % 24.76 ± 1.66 –0.19 20.29 ± 0.76## –0.19

Mean cell hemoglobin (MCH), pg/cell 16.33 ± 0.40 0.19 17.12 ± 0.20 0.09

Mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC), g/L 182.60 ± 1.34 –0.11 186.40 ± 0.98## –0.55*

Hemoglobin (HGB), g/L 121.20 ± 3.33 0.00 122.35 ± 2.37 –0.17

Platelet count (PLT), ×109 cells/L  316.40 ± 24.65 –0.27 309.65 ± 16.37 –0.14

Mean platelet volume (MPV), fL 11.17 ± 0.35 0.23 11.85 ± 0.21 0.22

Thrombocytocrit (PCT), % 36.16 ± 3.45 –0.16 36.88 ± 0.22 –0.05

Platelet distribution width (PDW-CV), % 43.62 ± 1.89 0.04 48.76 ± 1.34## –0.18

* p < 0.01; ## p < 0.01 as compared to males.

https://en.wikipedia.org/wiki/White_Blood_Cell
https://en.wikipedia.org/wiki/Red_Blood_Cell
https://en.wikipedia.org/wiki/Hematocrit
https://en.wikipedia.org/wiki/Mean_cell_volume
https://en.wikipedia.org/wiki/Red_blood_cell_distribution_width
https://en.wikipedia.org/wiki/Mean_corpuscular_hemoglobin
https://en.wikipedia.org/wiki/Mean_corpuscular_hemoglobin_concentration
https://en.wikipedia.org/wiki/Platelets
https://en.wikipedia.org/wiki/Mean_platelet_volume
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cells is significantly higher in women as compared to men 
(GarciaMontojo et al., 2013). According to the authors, this 
may be due to localization of at least two copies of retrovirus 
on the human Xchromosome. In cats, on the contrary, the 
copy number of env gene of endogenous retrovirus is higher 
in males than in females (Tandon et al., 2007). This is prob-
ably due to the localization of 3–5 provirus copies on the cat 
Ychromosome (Roca et al., 2005).

We did not identify reliable correlation between the PERVA 
copy number per cell and the coat color of animals. In mi
niature pigs of ICG SB RAS and in pigs of other breeds, the 
white coat color is controlled by the KIT gene (genotypes I/I 
and I/i) located on chromosome 8. MC1R gene located on 
chromosome 6 controls blackpied (genotype Ep/Ep) and 
black (genotypes Ed/Ed, Ed/E and Ed/Ep) coat colors (Nikitin 
et al., 2016). It seems that retroviral insertion sites and genes 
that determine the coat color of miniature pigs are either lo-
cated far apart on same chromosome or on different chromo 
somes.

A dilute viral (dv) coatcolor mutation is known in inbred 
mice, caused by the insertion of murine leukemia virus Emv 3 
into the intron of the Myo5a gene (Seperack et al., 1995). 
Insertion of retrovirus leads to alternative splicing and forma-
tion of a shorter form of myosin heavychain protein, which 
is encoded by Myo5a gene. It is believed that this protein is 
necessary for maintaining normal structure of dendrites and 
organelle transport in melanocytes. Feline leukemia virus is 
more common in animals with a solid, rather than spotted fur 
color (McMichael et al., 1986). Insertion of retrovirus into 
the 5′ region of the aromatase gene in the Sebright chicken 
breed leads to the development of plumage color of roosters 
similar to the plumage color of hens (McPhaul et al., 1991).

Reference values for 18 haematological parameters of mi
niature pigs of ICG SB RAS have been determined (Table 2). 
All blood parameters were in agreement with the accepted 
physiological norms (Kondrakhin, 2004) and data obtained 
from other breeds of pigs (Rispat et al., 1993; Ekser et al., 2012; 
Kawaguchi et al., 2012). The white blood cell count (WBC), 
monocyte, basophil and eosinophil count (MID#) and gra nu
locyte count (GRA#), as well as the red blood cell distribu
tion width (RDWCV) were significantly higher in males 
than in females. Females had higher mean corpuscular he
mo globin concentration (MCHC) and platelet distribution  
width (PDW CV) as compared to males.

A study of 23 blood parameters in Japanese micro mini pigs 
has shown that basophil and lymphocyte counts were higher 
in females, but neutrophil count was higher in male animals 
(Kawaguchi et al., 2012). In Yucatan miniature pigs, the only 
detected difference between males and females was the higher 
platelet count in males (Rispat et al., 1993). The observed 
gender differences in hematological parameters between 
pigs of different breeds might be due to the influence of both 
genetic and environmental factors (feed, external conditions, 
etc.), as well as due to the different ages of studied animals.

No correlation between hematological parameters and the 
copy number of PERVA env gene in blood cells of male 
miniature pigs has been detected. In females, a significant 
negative correlation was found between the copy number and 
the mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) 
(Figure). Possibly, a copy(ies) of an active form of PERVA 

retrovirus causes disruption of genes that regulate hemoglobin 
level in females to a greater extent than in males.

It is known that hemoglobin level is on average 12 % lower 
in women than in men and this ratio is also observed in many 
species of mammals, birds and reptiles (Murphy, 2014). 
Since both genders have similar erythropoietin levels, it was 
hypothesised that oestrogens dilate and androgens constrict 
the renal microvasculature. Dilatation and vasoconstriction 
respectively increase and decrease the hematocrit in blood, 
providing a mechanisms for varying the red cell mass without 
changes in erythropoiesis.

Thus, material for xenotransplantation should be taken 
from male miniature pigs of ICG SB RAS, since they have a 
much lower copy number of PERVA env gene as compared 
to females. It seems also promising to use some hematologi-
cal parameters for this purpose, but this issue requires further 
investigation.
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The spectrum of the metabolites in the dorsal region 
of the hippocampus and striatum was studied using 
the method of 1H magnetic resonance spectroscopy 
at experimental modeling of the posttraumatic stress 
disorder syndrome (PTSD) in rats. PTSD was repro-
duced by exposure of the cat cue to rats daily along 
10 day by 10 minutes at once. The anxiety level of 
animals was estimated 12 days later after the end of 
the experimental series of stress. Based on the anxiety 
index, the rats were divided into 3 phenotypes. The 
animals with an anxiety index > 0.8 (group 1) had 
lower plasma corticosterone compared with rats form 
the control group. In animals with an anxiety index in 
the range 0.7–0.8 (group 2), an elevated corticosterone 
level was noted. The rats with an anxiety index < 0.7 
(group 3) had a lower plasma corticosterone level 
compared with animals from the control group. Rats 
of group 2 were characterized by an increased level of 
GABA in the hippocampus compared with controls. In 
the remaining groups, the percentages of GABA in the 
hippocampus and striatum did not differ significantly 
from the control. The distribution of NAA differed form 
that of GABA. The highest level of NAA was found in 
the striatum for rats from group 1, whereas NAA in 
animals form groups 1 or 3 did not differ from the 
control. The NAA level in the hippocampus was similar 
between all groups, including the control. The results 
obtained indicate that multiple exposures to psycho-
logical stress associated with the sense of proximity of 
a natural enemy in some animals cause an anxiolytic 

Методом 1H магнитно-резонансной спектроскопии исследовали 
спектр метаболитов в дорзальной области гиппокампа и стриату-
ма у крыс линии Wistar при экспериментальном моделировании 
синдрома посттравматического стрессорного расстройства (ПТСР). 
Через 12 дней после завершения экспериментальной серии стрес-
сорных воздействий, осуществляемых путем экспозиции запаха 
хищника (кота), у животных был определен уровень тревожности 
на основе индивидуальных особенностей поведения в тесте «при-
поднятый крестообразный лабиринт». У крыс с высоким индексом 
тревожности (> 0.8) отмечены умеренное сниженное по сравне-
нию с контролем содержание кортикостерона в плазме крови; со 
средними значениями индекса тревожности (0.7–0.8) – повышен-
ный уровень кортикостерона; а с низким индексом тревожности 
(< 0.7) содержание кортикостерона резко снижено по сравнению с 
контролем. Крысы со средними значениями индекса тревожности 
(0.7–0.8) характеризуются повышенным уровнем гамма-амино-
масляной кислоты (ГАМК) в гиппокампе и N-ацетиласпартата в 
стриатуме. В остальных группах уровни всех исследуемых нейро-
метаболитов как в гиппокампе, так и в стриатуме не отличаются 
достоверно от контроля. Полученные результаты свидетельствуют 
о том, что множественные экспозиции психологического стресса, 
связанного с ощущением близости естественного хищника, у части 
животных вызывают анксиолитическую реакцию. Для этой группы 
отмечено резкое снижение концентрации кортикостерона в соче-
тании с увеличенным содержанием N-ацетиласпартата в стриату-
ме. У крыс с наиболее высоким индексом тревожности наблюда-
лось умеренное снижение содержание кортикостерона. При этом 
количество нейрометаболитов в гиппокампе и стриатуме находи-
лось в пределах контрольных значений. У крыс с промежуточным 
уровнем тревожности отмечена синхронизация между приростом 
содержания кортикостерона в плазме крови и содержания ГАМК 
в гиппокампе. Полученные результаты хорошо согласуются с пред - 
ставлениями о протекторном действии глюкокортикоидов в усло-
виях ПТСР, проявляющемся в сдерживании нарушений психофи-
зиологического статуса. Мате риалы исследования позволяют 
детализировать нейробиологические механизмы протекторного 
действия глюкокортикоидов. 

Ключевые слова: ПТСР; нейрометаболиты; кортикостерон; индекс 
тревожности.
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reaction. These animals are characterized by a stable 
corticosterone level and a stable level of neurome-
tabolites in the studied structures of the brain. For rats 
with the highest level of anxiety, a lowered level of 
corticosterone with a constant level of neurometabo-
lites in the hippocampus and striatum is characteristic. 
And only in rats with an intermediate level of anxiety, 
synchronization was observed between the increase in 
plasma corticosterone and the increase in hippocam-
pal GABA content. The results obtained are in good 
agreement with the ideas of the protective action of 
glucocorticoids under PTSD manifested in  restraining 
violations of the psycho-physiological status. The ma-
te rials allow the neurobiological mechanisms of the 
protective action of glucocorticoids to be detailed.

Key words: PTSD; neurometabolites; corticosterone; 
anxiety index.

Состояние посттравматического стрессорного рас-
стройства (ПТСР) возникает как отсроченная реак-
ция на опасные для жизни психологические травмы, 

такие как боевой стресс во время военной службы, дорож-
нотранспортные происшествия, стихийные бедствия или 
террористические нападения (Pitman et al., 2012). ПТСР 
связано с хроническим психологическим расстройством, 
которое часто способствует развитию как психических, 
так и соматических заболеваний. Однако не у всех пере-
живших психологическую травму в дальнейшем развива-
ется ПТСР. В общей когорте лиц, переживших чрезмер-
ные для психического здоровья воздействия, выделяют 
устойчивых и предрасположенных к развитию симптомов 
ПТСР (Cohen, Zohar, 2004). Несмотря на многочисленные 
клиникоэкспериментальные исследования, проводимые 
в различных исследовательских центрах на протяжении 
последних 30 лет, природа устойчивости к ПТСР остается 
неизвестной. Тем не менее имеются определенные клини-
ческие и экспериментальные наблюдения, которые пред-
ставляются полезными для выбора главного направления 
в изучении механизмов развития устойчивости и воспри-
имчивости к ПТСР. Весьма впечатляют данные о том, что 
введение кортизола лицам, попавшим в автомобильные 
катастрофы, предупреждает развитие ПТСР (Zohar et 
al., 2011). Между тем имеются клинические данные о 
том, что для больных ПТСР характерно наличие низкого 
уровня кортизола (Yehuda, Seckl, 2011). Следовательно, 
представляется уместной постановка вопроса о наличии 
нейропротекторного действия глюкокортикоидов, кото-
рое целесообразно рассматривать в качестве механизма 
устойчивости к развитию симптомов ПТСР в отдаленный 
период после развития психологической травмы. Однако 
молекулярные механизмы, лежащие в основе этого фено-
мена, до сих пор не изучены.

Гиппокамп, будучи ведущим когнитивным центром, 
играет важную роль в развитии устойчивости к стрессор
ным ситуациям (McEwen, 2017). Более того, комплекс 
гиппокамп – стриатум включен в формирование активной 
поведенческой стратегии антистрессорного характера (De 
Kloet, 2014). При этом гиппокамп вместе с миндалиной 
и префронтальной корой относятся к глюкокортикоид
зависимым регионам головного мозга (McEwen, 2017). 
В последнее время появляются данные об участии гип-
покампа в торможении тревоги и агрессии. Причем в 
нейробиологические механизмы, обеспечивающие это 
полезное свойство гиппокампа, вовлечены такие нейро-
метаболиты, как гаммааминомасляная кислота (ГАМК) и 
Nацетиласпартат (Szulc et al., 2011), которые могут быть 
задействованы и в стриатуме при функционировании 
комплекса гиппокамп – стриатум. Однако не понятно, как 
изменение уровня глюкокортикоидов соотносится с изме-
нениями уровня нейрометаболитов в гиппокампе и в стри-
атуме при экспериментальном моделировании ПТСР у 
животных, предрасположенных и устойчивых к развитию 
ПТСР. В настоящее время разделение на восприимчивых 
и устойчивых к экспериментальному ПТСР проводится 
на основе предложенного индекса тревожности (Cohen, 
Zohar, 2004). Целью настоящего исследования было из-
учение сопряженности изменений индекса тревожности, 
уровня кортикостерона и содержания нейрометаболитов 
в гиппокампе и стриатуме у крыс линии Wistar при экс-
периментальном моделировании ПТСР.

Материалы и методы
Экспериментальные животные. Исследование проведе-
но на базе Центра генетических ресурсов лабораторных 
животных Института цитологии и генетики СО РАН 
(г. Новосибирск) на 24 половозрелых самцах крыс ли-
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нии Wistar, которых содержали однополыми семейными 
группами по две особи в индивидуально вентилируемых 
клетках системы Tecniplast при световом режиме свет/
темнота 14/10 ч. Корм Sniff (Германия) и воду животным 
предоставляли ad libitum.

Общий протокол. Крысы были разделены на две 
группы: контрольные (n = 7) и стрессированные (n = 17). 
Моделирование развития ПТСР проводили экспозицией 
кошачьей мочи. В течение 10 дней ежедневно в клетки с 
экспериментальными животными на 10 мин помещали 
древесные опилки, пропитанные мочой домашнего кота. 
На протяжении последующих 10 дней дополнительные 
воздействия не проводились. На 21й день крыс рас-
садили в индивидуальные клетки и затем на 23й день 
исследовали их поведенческую активность. На 25й день 
производили забор крови из хвостовой вены и на 26й день 
проводили магнитнорезонансную спектроскопию (МРС) 
нейрометаболитов в гиппокампе и стриатуме. 

Определение поведенческой активности. Оценку 
эмоциональной реакции тревоги у крыс проводили в тесте 
«приподнятый крестообразный лабиринт» в течение 600 с 
(10 мин). В качестве интегрального показателя, характери-
зующего наличие тревожных расстройств, использовали 
индекс тревожности (ИТ), вычисляемый по следующей 
формуле (Cohen et al., 2008):

ИТ = 1 – Время в открытых рукавах
Σ Время в лабиринте  + 

+ Количество заходов в открытые рукава
Σ Общее количество заходов  2.

На основании значений ИТ животные, подвергнутые 
ПТСР, были разделены на три фенотипа: фенотип 1 – жи
вотные с ИТ < 0.7 (n = 4); фенотип 2 – с 0.7 ≤ ИТ ≤ 0.8 
(n = 5); фенотип 3 – с ИТ > 0.8 (n = 8).

Магнитнорезонансная спектроскопия гиппокампа 
и стриатума. Измерения проводили на горизонтальном 
томографе с напряженностью магнитного поля 11.7 Тес-
ла (Bruker, BioSpec 117/16 USR, Германия). За 5 мин до 
исследования крыс обездвиживали газовым наркозом 
(Isofluran, Baxter Healthcare Corp., США) при помощи 
наркозного аппарата (The Univentor 400 Anaesthesia Unit, 
Univentor, Мальта). Температуру животных поддерживали 
благодаря использованию водного контура в томографи-
ческом столикекроватке (t = 30 °С). Под нижнюю часть 
туловища помещали пневматический датчик дыхания 
(SA Instruments, Stony Brook, N. Y., США), что позволяло 
контролировать глубину наркоза.

Все протонные спектры гиппокаммпа и стриатума 
крысы получены с использованием передающей объемной 
(500.3 MГц, диаметр 72/89 мм) и приемной поверхностной 
(500.3 MГц, размер 123 × 64 × 31 мм) 1H радиочастотных 
катушек. Для правильного позиционирования спектроско-
пических вокселей были сняты Т2взвешенные изображе-
ния головного мозга крысы высокого разрешения методом 
RARE (rapid with relaxation enhancement) с пара метрами 
импульсной последовательности TE = 11 мс, TR = 2.5 с 
(толщина среза 0.5 мм, поле обзора 2.5 × 2.5 см, размер ма-
трицы 256 × 256 точек). Все протонные спектры получены 
с помощью пространственнолокализованной одновок-
сельной спектроскопии методом STEAM (stimulated echo 

acquisition mode spectroscopy) с параметрами импульсной 
последовательности TE = 3 мс, TR = 5 с и количеством 
накоплений 100. Перед каждым спектроскопическим из-
мерением проводили настройку однородности магнитного 
поля в пределах выбранного вокселя при использовании 
методики FastMap. Подавление сигнала воды в спектрах 
осуществляли с помощью импульса переменной мощ-
ности и оптимизированной задержки релаксационной 
последовательности (VAPOR).

Для обработки экспериментальных спектров 1H МРС и 
определения количественного состава метаболитов при-
меняли оригинальную специализированную компьютер-
ную программу, основанную, как и программный пакет 
LCModel (Provencher, 1993), на предположении о том, 
что спектр смеси известных соединений представляет 
собой линейную комбинацию спектров анализируемых 
компонентов. Подробное описание работы программы 
представлено в статье (Moshkin et al., 2014).

Содержание кортикостерона. Содержание кортико-
стерона определяли в плазме крови после предваритель-
ной экстракции иммуноферментным методом (Cusabio 
ELISA Kit) в соответствии с протоколом производителя. 
Чувствительность определения составила 0.25 нг/мл, 
вариативность < 5 %.

Статистическая обработка. Для обработки получен
ных результатов применяли однофакторный дисперси
онный анализ (ANOVA). Достоверность различий меж ду 
фенотипами исследуемых животных оценивали с по-
мощью post hoc теста (Fisher). Значения исследованных 
параметров представлены в виде средних и ошибки сред
ней (Mean ± SE).

Результаты
В суммарной выборке животных, подвергнутых повтор-
ным стрессорным воздействиям, не наблюдалось стати-
стически значимых изменений ИТ, а также содержания 
кортикостерона и нейрометаболитов в гиппокампе и 
стриатуме. Однако разделение стрессированных крыс 
на три фенотипа (рисунок) позволило выявить стати-
стически значимые различия по уровню кортикостерона 
(F3.21 = 4.53; р < 0.05). 

Установлено, что у крыс, условно отнесенных к первому 
(ИТ < 0.7) и третьему (ИТ > 0.8) фенотипам, содержание 
кортикостерона снижено по сравнению с контролем 
(р < 0.01 и р < 0.05 соответственно). Крысы с ИТ от 0.7 до 
0.8 имели более высокие значения кортикостерона в плаз-
ме крови, чем животные из контрольной группы (р < 0.05). 
После завершения повторных стрессорных воздействий 
также наблюдались статистически значимые различия по 
содержанию ГАМК в гиппокампе (F3.21 = 5.13; р < 0.05). 
При этом у крыс второго фенотипа содержание ГАМК в 
гиппокампе было выше, чем у контрольных крыс и живот-
ных первого и третьего фенотипов (таблица). Между тем 
у крыс этих подгрупп отсутствовали статистически значи-
мые различия с контролем. По содержанию других нейро-
метаболитов в гиппокампе не обнаружено статистически 
значимых различий как по сравнению с контролем, так 
и между отдельными подгруппами. В стриатуме из всех 
исследованных нейрометаболитов только по отношению 
к Nацетиласпартату обнаружены статистически значи 
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мые различия (F3.21 = 4.47; р < 0.05). 
При этом наиболее высокий уровень 
Nацетиласпартата наблюдали у жи
вотных, относящихся к первому фе
нотипу. У крыс этой подгруппы со
держание Nацетиласпартата было 
выше, чем у контрольных и животных 
второго или третьего фенотипов.

Обсуждение 
В ходе исследования установлено со
отношение между изменениями ин  
декса тревожности, уровня кортико
стерона и содержания ГАМК в гип-
покампе спустя 14 дней после за-
вершения повторных стрессорных 
воздействий. Следует отметить, что в 
группе стрессированных животных 
выявлялся фенотип крыс, у которых 
индекс тревожности снижался по 
сравнению с контролем. Именно эту 
подгруппу животных можно рас
сматривать как фенотип, устойчивый 
к развитию тревожной симптоматики 
ПТСР. У этих крыс содержание кор-
тикостерона было резко снижено по 
сравнению с контролем при повы-
шенном уровне Nацетиласпартата в 
стриатуме. В то же время содержание 
нейрометаболитов в гиппокампе не 
отличалось статистически значимо 
от контроля. 

Таким образом, животные, устой-
чивые к развитию тревожной симп то
матики ПТСР, характеризуются наи  
более низким уровнем кортикостеро-
на. Согласно данным, полученным на 
животных, содержащихся в условиях 
конвенционального вивария, при 
воспроизведении этой эксперимен-
тальной модели ПТСР у крыс с резко 
пониженным уровнем кортикостеро-
на отмечен низкий индекс тревожно-

сти. У крыс с умеренным понижением уровня кортикостерона установлено 
повышение уровня тревожности при одновременном снижении уровня за
мирания (Кондашевская и др., 2017). Поэтому неуместно говорить о фенотипе 
устойчивости к ПТСР в целом. Нам представляется более корректным рас-
сматривать устойчи вость к определенным симптомам ПТСР. Причем между 
устойчивостью к тревожной симптоматике и устойчивостью к депрессивной 
симптоматике можно проследить обратную зависимость.

Механизмы сниженного уровня глюкокортикоидов при ПТСР могут быть 
связаны с развитием надпочечниковой недостаточности. Ранее нами было 
показано, что данный режим повторных стрессорных воздействий характе-
ризуется дистрофией пучковой зоны коры надпочечников (Kondashevskaya et 
al., 2017). Более того, отмечены корреляции между уровнем тревожности и 
гистологическими показателями пучковой зоны коры надпочечников.

В ходе исследований на основе показателей индекса тревожности удалось 
выявить подгруппу животных с умеренной ПТСРсимптоматикой. Именно у 
них отмечается наиболее резкий прирост уровня кортикостерона, которому 
соответствовали наиболее высокие значения ГАМК и Nацетиласпартата 
в гиппокампе. Вполне возможно, что прирост этих показателей зависит от 
уровня глюкокортикоидов. Не исключено, что подобное изменение уровня 
нейрометаболитов в этих структурах мозга отражает напряжение нейробиоло-
гических механизмов регуляции поведенческой активности, препятствующих 
дальнейшему усугублению ПТСРсимптоматики.
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Behavioral and neuronal responses  
of two mouse species, Mus musculus 
and Mus spicilegus, to con- and 
heterospecific olfactory signals

E.V. Kotenkova1 , A.V. Romashchenko2, 3, 
A.N. Maltsev1

1 Severtsov Institute of Ecology and Evolution RAS, Moscow, Russia  
2 Institute of Cytology and Genetics SB RAS, Novosibirsk, Russia 
3 Institute of Computational Technologies SB RAS, Novosibirsk, 
Russia

The behavioral and neuronal responses of the males of 
two closely related species of mice (Mus musculus  wagneri, 
M. spicilegus) to the urine odors of estrus con- and hetero-
specific females were studied. In two-choice odor tests 
males significantly longer investigated odor of conspe-
cific females in comparison with heterospecific ones. To 
investigate neuronal activation in the main and acces-
sory olfactory bulbs (MOB and AOB), one of the methods 
of functional tomography – manganese-enhanced MRI 
( ME-MRI) – was used. There was a significant increase in 
Mn2+ accumulation in the dorsal section of the posterior 
part of the MOB in male M. m. wagneri and M. spicilegus 
exposed to odor of conspecific females compared with the 
control group males (odor not exposed). There was a local 
significant increase in manganese accumulation in the dor-
sal region of the anterior part of the MOB in the case of the 
exposure of odor of a heterospecific female. The exposure 
of heptanone-2 to mice resulted not only in an increase in 
Mn2+ accumulation in certain zones, but also in a significant 
decrease in the accumulation of Mn2+ in the rest of the 
olfactory bulbs. A significant increase in the accumulation 
of MRI contrast in AOB was observed in males only in the 
case of female urine-conspecific odor exposure. The results 
support the previously stated assumption of a significant 
difference in chemical communication systems in two 
species of mice. A comparison of these results and results 
obtained previously demonstrated the absence of any 
differences in behavioral and neuronal responses to con- 
and heterospecific odors of the house mouse subspecies 
allopatric (M. m. wagneri) and sympatric (M. m. musculus) 
to M. spicilegus. This fact does not allow us to assume the 
effect of the mechanism of “reinforcement” in the process 
of evolution in the formation of precopulatory reproductive 
isolation between the sympatric species M. spicilegus and 
M. musculus.

Key words: house mice; M. spicilegus; M. musculus; olfactory 
signals; manganese-enhanced tomography; additional 
olfactory system; main olfactory system.

Исследованы поведенческие и нейрональные ответы самцов 
двух близкородственных видов мышей (Mus musculus wagneri и 
M. spicilegus) на запах мочи самок своего и близкородственного 
видов в состоянии эструса. Поведенческие тесты, проведен-
ные с помощью методики парного предъявления источников 
 запаха, показали, что самцы достоверно дольше исследуют 
запах самок-конспецификов по сравнению с запахом гетеро-
спецификов. Для исследования нейрональной активации в 
основной и дополнительной обонятельных луковицах (ОЛ) 
использовали один из методов функциональной томографии – 
марганец-усиленную магнитно-резонансную томографию (МУ 
МРТ). При предъявлении самцам M. m. wagneri и M. spicilegus 
запаха конспецифичной самки по сравнению с самцами конт-
рольной группы (запах не экспони ровали) наблюдалось досто-
верное увеличение накопления Mn2+ в дорсальном отделе 
задней части основной ОЛ. При  экспозиции запаха гетероспе-
цифичной самки локальное достоверное увеличение накопле-
ния контраста происходило в дорсальной области передней 
части основной ОЛ. Запах гептанона-2 не только вызывал уве-
личение накопления контраста в определенных зонах, но и 
значительно снижал накопление Mn2+ в остальной части ОЛ. 
У сам  цов наблюдалось достоверное увеличение накопления 
МРТ-кон траста в дополнительной ОЛ только в случае предъ-
явления запаха мочи самок-конспецификов. Результаты работы 
подтверждают высказанное ранее предположение о сущест-
венной разнице между си стемами химической коммуникации у 
двух видов мышей. При сопоставлении данных этого исследо-
вания с ранее полученными не выявлено различий в поведен-
ческих и нейрональных реакциях у аллопатрически (M. m. wag-  
neri) и симпатрически (M. m. musculus) распространенных с 
M. spicilegus подвидов домовой мыши. Это не позволяет предпо-
лагать действие в процессе эволюции механизма «усиления» при 
формировании прекопуляционной репродуктивной изоляции 
между симпатрическими видами M. spicilegus и M. musculus.

Ключевые слова: домовые мыши; M. spicilegus; M. musculus; 
обонятельные сигналы; марганец-усиленная томография; 
дополнительная обонятельная система; основная 
обонятельная система. 
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Химическая коммуникация – ведущая форма обмена 
информацией у большинства видов мелких грызу-
нов, при этом реакция на обонятельные сигналы 

может носить врожденный характер или формироваться 
и модифицироваться в результате раннего опыта (Doty, 
2010; Суров, Мальцев, 2016; Котенкова и др., 2017). Мыши 
всех видов надвидового комплекса Mus musculus sensu lato 
распознают по запаху представителей своего и близко-
родственных видов независимо от их возраста и половой 
принадлежности, что лежит в основе выбора конспеци-
фичного полового партнера, а, следовательно, и функцио-
нирования механизмов прекопуляционной этологической 
изоляции (Котенкова, 2014). Близкородственные виды 
домовых мышей при парном предъявлении достоверно 
дольше исследуют или остаются около источника запаха 
конспецификов по сравнению с гетероспецификами (Со-
колов и др., 1990; Kotenkova, Naidenko, 1999; Heth et al., 
2001). Существенная значимость обонятельных сигналов 
как механизмов прекопуляционной изоляции показана для 
симпатрических видов домовых мышей (M. musculus и 
M. spicilegus) (Соколов и др., 1990; Kotenkova, Naidenko, 
1999; Вознесенская и др., 2010). Способность различать 
запахи особей своего и других близких аллопатрических, 
парапатрических и симпатрических видов выявлена и у 
других таксонов домовых мышей (Christophe, Baudoin, 
1998; Kotenkova, Naidenko, 1999; Smadja, Ganem, 2008). 
При использовании метода иммуногистохимического 
окрашивания с применением первичных антител против 
белка Fos для визуализации нейрональной активности в 
сенсорном эпителии вомероназального органа (ВНО) у 
самцов M. domesticus и M. spicilegus в ответ на экспозицию 
запаха самокгетероспецификов в состоянии эструса вы-
явлен специфический паттерн активации. При экспозиции 
самки близкородственного вида активация отсутствовала 
(Вознесенская и др., 2010). Эти различия, повидимому, 
могут объясняться неодинаковым химическим составом, 
т. е. видоспецифичностью феромонов и/или феромональ-
ных смесей, выделяемых рецептивными самками. Экспо-
зиция самцам подстилки самки в эструсе как своего, так 
и другого вида вызывала активацию нейронов основной 
обонятельной луковицы (ОЛ) как в слое гломерул, так 
и в слое митральных клеток. В ответ на экспозицию 
подстилки эстральной самкиконспецифика у самцов 
трех видов (M. musculus, M. spicilegus и M. domesticus) 
регистрировался четкий паттерн активации в каудальной 
части дополнительной ОЛ (Вознесенская и др., 2010) – в 
области проекций от базальной зоны ВНО, где экспрес-
сируются рецепторы, предположительно участвующие в 
восприятии соединений с высокой молекулярной массой 
(Rodrigues et al., 1999). Запах эстральной самки другого 
вида не вызывал активации как на уровне рецепторной 
ткани, так и на уровне соответствующей проекционной 
зоны дополнительной ОЛ. Таким образом, первичный 
сенсорный анализ биологической значимости сигнала 
протекает у симпатрических видов мышей на уровне 
рецепторной ткани ВНО (Вознесенская и др., 2010). Эти 
данные наряду с найденными существенными различиями 
химического состава мочи M. domesticus и M. spicilegus 
(Soini et al., 2009) подтверждают ранее высказанную точку 
зрения, согласно которой системы ольфакторной комму-

никации двух филогенетических групп (синантропных 
и экзоантропных видов домовых мышей) существенно 
различаются (Котенкова, Амбарян, 2003). 

Одним из химически идентифицированных феромо-
нов домовых мышей является гептанон2 – метаболит 
надпочечников, обнаруженный в моче лабораторных 
мышей синантропных видов M. musculus и M. domesticus 
(Novotny et al., 1986; MucignatCaretta et al., 2010) и вы-
зывающий удлинение продолжительности эструсовых 
циклов у самок лабораторных мышей (Jemiolo et al., 1989). 
Это вещество обнаружено в моче интактных (не кастри-
рованных) самцов M. spicilegus в низкой концентрации 
(Soini et al., 2009). Несет ли это соединение функцию 
феромона не только у лабораторных линий мышей, но 
и у M. spicilegus и M. musculus, не известно (Котенкова, 
2014). Мы экспонировали M. spicilegus и M. musculus к 
гептанону2, чтобы сравнить активацию нейронов ос-
новной и дополнительной ОЛ в ответ на это соединение. 
Наличие активации в дополнительной ОЛ может служить 
косвенным указанием на феромональную функцию дан-
ного соединения у этих видов. 

В работе мы использовали один из методов функцио-
нальной томографии – марганецусиленную магнитно
резонансную томографию (МУ МРТ) для исследования 
активности ольфакторных нейронов самцов M. m. wagneri 
и M. spicilegus в ответ на экспозицию запаха мочи самок 
кон и гетероспецификов. Метод МУ МРТ основан на 
свойствах ионов Mn2+, которые являются агонистами 
потенциалзависимых кальциевых каналов и способны 
проникать через них внутрь клетки (Aoki et al., 2004). 
Поскольку марганец относится к парамагнетикам, с по
мощью МРТ возможно оценивать его накопление в ис
следуемой ткани. Показано, что уровень активности кле
ток ткани в ответ на стимул будет прямо пропорционален 
уровню МРТсигнала, который зависит от степени актив-
ности кальциевых каналов (Koretsky, Silva, 2004). Задачи 
данной работы состояли, вопервых, в выявлении у самцов 
двух видов мышей наличия (отсутствия) предпочтения 
запаха мочи конспецифичных самок по сравнению с 
гетероспецифичными в состоянии эструса; вовторых, в 
изучении особенностей активации нейронов в основной и 
дополнительной ОЛ у этих видов мышей в ответ на кон и 
гетероспецифические обонятельные сигналы самок в со-
стоянии эструса и гептанон2. 

Материалы и методы
Подопытные животные. Работа выполнена на базе 
Центра генетических ресурсов лабораторных животных 
Института цитологии и генетики СО РАН и на научно
экспериментальной базе «Черноголовка» Института 
проблем экологии и эволюции им. А.Н. Северцова РАН 
(ИПЭЭ РАН) с использованием коллекции животных 
ЦКП «Живая коллекция диких видов млекопитающих» 
ИПЭЭ РАН. В поведенческих опытах использовано семь 
самцов M. m. wagneri F2–4 лабораторного разведения от 
особей, отловленных в Астраханской области, и 12 самцов 
M. spicilegus лабораторного разведения F1 от зверьков, 
отловленных в Ростовской области, в возрасте 4–6 мес. 
Эксперименты с использованием МУ МРТ проводили на 
самцах мышей в возрасте 4–8 мес. с массой тела 28–32 г. 
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В опытах использовано 15 самцов M. m. wagneri, F2–4 лабораторного раз ведения 
от зверьков, отловленных в Астраханской области, и 15 самцов M. spicilegus, 
отловленных при раскопке курганчиков в Ростовской области. За пять дней 
до начала экспериментов самцов рассаживали по одному в стандартные пла-
стиковые ванночки (25 × 20 × 15 см), а за один час до начала исследования –  
в стандартные индивидуальные клетки (35 × 25 × 12 см) в вентилируемом 
помещении при температуре 22–24 °С. Брикетированный корм («Чара», Пав-
ловский Посад) и воду мыши получали ad libitum. Подстилочным материалом 
служили обеспыленные древесные опилки. 

В качестве запаховых стимулов использовали мочу самок в состоянии 
эструса. Донорами мочи были поло возрелые, не знакомые эксперименталь-
ным самцам самки, которых содержали группами по тричетыре особи. 
Эструс вызывали искусственно последовательными инъекциями 0.06 мл 
0.1 %  масляного раствора синестрола, а затем через 36–48 ч – 0.06 мл 0.1 % 
раствора прогестерона. Самцам предъявляли мочу, слитую от четырехпяти 
самок. Мочу соби рали в пробирки Эппендорфа разме ром 1.5 мл от доноров  
при взятии их в руки или высаживании в специальные клетки из сетки 
(12 × 6 × 6). После сбора мочу замораживали. Перед проведением серии опы-
тов мочу размораживали, повторное замораживание и использование мочи 
не проводили. Стадию полового цикла самок определяли по влагалищным 
мазкам, взятым перед сбором мочи (Киршенблат, 1971). 

Поведенческие опыты. Применяли методику парного предъявления запа-
хов мочи в чашках Петри, подробно описанную в предыдущих пуб ликациях 
(Соколов и др., 1983; Ko tenkova, Naidenko, 1999). Кратко она заключалась в 
следующем. За пять дней перед проведением экспериментов зверьков расса-
живали поодиночке в стеклянные камеры (30 × 20 × 20 см) с сетчатой крышкой. 
Опыты проводили в этих же камерах с периодичностью один раз в четыресемь 
дней при слабом искусственном освещении в период максимальной вечерней 
активности животных – с 20 до 23 ч. В один конец камеры помещали круг
лую пластмассовую подставку диаметром 130 мм и высотой 30.5 мм, на нее 
ставили две чашки Петри диаметром 40 мм. Перед началом опыта в каждую 
из них наносили мочу доноров (20 мкл), затем ставили на подставку на рас-
стоянии примерно 30 мм друг от друга. С помощью секундомера в течение 
5 мин фиксировали время обнюхивания каждого источника запаха после 
естественного пробуждения зверька, первого подхода и обнюхивания одного 
из запахов. (Наблюдатель не знал, моча каких особей находилась в чашках 
Петри во время опыта.)

Опыты с использованием магнитнорезонансной томографии. Прове-
дены серии экспериментов, в которых самцам экспонировали запах мочи са  

мок в следующих сочетаниях: самцам 
M. spicilegus – самок M. spicilegus; сам-
цам M. spicilegus – самок M. m. wag-
neri; самцам M. m. wagneri – самок 
M. m. wagneri; самцам M. m. wagne-  
ri – самок M. spicilegus; контрольные 
опыты с самцами M. m. wa gneri и 
M. spicilegus (без экс позиции запа-
хов). В каждой серии использовано 
по пять самцов. Кроме того, четырем 
самцам M. spicilegus и четырем сам-
цам M. m. wagneri после перерыва 
в 10 сут экспонировали  гептанон2 
при разведении 1:10 (Sigma Aldrich, 
США). 

При исследовании накопления мар
ганца в ОЛ ненаркотизированным 
жи вотным вводили по 10 мкл 0.01М 
рас твора MnCl2 в одну ноздрю. Каж-
дое животное поочередно помещали 
об ратно в клетку, на стенке которой 
была прикреплена пробирка с запа-
ховым стимулом (12 мкл мочи). Экс-
позиция запахового стимула продол-
жалась в течение 20 мин, после чего 
пробирку убирали из клетки с живот-
ным. МРТсканирование ОЛ прово-
дили через 3 ч после интраназальной 
апликации мараганца. Накопление 
Mn2+ в ОЛ оценивали с помощью 
Т1взвешенных МРТизображений. 
Подобные временные рамки были 
выбраны на основе предварительных 
экспериментов и данных литературы 
(Chuang et al., 2009), ввиду того, что 
через 3 ч паттерны накопления Mn2+ 
в ОЛ в ответ на запаховый стимул 
наиболее ярко выражены. Томогра
фи ческие исследования прово ди ли 
по ранее разработанному протоколу, 
подробно описанному в работе (Рома-
щенко и др., 2017). Накопление ионов 
марганца в клетках ОЛ выражали как 
отношение уровня МРТсигнала в 
исследуемых структурах к уровню 
МРТсигнала в референсе, которым 
служила микропробирка с фосфат-
ным буфером (0.5 мл), помещенная 
вдоль головы мыши. Предваритель-
ную обработку МРТсканов прово-
дили в программе ImageJ, состоящей 
из нескольких этапов: выравнивание 
изображений по горизонтали, выде-
ление границ мозга мы ши, изменение 
размеров изображения. Выравнива
ние геометрии и разме ров мозга по-
зволило проводить ав то матическое 
сравнение уровня МРТсигнала в 
дополнительной ОЛ и в отдельных 
областях основной ОЛ у разных осо-
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Поведенческие и нейрональные реакции на кон- и гетеро-
специфические обонятельные сигналы у мышей Mus 

бей. Для проведения анализа полученных результатов 
глобулярный слой обонятельных луковиц на каждом срезе 
был условно разделен на 25 областей (рис. 1). 

Таким образом, исходное разрешение МРТскана было 
уменьшено до 250 мкм × 250 мкм × 0.5 мм. В пределах 
этих 25 областей уровень МРТсигнала усреднялся, по-
сле чего проводили различные межгрупповые сравнения 
и, таким образом, оценивали изменения нейрональной 
активно сти в ответ на запаховый стимул. Для визуализа-
ции по лученных результатов использовали двухмерную 
«карту» ольфакторной луковицы, где по оси абсцисс рас-
полагали номер области (1–25), а по оси ординат – номер 
среза (1– 4), с помощью псевдоокрашивания кодировали 
значение tкритерия Стьюдента, характеризующего до-
стоверность отличий двух групп (см. рис. 1).

Статистическую обработку данных поведенческих 
экспериментов проводили с помощью непараметриче-
ского критерия Вилкоксона в пакете программ STATIS-
TICA 6.0 и критерия знаков.

При обработке данных томографирования для срав-
нения двух средних использовали tтест Стьюдента. 
Для множественных сравнений средних использовали 
LSDтест (Least Significant Difference). Для оценки взаи
мозависимостей исследуемых признаков использовали 
параметрический коэффициент корреляции Пирсона. 
Сравнение паттернов активации при предъявлении раз-
личных запаховых стимулов проводили с помощью иерар
хической кластеризации (Chuang et al., 2009). Данные 
выражали как средние ± SE.

Результаты
Самцы двух видов мышей достоверно дольше исследо
вали запах самок своего вида в состоянии эструса по срав
нению с запахом самок близкородственного вида. Самцы 
wagneri в 11 из 13 опытов дольше исследовали запах мочи 
самокконспецификов по сравнению с самками spicile-
gus, различия достоверны по критерию знаков, p = 0.05; 
время исследования самокконспецификов в секундах 
было (среднее/мин/макс): 9.1/1.3/23.1; гетероспецифи-
ков – 3.3/1.1/7.3, p < 0.01 по критерию Вилкоксона. Самцы 
spicilegus в 11 из 15 опытов дольше исследовали запах 
мочи самокконспецификов по сравнению с самками wag-
neri, различия достоверны по критерию знаков, p = 0.01; 
время исследования самокконспецификов 15.4/0.8/32.8, 
гетероспецификов 2.0/0.3/6.1, p < 0.001. 

Активность нейронов обонятельного эпителия и ВНО 
самцов M. m. wagneri и M. spicilegus оценивали, исходя 
из уровня МРТсигнала в гломерулярном слое основной 
ОЛ и в нейронах дополнительной ОЛ (рис. 2, а). 

При предъявлении самцам M. m. wagneri и M. spicilegus 
запаха конспецифичной самки по сравнению с самцами 
контрольной группы наблюдалось достоверное увеличе-
ние накопления Mn2+ в дорсальном отделе задней части 
ОЛ, а при экспозиции запаха гетероспецифичной самки –  
в дорсальной области передней части ОЛ. Экспонирова-
ние к запаху гептанона2 приводило не только к увеличе-
нию накопления контраста в определенных зонах, но и к 
значительному снижению накопления Mn2+ в остальной 
части ОЛ (см. рис. 2, а). У самцов M. spicilegus предъяв
ление гептанона2 вызывало увеличение накопления 

МРТконтраста в вентральной области задней части ОЛ, 
у M. m. wagneri – в дорсальной области ОЛ (см. рис. 2, а). 
На рис. 2, б приведены тепловые карты накопления ионов 
марганца в ОЛ при сравнении ответов на запаховые сти-
мулы между собой. Анализ накопления Mn2+ в дополни-
тельной ОЛ показал, что у обоих видов наибольший ответ 
клеток ВНО вызывало предъявление в качестве запахового 
стимула гептанона2 (рис. 3). 

У самцов M. m. wagneri и M. spicilegus наблюдалось 
достоверное увеличение накопления МРТконтраста в 
дополнительной ОЛ только в случае предъявления запаха 
мочи самок конспецифичного вида (см. рис. 3). 

Обсуждение
Как уже отмечалось выше, представители симпатрических 
форм M. m. musculus и M. spicilegus достоверно дольше 
исследуют запах особей своего вида (Соколов и др., 
1983). Реакция самцов аллопатрически распространенных 
M. m. wagneri и M. spicilegus была сходной, т. е. они досто-
верно дольше исследовали запах конспецифичных самок 
в состоянии эструса по сравнению с гетероспецифичны-
ми. Таким образом, не выявлено какойлибо разницы в 
поведенческой реакции на кон и гетероспецифические 
запахи самок у самцов, симпатричных и аллопатричных 
c M. spicilegus форм M. musculus. 

С помощью метода МУ МРТ нами охарактеризована 
реакция основного обонятельного эпителия и нейронов 
ВНО самцов M. spicilegus и M. m. wagneri на запах мочи 
кон и гетероспецифичных самок, а также гептанона2 вы-
сокой концентрации. Как отмечалось ранее, гептанон2 – 
феромон, вызывающий удлинение продолжительности 
эструсовых циклов у самок лабораторных мышей (Jemiolo 
et al., 1989). Распознавание этого пахучего вещества осу-
ществляется рецепторами как ВНО, так и обонятельного 
эпителия (LeindersZufall et al., 2000; Хохлов и др., 2009). 
У двух исследованных нами видов мышей достоверная 
реакция дополнительной обонятельной системы наблю-
далась только при предъявлении запаха конспецифичной 
самки. Это соответствует ранее полученным данным при 
использовании другого подвида M. m. musculus методом 
иммуногистохимического окрашивания с применением 
первичных антител против белка Fos (Вознесенская и 
др., 2010). Активация основной ОЛ в ответ на запах мочи 
кон и гетероспецифичных самок оказалась гораздо менее 
выражена, чем на гептанон2, как у самцов M. spicilegus, 
так и у самцов M. m. wagneri. Результаты по нейрональ-
ной активации в основной ОЛ самцов при экспозиции 
им запаха кон и гетероспецифичных самок в состоянии 
эструса несколько отличаются от ранее полученных 
методом иммуногистохимического окрашивания. При 
использовании в экспериментах синантропных видов 
мышей M. m. musculus и M. domesticus (лабораторные 
мыши) и экзоантропного вида M. spicilegus при экспони-
ровании подстилки самок в состоянии эструса как своего, 
так и другого вида прослеживалась четкая активация в 
ростральной и каудальной частях основной ОЛ (Вознесен-
ская и др., 2010). В наших экспериментах мы наблюдали у 
самцов M. m. wagneri и M. spicilegus локальное увеличение 
накопления контраста в дорсальной области передней 
части ОЛ в ответ на предъявление запаха гетероспеци-
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фика и в дорсальной области задней (каудальной) части 
ОЛ при экспозиции запаха мочи конспецифика. В данном 
исследовании у самцов паттерны накопления контраста 
в основной ОЛ при предъявлении мочи кон и гетероспе-
цифичных самок достоверно коррелируют. Различия ре-
зультатов могут быть обусловлены разницей химического 
состава мочи у M. m. wagneri и M. m. musculus. 

Таким образом, с одной стороны, с помощью МУ МРТ 
удалось продемонстрировать специфичность ответа до
полнительной обонятельной системы на запах мочи кон
специфика противоположного пола, что соответствует ра
нее полученным данным. С другой стороны, с помощью 
этого метода нам удалось показать локализацию ответа на 
запахи кон и гетероспецификов в области основной ОЛ, 
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Fig. 2. Accumulation of manganese ions in various areas of the main OB in M. spicilegus and M. m. wagneri males in response to 
the presentation of the odor of a con-/heterospecific female or 2-heptanone. 
Pseudocoloring illustrates the significance of the increase (t > 0, where t is Student’s t criterion in pixel-to-pixel comparison of the group 
mean values of the signal in mouse OB) or decrease (t < 0) of the intensity of contrast accumulation in various OB areas in response  
to the olfactory stimulus in comparison with (a) the control group not presented the odor or (b, c) the response to another olfactory 
stimulus. 
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Поведенческие и нейрональные реакции на кон- и гетеро-
специфические обонятельные сигналы у мышей Mus 

Fig.  3. Activation of neurons in the accessory OB in M. spicilegus and M. m. wagneri males in response to the presentation of the odor  
of a con-/heterospecific female or 2-heptanone. 
(a) The response of OB neurons to an olfactory stimulus is assessed from the intensity of Mn(II) accumulation, directly correlating with the 
level of the MRI signal in the area. (b) T1-weighted image of the accumulation of the MRI contrast in OB in response to an olfactory stimulus.  
Designations: AOB, accessory OB; MOB, main OB; A, B, C, significance of differences between mean values (LSD test, p < 0.05).
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реагирующей на наиболее значимые социальные стимулы, 
такие как запах хищника и запах корма (Bolon et al., 1991; 
Kobayakawa et al., 2007). Следует отметить, что довольно 
долго считалось, что вомероназальная система в эволю-
ционном плане сформировалась как специализированная 
для восприятия социально значимых для животных сиг-
налов – феромонов и феромональных смесей (Wysocki, 
1979; Liman, 1996). Это подтверждается и тем фактом, что 
все известные на сегодняшний день феромоны домовых 
мышей воспринимаются дополнительной обонятельной 
системой (Tirindelli et al., 2009; Котенкова, 2014). Однако 
результаты исследований последних лет показали, что 
провести столь четкое разделение функций невозможно, 
а основная и дополнительная обонятельные системы, 
скорее, дополняют друг друга при распознавании разных 
сигналов (Kelliher, 2007; Tirindelli et al., 2009; Baum, 2012). 
Выявлена активация в гломерулярном слое основной ОЛ 
мышей и крыс при экспозиции соединений, описанных 
ранее как феромоны мышей (Хохлов и др., 2009; Johnson 
et al., 2009). В связи с этим полученные нами данные 
о разной локализации нейрональных ответов на кон и 
гетероспецифические обонятельные сигналы, связанные 
с размножением как в основной, так и дополнительной 
обонятельной системах, представляют особый интерес и 
открывают дальнейшие перспективы для изучения данной 
проблемы. 

В настоящее время опубликованы результаты ряда ис
следований, посвященных картированию пространствен-
ного представительства рецепторов, воспринимающих 
разные одоранты, в ОЛ (Mori et al., 2006; Johnson et al., 
2009), в том числе полученные с помощью метода функци-
ональной томографии (Xu et al., 2003; Schafer et al., 2006). 
Одна из задач такого картирования – выявление видоспе-
цифичности хемотопической организации (chemotopic 
organization) ОЛ. При этом исследования, выполненные 
на лабораторных мышах и крысах, показали наличие 
различий между этими видами (Johnson et al., 2009), 
которые, с точки зрения зоологаэволюциониста, сложно 
назвать близкородственными. В нашем исследовании 
выявлены различия в ответ на экспозицию к гептанону2 
у двух действительно близкородственных видов мышей. 
Как уже отмечалось выше, у самцов M. spicilegus предъ-

явление гептанона2 вызывало увеличение накопления 
МРТконтраста в вентральной области задней части ОЛ, у 
M. m. wagneri – в дорсальной области ОЛ. Ранее у мышей 
C57BL/6J, линии, генетически близкой к M. domesticus, по-
казана активация в дорсально расположенных гломерулах 
в ответ на гептанон2 высокой концентрации (Johnson et 
al., 2009), что совпадает с полученными нами данными для 
M. m. wagneri. Поскольку запах гептанона2 вызывал акти-
вацию нейронов как основной, так и дополнительной ОЛ, 
возможно, что это соединение несет феромональные функ-
ции и у исследованных нами видов. Это предположение, 
безусловно, нуждается в экспериментальной проверке. 

Заключение
Полученные результаты подтверждают высказанное ранее 
на основании данных изучения поведенческих ответов 
на кон и гетероспецифические запахи предположение 
о существенной разнице систем химической коммуни-
кации у двух симпатрических видов мышей (Котенкова, 
Амбарян, 2003). При сопоставлении результатов этого 
исследования с ранее полученными не выявлено различий 
в поведенческих и нейрональных реакциях у аллопатри-
чески (M. m. wagneri) и симпатрически (M. m. musculus) 
распространенных с M. spicilegus подвидов домовой 
мыши. Это не позволяет предполагать действие в про-
цессе эволюции механизма «усиления» при формирова-
нии прекопуляционной репродуктивной изоляции между 
симпатрическими видами M. spicilegus и M. musculus. По
видимому, выявленные существенные различия систем 
химической коммуникации этих видов сформировались 
в условиях аллопатрии, еще до того, как эти виды стали 
симпатрическими. 
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Features of the electrolyte 
distribution in various tissues 
in miniature pigs
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Striking similarities between human and miniature pig 
anatomy and physiology of the cardiovascular system, 
skin and digestive organs have made miniature pigs 
a successful animal model for addressing problems of 
xenotransplantation. However, despite the widespread 
interest in this breed of animals, the distribution of 
water and electrolytes in the tissues of miniature pigs 
remains poorly understood, which led us to conduct 
this study. The distribution of sodium, potassium 
cations and water in skeletal muscles, myocardium, 
smooth muscle elements of the vascular system, liver 
and skin of mini-pigs differing in gender and behavior-
al response to humans has been studied. Quantitative 
determination of sodium and potassium cations was 
performed by atomic absorption spectroscopy. It was 
shown that skeletal and smooth muscles differ in elec-
trolyte content. The impact of behavioral response to 
humans on the electrolyte level in skeletal muscle was 
detected. The data are confirmed by two-factor disper-
sion analysis. The accumulation of water in muscle 
samples of “tame” males as compared with cowardly 
animals was shown. The impact of different behavior-
al types on the amount of sodium in the skin was 
revealed. The impact of the gender of animals or the 
type of behavior on the sodium level in the liver was 
not detected. However, a significant amount of potas-
sium was found in the liver as compared with sodium 
level, which is possibly associated with a high density 
of cellular elements. The gender and behavioral type 
of animals did not have an impact on the distribution 
of potassium and the mass fraction of water in the 
skin and liver. Some differences in the distribution of 
the main extracellular and intracellular sectors’ cations 
were revealed, and so was the dependence of the elec-
trolyte content on the functional characteristics of the 
tissues. The data obtained demonstrate that miniature 
pigs can be an informative animal model for  studying 
the influence of genetic (gender) and phenotypic 
(behavioral response) aspects on the parameters of 
water-electrolyte homeostasis.

Key words: miniature pigs; atomic absorption spectros-
copy; sodium; potassium; tissue samples.

Использование миниатюрных свиней в качестве биологических 
моделей основывается на большом сходстве их анатомии и физио-
логии сердечно-сосудистой системы, морфологии и физиологии 
кожи, органов пищеварения в сравнении с человеком и способ-
ствует решению проблем ксенотрансплантации. Однако, несмо-
тря на широкий интерес к данной породе животных, остаются 
малоизу ченными особенности распределения воды и электроли-
тов в тка нях мини-свиней, что явилось целью настоящего иссле-
дования. Изучено распределение катионов натрия, калия и воды 
в скелетных мышцах, миокарде, гладкомышечных элементах 
сосудистой системы, печени и коже мини-свиней, различающих-
ся по полу и поведенческой реакции по отношению к человеку. 
Количественное содержание катионов натрия и калия определяли 
методом атомно-адсорбционной спектроскопии. Показано, что 
скелетные и гладкие мышцы отличаются по электролитному соста-
ву. При этом в скелетных мышцах выявлена зависимость содержа-
ния электролитов от типа поведения по отношению к человеку. 
Полученные данные подтверждаются и двухфакторным диспер-
сионным анали зом. Обнаружено накопление воды в образцах 
мышечной ткани ручных самцов по сравнению с трусливыми, что 
также доказыва ется результатами исследования дисперсионного 
комплекса. Изучение распределения электролитов в коже свиде-
тельствует о влиянии типа поведения на содержание натрия. Пол 
животных и тип поведения не повлияли на распределение калия 
и массовую долю воды в коже и печени исследованных  животных. 
В ходе рабо ты не выявлено влияния пола и типа поведения живот-
ных на содержание натрия в печени, однако обнаружено значи - 
тельное содержание калия по сравнению с натрием, что, возмож-
но, связано с высокой плотностью клеточных элементов. Установ-
лены некоторые различия распределения основных катионов 
внеклеточного и внутриклеточного секторов, а также зависимость 
содержания электролитов от функциональных особенностей 
тканей. Полученные данные демонстрируют, что мини-свиньи 
ИЦиГ могут являться информативной моделью для исследования 
влияния генетических (пол) и фенотипических (тип поведения) 
особенностей на парамет ры водно-электролитного гомеостаза.

Ключевые слова: мини-свиньи; атомно-адсорбционная 
спектроскопия; натрий; калий; образцы тканей.
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В настоящее время за рубежом и в России широко 
внед ряются в практику медикобиологических ис-
следований миниатюрные свиньи как новый вид 

лабораторных животных (Morisson et al., 2000; Никитин 
и др., 2014). Многие системы минисвиней (сердечносо-
судистая, пищеварительная, кожа) имеют значительное 
анатомическое и физиологическое сходство с системами 
человека, что позволяет использовать этот вид в качестве 
биологической модели, а также в процессах ксенотран-
сплантации (Капанадзе, 2006; Айтназаров и др., 2014).

Для медикобиологических целей впервые в Российской 
Федерации в ИЦиГ СО РАН выведена порода минисвиней 
путем отдаленной гибридизации и сложным воспроизво-
дительным скрещиванием домашних и диких свиней ев-
ропейского и азиатского происхождения (Тихонов, 2010). 
Несмотря на активное изучение данной породы животных, 
особенности локализации воды и электролитов в тканях 
минисвиней остаются малоизученными, что послужило 
целью настоящего исследования.

Материалы и методы
Работа выполнена на 40 миниатюрных свиньях в возрасте 
1 мес., массой 8–12 кг, полученных из питомника ИЦиГ 
СО РАН. Животные были разделены на четыре группы 
по полу и реакции поведения по отношению к челове-
ку (трусливооборонительная и ручная). Исследование 
проведено с соблюдением Хельсинкской декларации о 
гуманном отношении к животным.

Для анализа содержания электролитов были отобраны 
образцы мышечной ткани (скелетная бедренная мышца, 
сердечная мышца (миокард левого желудочка), аорта, 
полая вена), а также кожи и печени. Кусочки ткани вы-
сушивали до постоянной массы при температуре 100 °С. 
Количественное содержание катионов натрия и калия 
определяли методом атомноадсорбционной спектро-
скопии (Hitachi Z8000, Япония). Массовую долю воды 
рассчитывали как отношение массы воды к массе образца 
во влажном состоянии.

Достоверность различий показателей между группами 
животных оценивали в пакете программ Statistica 8.0 с 
использованием теста Дункана и двухфакторного дис-
персионного анализа ANOVA, где в качестве независимых 
переменных взяты пол животного и реакция поведения 
на человека.

Результаты и обсуждение
Известно, что натрий является основным внеклеточным 
катионом и обеспечивает, наряду с участием в поддержа
нии водносолевого гомеостаза, а также процессов транс
мембранного транспорта, процесс возбуждения в нервных 
и мышечных клетках (Nehrke, 2014). В табл. 1 представле-
ны данные о распределении катионов натрия в образцах 
ткани, в зависимости от пола животных и типа поведения 
по отношению к человеку. Сравнение разных типов мы-
шечной ткани показало, что в гладкомышечных элементах 
сосудистого русла (аорта и полая вена) натрия содержится 
больше, чем в миокарде. Меньше всего натрия определя-
ется в скелетной мышце. В скелетных мышцах ручных 
самцов выявлено достоверно более высокое содержание 
натрия по сравнению с самцами с трусливой реакцией 

поведения (p < 0.05). У экспериментальных животных 
женского генотипа с ручным типом поведения обнаружено 
достоверное уменьшение содержания натрия в миокарде 
по сравнению с трусливыми особями (p < 0.05). Также в 
миокарде трусливых самок выявляется повышенное со-
держание натрия по сравнению с трусливыми самцами (p 
< 0.05). Дисперсионный анализ полученных данных по-
казал достоверное влияние типа поведения на содержание 
натрия в аорте (F1.36 = 6.21, p < 0.05). В остальных экс-
периментальных группах достоверного влияния факторов 
пола, типа поведения и их взаимодействия не обнаружено.

Основной путь поступления воды и электролитов в ор-
ганизм – желудочнокишечный тракт. Кровь, оттекающая 
от тонкой кишки, поступает в печень, одной из важных 
функций которой является участие в минеральном обме-
не. Для поддержания водносолевого гомеостаза важны 
не только пути поступления воды и электролитов, но и 
размеры потерь, основную роль в этом играет кожа. Раз-
меры потерь воды через кожу определяются скоростью 
диффузии через заполненный липидами ороговевший 
протекторный слой (Иванова, 2009). Анализ двухфак-
торного дисперсионного комплекса выявил влияние типа 
поведения на распределение натрия в коже (F1.36 = 11.03, 
p < 0.01): наблюдается уменьшение содержания натрия у 
ручных животных по сравнению с трусливыми (самцы: 
p < 0.05, самки: p <  0.05). В ходе исследования не обна-
ружено эффектов пола и типа поведения животных на 
содержание натрия в печени.

Важнейшим ионом внутриклеточной жидкости по срав
нению с внеклеточной является калий (см. табл. 1). При 
сравнении разных тканей отмечено преобладание калия 
в скелетной мышце и миокарде. Выявлено, что в глад-
комышечных элементах сосудистой системы самцов со-
держание калия выше у ручных животных (p < 0.05), что 
подтверждается влиянием фактора типа поведения при 
анализе дисперсионного комплекса (F1.36 = 5.21, p < 0.05). 
В печени обнаружено значительное содержание калия по 
сравнению с натрием, что, возможно, связано с высокой 
плотностью клеточных элементов. Пол и тип поведения 
животных не повлияли на распределение калия в печени 
и коже исследованных животных.

Натрий и калий, являясь осмотически активными иона
ми, способствуют перераспределению воды между клет
кой и внеклеточной жидкостью. Анализ полученных дан  
ных показал накопление воды в скелетных и гладкомы-
шечных образцах ручных самцов по сравнению с трус-
ливыми (табл. 2), что подтверждается результатами дис-
персионного анализа: фактор типа поведения достоверно 
влияет на обводненность аорты (F1.36 = 4.94, p < 0.05) 
и полой вены (F1.36 = 10.27, p < 0.01). На содержание 
воды в скелетной мышце оказали влияние фактор пола 
(F1.36 = 10.00, p < 0.01) и взаимодействие факторов пола 
и типа поведения (F1.36 = 14.25, p < 0.001). Факторы пола 
и типа поведения не влияют на массовую долю воды в 
коже и печени.

Анализ результатов исследования позволил выявить 
некоторые различия распределения основных катионов 
внеклеточного и внутриклеточного секторов, а также за-
висимость содержания электролитов от функциональных 
особенностей тканей.
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Полученные данные демонстрируют, что минисвиньи 
ИЦиГ могут являться информативной моделью для иссле-
дования влияния генетических (пол) и фенотипических 
(тип поведения) особенностей на параметры водноэлек
тролитного гомеостаза.
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table 2. Percentage of water in tissue samples, M ± SEM 

Tissue
Males Females

cowardly animals tame animals cowardly animals tame animals

Skeletal muscle 75.50 ± 0.37 77.64 ± 0.71* 75.84 ± 0.23 73.80 ± 0.73* ###

Cardiac muscle 77.56 ± 0.34 77.72 ± 0.55 77.58 ± 0.27 74.83 ± 1.88

Aorta 57.87 ± 3.59 71.24 ± 2.82* 57.55 ± 4.80 60.12 ± 2.74#

Hollow vein 65.02 ± 0.85 70.77 ± 1.28** 64.90 ± 0.98 66.47 ± 1.38#

Skin 72.40 ± 3.09 66.26 ± 2.27 70.21 ± 1.18 64.62 ± 1.29

Liver 70.25 ± 0.44 71.42 ± 0.62 70.20 ± 0.44 69.51 ± 0.53#

* p < 0.05, ** p < 0.01 in comparison to same-sex cowardly animals; # p < 0.05, ### p < 0.001 in comparison to males of the same behavior type.

table 1. Concentrations of sodium and potassium ions in tissue sampes, μg/mg dry tissue, M ± SEM

Tissue Sodium Potassium

Males Females Males Females

cowardly 
animals

tame 
animals

cowardly 
animals

tame 
animals

cowardly 
animals

tame 
animals

cowardly 
animals

tame 
animals

Skeletal muscle 2.60 ± 0.11 3.30 ± 0.30* 2.81 ± 0.22 2.80 ± 0.15 12.79 ± 0.27 12.08 ± 1.24 12.76 ± 1.45 14.27 ± 0.86

Cardiac muscle 4.67 ± 0.17 4.34 ± 0.21 7.78 ± 1.67# 4.69 ± 0.32* 12.62 ± 1.05 13.78 ± 0.93 12.22 ± 1.37 13.05 ± 0.78

Aorta 5.84 ± 0.78 8.23 ± 0.92 5.78 ± 0.89 7.53 ± 0.71    3.09 ± 0.37    5.95 ± 1.29*    3.96 ± 0.54    4.66 ± 0.57

Hollow vein 6.62 ± 0.20 7.95 ± 0.91 6.14 ± 0.34 6.65 ± 0.70    4.68 ± 0.12 12.30 ± 4.14*    5.01 ± 0.43    4.99 ± 0.31#

Skin 6.87 ± 0.51 5.44 ± 0.63* 7.10 ± 0.44 5.32 ± 0.29*    4.18 ± 0.47    3.69 ± 0.46    4.16 ± 0.32    4.70 ± 1.45

Liver 2.90 ± 0.07 3.04 ± 0.10 3.06 ± 0.17 3.14 ± 0.12    9.95 ± 0.29    9.71 ± 0.55 10.01 ± 0.21 10.01 ± 0.36

* p < 0.05 vs.  same-sex cowardly animals; # p < 0.05 vs. males of the same behavior type.
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The GC rat strain (from the words “genetic” and “cata-
tonia”) was created by selection for predisposition to 
passive-defensive reaction of catatonic freezing in 
response to stressing stimuli. Rats of the GC strain have 
previously demonstrated a number of biochemical 
and behavioral properties similar to those of patients 
with schizophrenia and depression. Prepulse inhibition 
(PPI) is widely explored as an important indicator, a 
decrease of which may be indicative of psychopathol-
ogy, including schizophrenia. It has been established 
that the brain noradrenergic system influences the 
manifestation of PPI, in particular through the activa-
tion of central alpha-adrenoreceptors. Also known 
is the association between PPI and expression of 
catechol-O-methyltransferase. This study focuses on 
the reaction of prepulse inhibition in rats of the inbred 
GC strain, being considered as a hypothetical model 
of schizophrenia, as well as on the relation of prepulse 
inhibition to mRNA expression of tyrosine hydroxylase, 
catechol-O-methyltransferase, alpha1A- and alpha2A-
adrenergic receptors in the midbrain of GC rats. For the 
first time, a decrease of PPI in GC rats compared with 
WAG rats was shown, both with a prepulse power of 
75 dB and at 85 dB, which may indicate a violation of 
filtration of sensorimotor information into the central 
nervous system in GC rats. Real-time PCR showed a 
decrease in mRNA level of Adra1A in intact rats with 
genetic catatonia when compared to control WAG 
rats. There was observed no correlation between the 
expression of mRNA of the Adra1A, Adra2A, Th, and 
Comt genes in the midbrain and the PPI reaction in 
GC rats. The reduction of prepulse inhibition in GC rats 
indicates functional similarity of this genetic model of 
schizophrenic psychopathology with a prototype.

Key words: genetic catatonia; prepulse inhibition; 
midbrain; gene expression; alpha-adrenoreceptors; 
catechol-O-methyltransferase, tyrosine hydroxylase.

В Институте цитологии и генетики СО РАН путем селекции на уси-
ление реакции пассивно-оборонительного застывания в ответ 
на стрессорный стимул создана линия крыс ГК (от слов «генети-
ческая» и «кататония»). Ранее было показано, что крысы линии ГК 
имеют ряд биохимических и поведенческих особенностей, гомо-
логичных соответствующим характеристикам у больных шизофре-
нией и депрессией. Реакцию престимульного торможения (PPI) 
рассматривают в качестве показателя, снижение которого может 
свидетельствовать о наличии психопатологии, в частности шизо-
френии. Исследования показывают, что норадренергическая 
система мозга влияет на проявление PPI через активацию цент-
ральных альфа-адренорецепторов. Известна также связь PPI с экс-  
прессией катехол-О-метилтрансферазы. Целью работы было ис-
следование реакции престимульного торможения у крыс инбред-
ной линии ГК как гипотетической модели шизофренной патологии 
и изучение связи реакции престимульного торможения у крыс ГК 
с экспрессией мРНК генов тирозингидроксилазы, катехол-О-метил-
трансферазы, альфа1А- и альфа2А-адренорецепторов в среднем 
мозге. Впервые выявлено снижение реакции престимульного 
торможения у крыс линии ГК по сравнению с крысами линии WAG 
при силе престимула как 75, так и 85 дБ, что может указывать на 
нарушение процесса фильтрации сенсомоторной информации в 
ЦНС у крыс линии ГК. Методом ПЦР в реальном времени показано 
снижение уровня экспрессии мРНК гена Adra1A у интактных крыс 
с ГК по сравнению с контрольными крысами линии WAG. Корре-
ляционных взаимосвязей между экспрессией мРНК генов Adra1A, 
Adra2A, Th, Comt в среднем мозге и реакцией престимульного тор-
можения у крыс линии ГК не обнаружено. Сниженная реакция 
престимульного торможения у крыс линии ГК свидетельствует в 
пользу функционального сходства линии как предполагаемой ге-
нетической модели шизофренной психопатологии с прототипом.

Ключевые слова: генетическая кататония; престимульное 
торможение; престимульное ингибирование; средний мозг; 
экспрессия генов; альфа-адренорецепторы; катехол-О-метил-
трансфераза; тирозингидроксилаза.

e-mail: ocean-2006@yandex.ru

Экспрессия генов системы катехоламинов 
в среднем мозге и реакция престимульного 
торможения у крыс с генетической кататонией
М.А. Рязанова1 , О.И. Прокудина1, В.С. Плеканчук2, Т.А. Алехина1 

1 Федеральный исследовательский центр Институт цитологии и генетики Сибирского отделения Российской академии наук, Новосибирск, Россия 
2 Уральский федеральный университет имени первого Президента России Б.Н. Ельцина, Екатеринбург, Россия

Received 29.09.2017   
Accepted for publication 20.10.2017       
© AUTHORS, 2017

Вавиловский журнал генетики и селекции. 2017;21(7):798-803
DOI 10.18699/VJ17.296

КаК цитировать эту статью:
Рязанова М.А., Прокудина О.И., Плеканчук В.С., Алехина Т.А. Экспрессия 
генов системы катехоламинов в среднем мозге и реакция престимуль-
ного торможения у крыс с генетической кататонией. Вавиловский 
журнал генетики и селекции. 2017;21(7):798-803. DOI 10.18699/VJ17.296

How to cite tHis article:
Ryazanova M.A., Prokudina O.I., Plekanchuk V.S., Alekhina T.A. Expression 
of catecholaminergic genes in the midbrain and prepulse inhibition in rats 
with a genetic catatonia. Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Selektsii = Vavilov 
Journal of Genetics and Breeding. 2017;21(7):798-803. DOI 10.18699/
VJ17.296 (in Russian)



799Высокотехнологическое фенотипирование Вавиловский журнал генетики и селекции • 2017 • 21 • 7

В Институте цитологии и генетики СО РАН была се лек
ционирована линия крыс ГК (аббревиатура от слов 
«генетическая» и «кататония»). Критерием от бора 

служила длительность реакции каталептического засты-
вания в домашней клетке в ответ на слабый стрессиру-
ющий стимул. Таким образом, предполагалось создание 
линии животных, моделирующей симптомы шизофре  
нии кататонического типа. Показано, что крысы полу-
ченной линии ГК имеют ряд биохимических и поведен-
ческих особенностей, соответствующих характеристикам 
у больных шизофренией и депрессией (Колпаков и др.,  
2004). 

Одним из условий для признания экспериментальной 
модели шизофренной патологии валидной является на-
личие сниженной реакции престимульного торможения у 
животных (Swerdlow et al., 2008; Powell et al., 2009). Этот 
феномен отражает способность центральной нервной 
системы к сенсомоторной фильтрации. Снижение прести-
мульного торможения было обнаружено при шизофрении 
(MartinezGras et al., 2009), заболеваниях аутистического 
спектра (Perry et al., 2007), а также при некоторых других 
психических и нейродегенеративных заболеваниях.

Престимульное торможение, вызванное звуковым раз
дражением рефлекса вздрагивания, заключается в сни
жении реакции на предъявляемый стимул, если за 20–  
800 миллисекунд ему предшествует подпороговый зву 
 ковой раздражитель (Hoffman, Wible, 1970). Престимуль-
ное торможение акустического рефлекса вздрагивания 
характерно не только для человека, но и для ряда видов 
животных, что позволяет использовать этот показатель в 
качестве потенциального маркера психопатологии при ис-
следованиях, проводимых на экспериментальных моделях 
(Joober et al., 2002). Однако исследования способности 
ЦНС к сенсомоторной фильтрации информации у крыс 
инбредной линии ГК ранее не проводились.

Важную роль в реализации реакции престимульного 
торможения в ответ на звуковые стимулы играет средний 
мозг, поскольку показано, что в реализации этой реакции 
обязательно участвуют четверохолмие и педункулопон-
тийное тегментальное ядро среднего мозга (Li et al., 1998; 
Yeomans et al., 2006; Li et al., 2009). Кроме того, уста-
новлено, что норадренергическая система мозга влияет 
на проявление реакции престимульного торможения, в 
частности, через активацию центральных альфаадре-
норецепторов (Shishkina et al., 2004; Alsenе et al., 2006). 
Известна также связь реакции престимульного торможе-
ния с уровнем экспрессии катехолОметилтрансферазы 
(Swerdlow et al., 2013). Ранее у крыс линии ГК были 
выявлены изменения по содержанию норадреналина и 
дофамина в структурах мозга (Alekhina et al., 1994) и 
отличия по уровню экспрессии мРНК адренорецепторов 
в ЦНС (Рязанова и др., 2012), что свидетельствует об 
измененной функции данных систем и может влиять на 
реакцию престимульного торможения у этих животных.

Целью работы было исследовать реакцию престимуль
ного торможения у инбредной линии крыс ГК с гене
ти ческой кататонией как гипотетической модели шизо
френоподобного нарушения и изучить связь реакции 
пре стимульного торможения у крыс ГК с экспресси ей 
мРНК генов тирозингидроксилазы, катехолОметил

трансфера зы, альфа1А и альфа2Аадренорецепторов в 
среднем мозге.

Материалы и методы исследования
Экспериментальные животные. Работа выполнена на 
7месячных инбредных крысах линии ГК и WAG (Wistar 
Albino Glaxo), которые, как и крысы линии ГК, были 
получены из популяции Вистар. Крысы содержались 
в индивидуальных клетках в виварии ИЦиГ СО РАН 
при свободном доступе к воде и корму. Все опыты на 
животных выполнены в соответствии с порядком прове-
дения процедур на животных согласно приказу № 755 от 
12 августа 1977 г. и по международным рекомендациям 
(Этический кодекс от 1985 г.) и одобрены биоэтической 
комиссией ИЦиГ СО РАН (протокол № 34 от 15.06.2016). 
С помощью тестирования на «каталепсию» были отобра-
ны крысы ГК с наибольшей выраженностью «застывания» 
(более 10 с). Из них сформировали две группы: 1) крысы 
ГК и WAG (группа интактные), у которых изучали экс-
прессию мРНК генов; 2) крысы ГК и WAG (PPIгруппа), 
у которых исследовали престимульное торможение (pre-
pulse inhibition – PPI) в установке Startle и сразу после 
тестирования проводили декапитацию и брали биологиче-
ский материал для дальнейшего определения экспрессии 
мРНК исследуемых генов.

Тест на каталепсию проводили в соответствии с тра-
диционным селекционным методом (Барыкина и др., 
1983). Животному придавали вертикальное положение 
в углу клетки, осторожно приподнимая тело за передние 
лапки палочкой. Регистрировали время удержания при-
данной таким образом позы после того, как палочка была 
убрана. Тестирование проводилось два раза в разные дни. 
В эксперимент были отобраны крысы, которые застывали 
в такой позе не менее 10 с. Размер выборки, из которой 
осуществляли отбор, – 29 крыс.

Оценка престимульного торможения (PPI) была про-
ведена с использованием прибора TSE Startle Response 
System (Германия). Аппарат для измерения амплитуды 
реакции вздрагивания представляет собой звуко и све-
тонепроницаемую вентилируемую камеру с чувствитель-
ной к колебаниям платформой, на которую помещается 
клетка с животным. Тестирование проводилось в темноте, 
на фоне белого шума силой 65 дБ, так же как и в более 
ранних исследованиях на аутбредных крысах линии ГК 
(Попова и др., 1999; Барыкина и др., 2002). Длительность 
всех звуковых сигналов (белый шум) составляла 40 мс. 
Основной звуковой стимул имел силу 115 дБ. В качестве 
подпороговых престимулов были выбраны сигналы силой 
85 дБ (Попова и др., 1999; Барыкина и др., 2002), а также 
силой 75 и 70 дБ. Время между отдельными испытани-
ями было случайным в интервале 10–20 с. Регистрация 
амплитуды рефлекса вздрагивания велась с момента 
подачи основного звукового стимула в течение 200 мс. 
После трехминутной адаптации к условиям тестирова-
ния проводилось автоматическое измерение базальной 
активности животного в течение 30 с. После этого по-
давались 10 звуковых стимулов (115 дБ) для габитуации 
и стабилизации стартлрефлекса. Затем следовал блок 
испытаний, результаты которых использовались для рас-
чета PPI. Блок состоял из 40 испытаний, где в случайном 
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порядке подавались четыре типа сигнала (сигнал каждого 
типа предъявлялся 10 раз): 1) одиночный сигнал силой 
115 дБ; 2) сигнал с предстимулом первого типа: прести-
мул силой 70 дБ, через 100 мс стимул 115 дБ; 3) сигнал с 
предстимулом второго типа: престимул силой 75 дБ, через 
100 мс стимул 115 дБ; 4) сигнал с предстимулом третьего 
типа: престимул силой 85 дБ, через 100 мс стимул 115 дБ.

Престимульное ингибирование вычисляли по форму
ле: PPI (%) = (P – PP) × 100/P, где PP – усредненная по 
10 испытаниям амплитуда реакции вздрагивания на 
сти мул, подаваемый после престимула; P – усредненная 
по 10 испытаниям амплитуда реакции вздрагивания на 
стимул.

Определение количества мРНК методом ПЦР в ре  
альном времени. Крыс линии ГК и WAG быстро дека-
питировали и забирали биологический материал. РНК 
из среднего мозга крыс выделяли с использованием 
TRI Reagent (Moleculаr Research Center, США) согласно 
рекомендациям производителя.

Примеси геномной ДНК удаляли обработкой ДНКазой, 
свободной от РНКаз (Promega, США), после чего останав-
ливали работу фермента осаждением 96 % этанолом c нат
рийацетатом (pH 4.2–4.4) и оставляли на ночь на –20 °C. 
Затем центрифугировали в течение 10 мин и осадок РНК 
растворяли в деионизованной воде. Качество выделенной 
РНК оценивали электрофорезом в 1 % агарозном геле, 
количество – по оптической плотности при 260 нм.

Для получения кДНК смешивали 3 мкг РНК и 
0.25 нмоль «случайных» (random N9) праймеровнано-
меров («Биосинтез», Россия). Конечный раствор объемом 
50 мкл содержал: 3 мкг РНК и 0.25 нмоль «случайных» 
праймеровнаномеров («Биосинтез», Россия), 5 мкл бу-
фера F2, 5 мкл 4 мM dNTP, 25 мкл 40 % трегалозы, 1 мкл 
BSA (10 мг/мл) и 5 мкл 40 ед. акт. обратной транскриптазы 
MoMLV (реактивы производства «ВекторБест», Россия). 
Синтез кДНК проводили при 37 °С – 1 ч, 42 °С – 30 мин, 
50 °С – 10 мин. Фермент инактивировали прогревом смеси 
при 75 °С в течение 5 мин. В дальнейшем для каждого 
образца кДНК делали проверочную постановку ПЦР в 
реальном времени с праймерами гена домашнего хозяй-
ства Ppia для контроля обратной транскрипции. Кроме 
того, проводили ПЦР с РНК для проверки на присутствие 

геномной ДНК в образцах. Для последующей ПЦР ис-
пользовали 0.25–0.5 мкл полученной кДНК.

Полуколичественную оценку экспрессии мРНК генов 
альфа1А и альфа2Аадренорецепторов, тирозингидрок-
силазы и катехолОметилтрансферазы выполняли по 
отношению к экспрессии мРНК гена «домашнего хозяй-
ства» циклофелина А (Ppia) как внутреннего контроля 
полимеразной цепной реакции. В работе использовали 
амплификатор CFX96 Touch™ RealTime PCR Detec-
tion System (BioRad Laboratories, США). Реакционная 
смесь объемом 20 мкл содержала буфер F2 для ПЦР 
(«ВекторБест», Россия), 0,2 мM dNTPs, SYBR Green I 
(«Медиген», Россия) в разведении 1 : 20 000, по 150 нМ 
прямого и об ратного праймеров и 1 ед. акт. hotStart по-
лимеразы («ВекторБест», Россия). Реакцию проводили в 
следующих условиях: предварительный прогрев при 94 °С 
в течение 3 мин; после этого следовали 38–45 циклов: 
денатурация при 94 °С – 15 с, отжиг – 20 с, элонгация при 
72 °С – 20 с, сбор данных по флуоресценции для Ppia при 
83 °С – 10 с, сбор данных по флуоресценции для целевых 
образцов – 10 с. После окончания ПЦР снимали кривые 
плавления для контроля специфичности реакции. Из 
полученных образцов кДНК для каждого органа делали 
«усредненный» раствор кДНК, который использовали для 
построения калибровочных кривых, по которым опреде-
ляли относительный уровень кДНК для целевых генов и 
гена сравнения в образцах.

Праймеры, используемые для определения экспрессии 
исследуемых генов (табл. 1), были подобраны с использо-
ванием онлайнолигоанализатора с сайта www.eu.idtdna.
com и проверены в базе данных Blast (Basic Local Align-
ment Search Tool) на специфичность (Рязанова, 2012; 
Ryazanova еt al., 2016). 

Статистическая обработка проведена с использова-
нием пакета программ Statistica 6.0. Влияние факторов 
генотипа, процедуры исследования престимульного тор
можения и взаимодействия этих факторов на экспрессию 
генов оценивали с помощью двухфакторного дисперси-
онного анализа (ANOVA), posthoc сравнения проводили 
по LSDкритерию Фишера. Для оценки реакции пре-
стимульного ингибирования применяли методы непара-
метрической статистики с использованием Uкритерия 

table1. Primers used in the study

Gene Primer sequence Т, ºС Amplicon size, 
bp.

annealing detection

Th F: 5’-GCAGCCCTACCAAGATCAAA-3’
R: 5’-AACTTCACAGAGAATGGGCG-3’

61 82 120

Adra1A F: 5’-TGCCATCTTTGAGATCCTG-3’
R: 5’-GGTAGCTCACACCAATGTA-3’

64 84 143

Adra2A F: 5’-TATGGGCTACTGGTACTTT-3’
R: 5’-CCCACACAGTGACAATGAT-3’

63 87 191

Comt F: 5’-CTTGACCACTGGAAAGACCG-3’
R: 5’-CGATGACGTTGTCAGCTAGGA-3’

63 82 100

Ppia F: 5’-TTCCAGGATTCATGTGCCAG-3’
R: 5’-CTTGCCATCCAGCCACTC-3’

61–64 82 206
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Экспрессия генов системы катехоламинов в среднем мозге 
и реакция престимульного торможения у крыс ГК

Манна – Уитни для малых выборок. При корреляционном 
анализе использовали непараметрический критерий Спир-
мена, при статистической оценке результатов тестирова-
ния на каталепсию – tкритерий Стьюдента.

Результаты и обсуждение
Исследование каталептической реакции подтвердило бо-
лее длительное застывание у крыс линии ГК: 12.95 ± 3.86 
для ГК и 3.29 ± 1.07 для WAG (по tкритерию Стьюдента, 
p < 0.01).

В нашей работе, а также в ряде других (Lehmann et al., 
1999; Hohnadel et al., 2007; Rohleder et al., 2014) показано, 
что величина PPI зависит от силы престимула. При силе 
престимула 70 дБ межлинейных различий по уровню пре  
стимульного торможения не обнаружено. Впервые выяв-
лено снижение уровня PPI у крыс линии ГК по сравнению 
с крысами линии WAG при силе престимула 75 дБ (по 
Манну – Уитни: U = 24.0, р < 0.001) и 85 дБ (по Манну – 
Уитни: U = 25.0, р < 0.001) (рисунок). На более ранних эта
пах селекции у аутбредных крыс линии ГК при силе пре  
стимула 85 дБ удалось найти только отрицательную кор-
реляцию между длительностью каталептического засты-
вания и значением PPI, тогда как различий с контрольной 
линией обнаружено не было (Барыкина и др., 2002).

Дефицит престимульного торможения рассматривает
ся в качестве эндофенотипа нейропсихических заболе-
ваний и широко используется при характеристике новых 
экспериментальных животных моделей (Swerdlow et al., 
2008). Снижение PPI у животных, вызываемое различны-
ми воздействиями, предлагается как экспериментальная 
мо дель шизофрении (Swerdlow et al., 1994; Ellenbroek et 
al., 1995; Le Pen et al., 2002). Сниженная реакция пре-
стимульного торможения, обнаруженная у инбредных 
крыс линии ГК, может говорить о нарушении в процессах 
фильтрации сенсорной информации у крыс этой линии и 
свидетельствует в пользу функционального сходства ее 
(как предполагаемой генетической модели шизофренной 
психопатологии) с прототипом. 

Исследование влияния фактора тестирования и фак-
тора генотипа на экспрессию мРНК исследуемых генов 
с помощью двухфакторного дисперсионного анализа 
выявило достоверное влияние фактора генотипа (F1;20 = 
= 6.57; p < 0.05) на экспрессию мРНК Adra1A; posthoc 
анализ показал сниженную экспрессию мРНК Adra1A у 
крыс группы «ГК интактные» по сравнению с крысами 
«WAG интактные» (p < 0.05) (табл. 2). Эти данные под-
тверждают более ранние исследования по экcпрессии 

мРНК Adra1A у крыс ГК в среднем мозге (Рязанова и др., 
2012). Такое воспроизведение результатов по количеству 
мРНК гена Adra1A в разных поколениях крыс линии ГК 
указывает на стабильно измененную экспрессию этого 
гена в среднем мозге животных.

Альфа1Аадренорецептор – основной подтип альфа1
адренорецепторов (α1АР), который является постсинап-
тическим и осуществляет передачу сигнала, опосре дуя 
эффекты норадреналина. Показано, что введение в же
лудочки мозга теразозина – антагониста альфа1АР, вы  
зывает дозозависимую ингибицию двигательной актив-
ности и каталепсию у мышей и крыс, которую можно 
предотвратить совместным введением агониста (фенилэф-
рин) (Stone et al., 1999, 2003b). Кроме того, блокирование 
синтеза норадреналина вызывает заметное снижение по
веденческой активности, которую, в свою очередь, мож 
 но повысить внутримозговым введением норадрена ли
на. При этом эффект норадреналина блокируется сов
местным введением теразозина (Stone et al., 2003a), что 
свидетельствует о важной роли альфа1АР в регуляции 
норадреналиновой нейротрансмиссии и поведения. Таким 
образом, выявленное снижение экспрессии мРНК гена 
Adra1A в среднем мозге у крыс ГК указывает на изменения 
в адренорецепторном звене, которые могут быть связаны 
с развитием тормозных реакций и влиять на проявление 
кататонических ответов. 

Кроме того, ингибиция альфа1адренорецепторов вызы-
вает депрессивноподобное поведение (Stone, Quartermain, 
1999), а стимуляция именно альфа1Аадренорецепторов 
уменьшает депрессию и тревожное поведение (Doze et 
al., 2009). Эти данные хорошо согласуются со сниженной 
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table 2. Expression of Adra1A, Adra2A, Comt, and Th mRNAs in the midbrain of GC and WAG rats  

Gene GC  intact 
(n = 6)

WAG  ntact 
(n = 6)

GC PPI  
(n = 5)

WAG PPI 
(n = 6–7)

Th 0.99 ± 0.07 0.89 ± 0.07 0.98 ± 0.04 1.06 ± 0.07

Adra1A 0.84 ± 0.06* 1.02 ± 0.08 0.86 ± 0.03 0.99 ± 0.05

Adra2A 0.81 ± 0.08 0.93 ± 0.09 0.99 ± 0.03 1.11 ± 0.05

Comt 0.93 ± 0.05 0.98 ± 0.02 0.94 ± 0.04 0.96 ± 0.04

Parenthesized are numbers of animals in the groups. * p <0.05 vs WAG intact; two-way ANOVA, LSD test.



Expression of catecholaminergic genes in the midbrain 
and prepulse inhibition in rats with a genetic catatonia

M.A. Ryazanova, O.I. Prokudina 
V.S. Plekanchuk, T.A. Alekhina

802 High-technology phenotypingVavilov Journal of Genetics and Breeding • 2017 • 21 • 7

экспрессией альфа1Аадренорецептора в среднем мозге 
крыс ГК, которые также имеют биохимические и пове-
денческие изменения, характерные для депрессивного 
состояния (Колпаков и др., 2004). Таким образом, сни-
жение уровня мРНК Adra1A в среднем мозге может быть 
связано с проявлением депрессивноподобного поведения 
у крыс ГК в поведенческих тестах (Колпаков и др., 2004). 

Имеются данные, показывающие, что стимуляция 
альфа1адренорецепто ров мозга приводит к нарушению 
реакции престимульного торможения (Caras so et al., 1998; 
Alsene et al., 2006) и этот эффект может быть заблокирован 
антагонистами альфа1адренорецепторов, но не блокадой 
дофаминовых D2рецепторов (Carasso et al., 1998). Тогда 
активация альфа1адренорецепторов может представлять 
важный механизм, посредством которого норадренер-
гическая система модулирует реакцию престимульного 
торможения. У крыс линии ГК престимульное торможе-
ние снижено, при этом снижена также экспрессия мРНК 
гена Adra1A в среднем мозге. Насколько эти изменения в 
экспрессии мРНК гена Adra1A отражаются на плотности/
активности рецептора и насколько вовлечены альфа1А
адренорецепторы в реализацию реакции престимульного 
торможения у крыс ГК, нам еще предстоит изучить.

Достоверных различий по экспрессии исследуемых 
генов в среднем мозге у интактных крыс и крыс соответ-
ствующей линии после тестирования на PPI не обнаруже-
но. Выявленные результаты показывают, что 25минутное 
тестирование в установке TSE Startle Response System для 
оценки престимульного торможения, после которого про-
водилось взятие биологического материала, не успевало 
повлиять на изменение уровня мРНК.

Проведенный анализ не выявил корреляционных взаи-
мосвязей между экспрессией мРНК генов Adra1A, Adra2A, 
Th, Comt в среднем мозге и реакцией престимульного 
торможения у крыс линии ГК. Повидимому, наибольшее 
влияние на реализацию PPI у крыс ГК могут оказывать 
другие звенья катехоламинергических систем мозга, воз-
можно, изменение количества самих ферментов – тирозин-
гидроксилазы, катехолОметилтрансферазы и др., а также 
изменение плотности/активности рецепторов. Несмотря 
на то что в других исследованиях была показана связь вы-
раженности реакции престимульного торможения с уров-
нем экспрессии мРНК гена Comt в мозге (Swerdlow et al., 
2012, 2013), подобной зависимости между PPI и уровнем 
мРНК гена Comt в среднем мозге у крыс ГК не обнаруже-
но. КатехолОметилтрансфераза участвует в распаде не 
только норадреналина, но и дофамина (Kvetnansky et al., 
2009). Вероятно, именно количеством дофамина обуслов-
лена зависимость экспрессии мРНК гена Comt и реакции 
престимульного торможения, поскольку известно, что до-
фаминовая система мозга также вовлечена в реализацию 
PPI (Weber et al., 2010; Swerdlow et al., 2013). Связь работы 
других звеньев катехоламинергических систем мозга со 
снижением реакции престимульного торможения у крыс 
линии ГК еще предстоит исследовать.

Сниженная реакция престимульного торможения сви-
детельствует в пользу функционального сходства крыс 
линии ГК как предполагаемой генетической модели 
шизофренической психопатологии с прототипом. Нару-
шение реакции престимульного торможения у крыс ГК 

не связано с экспрессией мРНК генов Adra1A, Adra2A, 
Th, Comt в среднем мозге. Сниженная экспрессия мРНК 
гена альфа1Аадренорецептора в среднем мозге крыс 
линии ГК указывает на изменения в адренорецепторном 
звене, которые могут быть связаны с развитием тормозных 
реакций и влиять на проявление кататонии.
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Effect of Zbtb33 gene knockout 
and bacterial lipopolysaccharide 
on home cage behavior in mice

N.V. Khotskin , I.E. Sorokin, E.A. Kulikova, 
A.V. Kulikov

Institute of Cytology and Genetics SB RAS, Novosibirsk, Russia

The Zbtb33 gene encodes the bimodal transcriptional 
repressor Kaiso, which causes epigenetic repression 
of genes by binding to methylated mCpG islets in the 
promoters of the genes. Despite the fact that Kaiso is 
intensively expressed in the central nervous system, 
its participation in the regulation of behavior is still 
poorly understood. Only the participation of Kaiso in 
the regulation of the behavioral response to emotional 
stress in the open field and forced swimming tests 
has been shown. The aim of this study is to elucidate 
the role that Kaiso plays in regulating daily activity, 
as well as the behavioral response to stimulation of 
nonspecific immunity. Experiments were performed 
on adult male mice with Zbtb33 gene knockout (KO) 
and animals of the C57BL/6 line (wild type, WT). All 
animals were 11 weeks old, weighed 26 ± 1 g and had 
SPF (specific pathogen free) status throughout the ex-
periment. The animals of each genotype were divided 
into three weighted groups of 8 animals each. Initially, 
the daily dynamics of motor activity, sleep, food and 
water intake of intact animals was measured using the 
PhenoMaster software-hardware complex. The animals 
of each group were then injected with saline (control), 
0.1 or 1.0 mg/kg of bacterial lipopolysaccharide (LPS) 
dissolved in saline, and again measured for their daily 
activity, food and water intake. Intact KO and WT mice 
did not differ in the average daily motor activity and 
sleep duration. However, intact KO mice were less ac-
tive in the dark time, and also consumed less food and 
water as compared to intact WT animals. LPS at both 
doses suppressed motor activity, prolonged sleep du-
ration and caused anorexia in mice of both genotypes. 
However, the effect of low dose of LPS (0.1 mg/kg) on 
the food and water intake was more pronounced in KO 
mice than in WT animals. The results shed light on the 
biological significance of the Kaiso gene and serve as 
a justification for the necessity of the normal function-
ing of this gene in natural populations.

Key words: Kaiso gene; knockout mice; PhenoMaster; 
home cage; LPS.

Ген Zbtb33 кодирует бимодальный репрессор транскрипции 
Kaiso, который вызывает эпигенетическую репрессию генов по-
средством связывания с метилированными островками mCpG 
в промоторах этих генов. Несмотря на то что Kaiso интенсивно 
экспрессируется в центральной нервной системе, его участие в 
регуляции поведения изучено слабо. Так, было показано только 
участие Kaiso в регуляции поведенческой реакции на эмоцио-
нальный стресс в тестах «открытое поле» и «принудительное 
плавание». Целью данного исследования является выяснение 
роли, которую играет Kaiso в регуляции суточной активности, а 
также поведенческого ответа на стимуляцию неспецифического 
иммунитета. Опыты проводились на половозрелых самцах мышей 
с нокаутом гена Zbtb33 (KO) и животных линии C57BL/6 (дикий тип, 
WT). Все животные были в возрасте 11 недель, имели SPF ( specific 
pathogen free) статус на протяжении всего эксперимента. Живот-
ных каждого генотипа разделяли на три выравненные по весу 
группы по восемь животных в каждой. Вначале измеряли суточ-
ную динамику двигательной активности, сна, потребления пищи 
и воды интактных животных с помощью программно-аппаратного 
комплекса PhenoMaster. Затем животным каждой группы внутри-
брюшинно вводили физиологический раствор (контроль), 0.1 или 
1.0 мг/кг бактериального липополисахарида (ЛПС), растворен-
ного в физиологическом растворе, и вновь измеряли суточную 
активность, потребление пищи и воды. Интактные мыши KO и WT 
не различались по среднесуточным двигательной активности и 
продолжительности сна. Однако интактные мыши KO были менее 
активны в темное время суток, а также потребляли меньше пищи 
и воды по сравнению с интактными животными WT. Обе дозы ЛПС 
подавляли двигательную активность, увеличивали продолжи-
тельность сна и вызывали анорексию у мышей обоих генотипов. 
Одна ко эффект низкой дозы ЛПС (0.1 мг/кг) на потребление пищи 
и воды был более выражен у мышей KO, чем у животных WT. Полу-
ченные результаты проливают свет на биологическую значимость 
гена Kaiso и служат обоснованием необходимости нормального 
функционирования этого гена в природных популяциях. 

Ключевые слова: ген Kaiso; нокаутные мыши; PhenoMaster; 
домашняя клетка; LPS.
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Метилирование цитозинов в молекуле ДНК играет 
важную роль в процессе контроля экспрессии 
генов у позвоночных путем длительной фиксации 

транскрипционно неактивного состояния генов (Klose, 
Bird, 2006). Метилированные цитозины длительное вре-
мя сохраняют изменения экспрессии генов в процессе 
онтогенеза (Bird, 2002). Стабильность метилированных 
цитозинов лежит в основе гипотезы об эпигенетической 
пластичности нейронов и долговременной памяти, кото-
рая предполагает, что следы событий в жизни сохраняются 
в виде различных модификаций ДНК (Bali et al., 2011; 
Lubin et al., 2011). 

Специализированные белкирепрессоры узнают мети-
лированные районы ДНК и привлекают к ним белковые 
комплексы, репрессирующие транскрипцию (Wade, 2001; 
Bogdanovic, Veenstra, 2009). Одним из таких белков яв-
ляется Kaiso (кодируется геном Zbtb33) – бимодальный 
репрессор транскрипции. Kaiso входит в семейство белков 
BTB/POZ и содержит два функциональных домена: три 
«цинковых пальца» типа C2H2 на Сконце и Nконцевой 
BTB/POZ домен. Своими цинковыми пальцами он связы-
вается как с канонической последовательностью, так и с 
метилированными участками mCpGmCpG ДНК и при-
влекает репрессорные комплексы за счет взаимодействия 
с BTB/POZ доменом (Filion et al., 2006). 

Ген Kaiso интенсивно экспрессируется в мозге млекопи-
тающих (Della Ragione et al., 2006; Shumskaya et al., 2015; 
Kulikov et al., 2016), и можно ожидать, что он играет суще-
ственную роль в регуляции нервной системы и поведения. 
Однако роль Kaiso в регуляции поведения изучена очень 
слабо. Показано только, что у лишенных Kaiso мышей 
наблюдается повышенная моторная активность в усло-
виях эмоционального стресса в тестах «открытое поле» 
и «приподнятый крестообразный лабиринт» (Коростина, 
Куликов, 2015; Kulikov et al., 2016). Кроме того, нокаут 
гена Zbtb33 оказывал выраженный антидепрессантный 
эффект в тесте «принудительное плавание» у мышей 
(Коростина, Куликов, 2015).

Активация врожденного иммунитета бактериальным 
липополисахаридом (ЛПС) вызывает «синдром поведения 
больного» (sickness syndrome), выражающийся в сниже-
нии двигательной активности и анорексии (Dantzer, 2009). 
В то же время показано, что ЛПС подавляет экспрессию 
ДНК метилтрансферазы 3а и, следовательно, может вли-
ять на интенсивность метилирования в клетках микроглии 
мышей C57BL/6 (Matt et al., 2016). 

Целью нашей работы было изучение влияния нокау-
та гена Zbtb33, ЛПС и их взаимодействия на суточную 
динамику активности, сна, потребления пищи и воды в 
домашней клетке у мышей с нокаутом гена Zbtb33 (KO) 
и дикого типа (WT). 

Материалы и методы
Животные. Исследования проводили в Центре генетиче
ских ресурсов лабораторных животных ФГБНУ «Феде
ральный исследовательский центр Институт цитологии и 
генетики СО РАН» (RFMEFI61914X0005 и RFMEFI62114 
X0010). Опыты выполняли на половозрелых самцах мы-
шей линий с нокаутом гена Zbtb33 C57BL/6/Kaiso (KO, 
n = 24) и линии C57BL/6 (WT, n = 24), которая служила 

генетическим фоном при создании линии C57BL/6/Kaiso. 
Последняя была создана Е.Б. Прохорчуком (Prokhor tchouk 
et al., 2006) и получена в SPFвиварий ИЦиГ СО РАН 
из питомника лабораторных животных РАН «Пущино» 
(г. Пущино, Россия). Все животные были в возрасте 11 не  
дель и имели массу тела 26 ± 1 г. С момента отсадки от 
матерей мышей содержали в группах по шесть особей 
в индивидуально вентилируемых пластиковых клетках 
(Optimice) при регулируемом 14часовом освещении, 
температуре 23 °С и влажности 60 %. Полноценный корм 
и воду они получали без ограничения. Содержание мышей 
и все экспериментальные процедуры были выполнены в 
соответствии с международными правилами обращения с 
животными (Директива 86/309 Европейского сообщества 
от 24 декабря 1986 г.) и одобрены комиссией по биоэтике 
Института цитологии и генетики СО РАН.

Введение ЛПС. ЛПС (Escherichia coli, SigmaAldrich, 
США) разводили в стерильном физиологическом раство-
ре в концентрации 0.1 мг/10 мл или 1 мг/10 мл и вводили 
внутрибрюшинно в объеме 0.1 мл на 10 г массы тела. 
Контрольным животным вводили внутрибрюшинно 0.1 мл 
стерильного физиологического раствора на 10 г мас сы 
тела.

Измерение суточной активности. Суточную актив-
ность, сон и потребление пищи в домашней клетке ис-
следовали с помощью программноаппаратного комплекса 
PhenoMaster (TSE Systems) согласно инструкциям от 
производителя. Установка состоит из восьми индиви-
дуальных клеток с инфракрасными датчиками, фикси-
рующими перемещение животного. Поилка и кормушка 
также подсоединены к датчикам для учета потребляемой 
пищи и воды. Каждую минуту информация с датчиков по-
ступает на компьютер, где обрабатывается программным 
обеспечением, поставляемым фирмойпроизводителем. 
В результате получены данные по потреблению пищи и 
воды, пройденному пути, скорости животного и времени, 
проведенному во сне.

Самцов помещали по одному в клетку и в течение 
двух суток фиксировали все параметры. Первые сутки 
считались адаптационными и не учитывались при по-
следующем обсчете. Таким образом, в конечном анализе 
для оценки базовой активности интактных животных 
использовались только вторые сутки. После окончания 
вторых суток животным внутрибрюшинно вводили либо 
физиологический раствор, либо ЛПС в физиологическом 
растворе в дозе 0.1 или 1.0 мг/кг и активность животных 
регистрировали в течение последующих 24 ч в установке, 
с фиксированием вышеуказанных параметров. Согласно 
инструкции производителя, программа определяет со-
стояние сна как отсутствие подвижности животного в 
течение 40 с и более.

В первом измерении (на вторые сутки после помещения 
в PhenoMaster) было две группы по 24 особи в каждой, 
соответствующие генотипам животных. На третьи сутки 
было шесть групп по 8 особей, соответствующих шести 
комбинациям генотипа и ЛПС.

Статистика. Пройденный путь (см), число эпизодов и 
суммарную длительность сна (мин) за час, количество вы-
питой воды (мл) и съеденного корма (г) за сутки представ-
ляли как средние значения ± ошибки средних. Динамику 
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двигательной активности и сна интактных животных (на 
второй день) анализировали с помощью двухфакторного 
ANOVA для повторных измерений (генотип и время су-
ток как повторяющийся фактор), а после воздействия (на 
третий день) анализировали с помощью трехфакторного 
ANOVA для повторных измерений (генотип, воздействие 
и время суток как повторяющийся фактор). В случае до-
стоверного влияния взаимодействия генотип × время или 
воздействие × время проводили множественное сравнение 
по Фишеру. Количество выпитой воды и съеденного корма 
анализировали с помощью однофакторного (интактные 
животные) и двухфакторного (после воздействия) ANOVA 
с последующим множественным сравнением по Фишеру 
в случае достоверного влияния факторов.

Результаты
Не обнаружено влияния генотипа на средние значения 
суточной двигательной активности (97.85 ± 11.65 м/ч 
WT и 78.34 ± 11.65 м/ч KO; F1,46 = 1.4, p > 0.05) и про-
должительности сна (22.21 ± 0.95 мин/ч WT и 20.57 ±  
± 0.95 мин/ч KO; F1,46 = 1.5, p > 0.05). В то же время выяв-
лен значительный эффект времени суток (F23,1058 = 10.27, 
p < 0.0001 – двигательная активность; F23,1058 = 33.18, 
р < 0.0001 – продолжительность сна) и взаимодействия 
время суток × генотип (F23,1058 = 1.72, p < 0.05 – двига
тельная активность; F23,1058 = 1.72, р < 0.05 – продолжи-
тельность сна) по этим признакам. Мыши обоих геноти-
пов больше двигались и меньше спали в темное время 
(рис. 1 а, б). Активность в темное время суток была ниже у 
мышей KO по сравнению с животными WT (см. рис. 1, а). 
Суточное потребление воды (F1,46 = 6.64, p < 0.05) и пищи 
(F1,46 = 50.74, p < 0.001) было снижено у мышей KO по 
сравнению с животными WT (см. рис. 1, в).

Выявлен значительный эффект ЛПС, но не генотипа 
или взаимодействия генотип × ЛПС, на двигательную 
активность в домашней клетке (см. таблицу). Обе дозы 
ЛПС приводили к аналогичному снижению локомоции 
у мышей WT и KO в течение 11–12 ч после введения по 
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Fig.1. Daily variation of (а) locomotory activity (m/h), (b) sleep duration 
(min/h) and (c) water and food consumption in the home cage in WT  
(n = 24) and KO (n = 24) mice. The dark time from 14 to 0 hrs.
*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

ANOVA results on the effects of genotype, LPS, and their interaction on locomotion and sleep duration in the home cage  
in WT and KO mice

Factor Locomotion (m/h) Sleep duration (min/h)

Genotype F1,42 < 1 F1,42 = 4.62, p < 0.05

WT 44.93 ± 4.11 29.34 ± 1.0

KO 43.69 ± 4.11 16.26 ± 1.0

LPS F2,42 = 49.2, p < 0.0001 F2,42 = 28.0, p < 0.0001

Saline 83.86 ± 5.03 21.07 ± 1.22

0.1 LPS 33.26 ± 5.03*** 28.38 ± 1.22***

1.0 LPS 15.81 ± 5.03*** ^ 34.00 ± 1.22*** ^^

Genotype × LPS F2,42 < 1 F2,42 < 1

Hour F23,966 = 2.93, p < 0.0001 F23,966 = 6.65, p < 0.0001

Hour × Genotype F23,966 < 1 F23,966 = 1.97, p < 0.01

Hour × LPS F46,966 = 5.22, p < 0.0001 F46,966 = 5.28, p < 0.0001

Hour × Genotype × LPS F46,966 < 1 F46,966 = 1.3, p > 0.05

***p < 0.001 vs физиологический раствор; ^ p < 0.05, ^^ p < 0.01 vs 0.1 ЛПС.
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сравнению с соответствующими контрольными группами, 
которым вводили физиологический раствор (рис. 2, а, б).

Обнаружено влияние генотипа и ЛПС, но не их взаи
модействия, на продолжительность сна (см. таблицу). 
Высокая доза ЛПС (1.0 мг/кг) значительно увеличивает 
продолжительность сна у мышей WT и KO в течение 12 ч 
после введения. В то же время низкая доза ЛПС (0.1 мг/ кг) 
увеличивает время сна в течение 6 ч у мышей группы WT 
и в течение 10 ч у мышей KO (см. рис. 2, в, г).

Было продемонстрировано отсутствие значимого вли-
яния генотипа на дневное потребление воды (F1,42 < 1). 
В то же время ЛПС (F2,42 = 69.29, p < 0.0001) и взаимо-
действие генотип × ЛПС (F2,42 = 4.96, p < 0.01) оказывали 
существенное влияние на этот признак. Факторы генотип 
(F1,42 = 13.19, p < 0.001), ЛПС (F2,42 = 201.3, p < 0.0001) и 
взаимодействия генотип × ЛПС (F2,42 = 5.73, p < 0.01) влия
ют на потребление пищи. Высокая доза ЛПС вызывала 
резкое сокращение потребления воды и пищи у животных 

обоих генотипов, в то время как низкая доза ЛПС приводи-
ла к более заметному снижению этих признаков у живот  
ных KО по сравнению с мышами WT (см. рис. 2, д, е).

Обсуждение результатов
Интактные мыши обеих линий больше двигаются и мень-
ше времени проводят во сне в темный период суток. Это 
соответствует наблюдениям других авторов и обуслов-
лено тем, что мыши – сумеречные и ночные животные, и 
светлое время проводят в укрытиях. Мы не обнаружили 
различий по средним значениям двигательной активности 
и продолжительности сна за один час между мышами 
WT и KO. Однако динамика суточной активности у мы-
шей данных линий различается, о чем свидетельствует 
значимый вклад взаимодействия генотип × время суток 
в изменчивость двигательной активности и времени сна. 
Действительно, в темный период мыши KO менее актив-
ны и меньше времени проводили во сне по сравнению с 

Fig. 2. Effects of saline and LPS treatments on the daily variation of locomotion (a, b) and sleep (c, d) and on daily water (e) and food (f) consumption  
in WT and KO mice. Each group consisted of eight animals.
* p < 0.05, ** р < 0.01, *** р < 0.001 sal vs 0.1 mg/kg of LPS of the same genotype; ^ p < 0.05, ^  ̂р < 0.01, ^^  ̂р < 0.001 sal vs 1.0 mg/kg of LPS of the same genotype; 
## р < 0.01, ### p < 0.001 vs WT.
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животными WT, тогда как в светлое время суток различий 
по данным показателям между мышами обеих линий 
выявлено не было. В течение суток интактные мыши 
KO потребляют меньше пищи и воды по сравнению с 
мышами WT. Иными словами, в домашней клетке общая 
активность, включающая двигательную активность и 
потребление пищи, у мышей с нокаутом гена Zbtb33 не-
сколько снижена по сравнению с животными дикого типа.

Полученный результат контрастирует с ранее опубли-
кованными данными, демонстрирующими более высо-
кую локомоторную активность животных KO в тесте 
«открытое поле» (Коростина, Куликов, 2015; Kulikov et 
al., 2016). Однако в упомянутом эксперименте двига-
тельная активность была измерена в течение короткого 
промежутка (5 мин) и в светлое время, когда активность 
животных минимальна и, как показано в настоящей ра-
боте, не различается у мышей этих линий. Кроме того, в 
тесте «открытое поле» животное помещают в незнакомую 
ему обстановку, и оно находится под воздействием двух 
противоположных мотиваций: стремится исследовать не
знакомую территорию и одновременно испытывает страх, 
который может подавлять двигательную активность и 
вызывать реакцию замирания. Действительно, в более 
ран них работах было показано, что в тесте «открытое 
поле» мыши KO испытывают меньше страха и больше 
времени проводят в центре арены по сравнению с жи-
вотными WT (Коростина, Куликов, 2015; Kulikov et al., 
2016). Поэтому можно предполагать, что наблюдаемая 
разница в активности мышей в тесте «открытое поле» 
обусловлена снижением активности животных WT изза 
их повышенной чувствительности к стрессу, вызванному 
помещением в новую обстановку.

Было показано снижение двигательной активности у мы-
шей, гетерозиготных по нокауту гена Mecp2, кодирующего 
одноименный белок, который, как и Kaiso, связывается с 
метилированными цитозинами в молекуле ДНК и вызыва-
ет репрессию генов (Kondo et al., 2008; Jiang et al., 2011). 
Это сходство в действии нокаутов генов Zbtb33 и Mecp2 на 
общую двигательную активность свидетельствует об уча-
стии метилирования ДНК в регуляции данного признака. 
В данной работе мы впервые показали влияние нокаута 
гена Zbtb33 на динамику сна и потребление пищи и воды.

Острое введение ЛПС вызывает «синдром поведения 
больного» (sickness syndrome), сопровождающийся про-
должительным снижением двигательной активности, сон-
ливостью и анорексией (Dantzer, 2009). Действительно, 
ЛПС приводил к дозозависимому снижению двигательной 
активности и увеличению времени сна у мышей обоих 
генотипов по сравнению с соответствующими контроль-
ными животными, которым вводили физиологический 
раствор. Двигательная активность у мышей, которым 
вводили ЛПС, вне зависимости от дозы токсина у обеих 
линий была ниже таковой у соответствующих контролей 
в течение всего темного периода, когда эти животные 
особенно активны. 

Нокаут гена Zbtb33 модифицировал действие маленькой 
дозы ЛПС на продолжительность сна. Об этом свидетель-
ствует статистически значимое значение взаимодействия 
генотип × время. Маленькая доза токсина повышала время 
сна в течение 5 ч у животных WT и 10 ч у мышей KO. 

Однако большая доза ЛПС вызывала повышенную сон-
ливость у мышей обоих генотипов по сравнению с соот-
ветствующим контролем в течение всего темного периода.

Интактные мыши KO потребляли меньше пищи и воды 
по сравнению с животными WT. В то же время мы не вы-
явили межлинейных различий в этих показателях у мы-
шей, которым вводили физиологический раствор. Этому 
видимому противоречию есть два объяснения. Вопервых, 
в двух группах интактных мышей было втрое больше 
животных (по 24 особи), чем в двух группах животных, 
получавших физиологический раствор (по 8 особей). 
Во вторых, введение физиологического раствора являет
ся стрессом, который может изменить поведение живот
ных. Важнейший результат нашей работы – демонстра
ция эффекта взаимодействия генотип × ЛПС на суточное 
потребление пищи и воды. Введение малой дозы ЛПС 
(0.1 мг/кг) сильнее подавляло потребление пищи и воды 
у мышей KO по сравнению с WT. Большая доза ЛПС вы-
зывала одинаково глубокое подавление потребления пищи 
и воды у мышей обоих генотипов.

Полученные результаты свидетельствуют, что мыши 
группы KO более чувствительны к ЛПС, чем живот-
ные WT, по таким характеристикам, как продолжитель-
ность сна и потребление пищи и воды. Провоспали-
тельный цитокин IL1β является основным медиатором 
эффекта ЛПС на поведение (Dantzer, 2009). Показано, 
что метилирование промотора гена Il1β снижает уровень 
экспрессии гена провоспалительного цитокина в клетках 
микроглии мышей C57BL/6 (Matt et al., 2016). Поэтому 
можно предположить, что отсутствие белка Kaiso у мы-
шей KO затрудняет считывание метилированных участ
ков ДНК в промоторе гена Il1β и увеличивает экспрессию 
данного цитокина в ответ на введение ЛПС. Этот гипоте-
тический механизм может лежать в основе повышенной 
чувствительности мышей KO к ЛПС.

Ранее было показано, что нокаут гена Zbtb33 снижа-
ет риск развития рака кишечника (Prokhortchouk et al., 
2006), увеличивает двигательную активность и снижает 
тревожность в тесте «открытое поле» (Kulikov et al., 2016) 
и оказывает выраженный антидепрессантный эффект в 
тесте «принудительное плавание» (Коростина, Куликов, 
2015). Принимая во внимание эти многочисленные «вы-
годы» дефицита гена Kaiso, мы задаемся закономерным 
вопросом: почему данный ген не был элиминирован 
естественным отбором в ходе эволюции? Прежде всего 
следует учитывать, что условия в тестах «открытое поле» 
и «принудительное плавание» искусственные и редко 
встречаются в жизни животного в природе (нормальное 
животное постарается избежать подобных ситуаций). В то 
же время для понимания роли белка Kaiso необходимо 
проанализировать эффекты его дефицита на рутинные 
реакции животного – суточную активность, сон, по-
требление пи щи, устойчивость к стрессу и инфекциям. 
В проведенном исследовании впервые выявлены такие 
негативные эф фекты дефицита Kaiso, как снижение 
двигательной активности, продолжительности сна, по-
требления пищи и воды, а также повышенная реакция 
на токсины (ЛПС). Эти негативные эффекты служат экс-
периментальным доказательством важности белка Kaiso 
для нормальной жизни мышей. 
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OXYS rats are the model of precocious senescence. 
Numerous studies addressed physiology and behavior 
in rats of this strain during a postnatal period of their 
life, however, preimplantation development in OXYS 
rats has not yet been investigated. This study is address-
ing preimplantation embryonic development in OXYS 
rats both in vivo and in vitro. Rats of the WAG strain were 
used as controls. For studying the in vivo development, 
the embryos were collected from OXYS and WAG rats 
on day 5 post coitum, the stages of embryo develop-
ment were estimated, the percentage of embryos 
at blastocyst stage and the cell numbers in these 
blastocysts were counted. In a special experiment, for 
studying in vitro development, the embryos were col-
lected from both rat strains on day 4 post coitum and 
were cultured in vitro in P1 medium for 48 hours with 
or without supplementation with IGF-1 (200 ng/mL). 
Thereafter the percentage of embryos at blastocyst 
stage and the cell numbers in these blastocysts were 
counted in the same manner as for the in vivo experi-
ment. This study reports that in vivo derived blastocysts 
of OXYS rats contain fewer cells on day 5 of their devel-
opment than in vivo derived blastocysts of WAG rats. In 
vitro culture of the early preimplantation embryos in P1 
medium mitigated the difference in the rate of embryo 
development between these two strains, the addition 
of IGF-1 into culture medium exerts neither negative 
nor positive effect on the rate of in vitro embryo devel-
opment in rats of both strains.

Key words: OXYS rats; WAG rats; in vivo preimplantation 
development; in vitro culture; embryos; IGF-1.

Линия крыс OXYS является моделью преждевременного старе-
ния. Ранее были проведены многочисленные исследования, 
направленные на изучение особенностей поведения и физио-
логии крыс этой линии в период постнатальной жизни, однако 
преимплантационное развитие эмбрионов линии OXYS до сих 
пор не изучено. В настоящей работе исследовано преимпланта-
ционное развитие эмбрионов крыс линии OXYS как в условиях 
in vivo, так и при культивировании in vitro. В качестве контроля для 
всех экспериментов служила линия крыс WAG. Для исследования 
преимплантационного развития in vivo у крыс линий OXYS и WAG 
на 5-й день беременности из репродуктивных путей извлекали 
эмбрионы. У эмбрио нов оценивали стадию развития и долю за-
родышей, достигших стадии бластоцисты, подсчитывали число 
клеток, входящих в состав бластоцисты. При изучении особен-
ностей культивирования в условиях in vitro эмбрионы двух линий 
крыс извлекали из репродуктивных путей на сутки раньше, на 
4-й день беременности, на стадии дробления эмбрионов. Такие 
эмбрионы, состоящие всего из восьми бластомеров на данной 
стадии развития, культивировали in vitro в течение 48 ч в среде 
P1 в присутствии ростового фактора IGF-1 (200 нг/мл) либо без 
него. После культивирования у эмбрионов крыс так же, как и в 
эксперименте по оценке развития эмбрионов in vivo, подсчитыва-
ли долю зародышей, достигших стадии бластоцисты, и оценивали 
число клеток, представленных в бластоцисте. В статье показано, 
что на 5-е сутки развития в репродуктивных путях самок крыс 
линии OXYS представлено большее число эмбрионов по сравне-
нию с линией WAG. Развившиеся в условиях in vivo бластоцисты 
крыс линии OXYS на 5-е сутки содер жат меньшее число клеток по 
сравнению с эмбрионами линии WAG. Культивирование ранних 
эмбрионов крыс линии OXYS и WAG в среде P1 нивелирует раз-
личия в скорости развития между этими линиями, а присутствие 
IGF-1 в культуральной среде не оказывает ни положительного, ни 
отрицательного эффекта на их развитие в условиях in vitro. 

Ключевые слова: крысы OXYS; крысы WAG; преимплантационное 
развитие in vivo; культивирование in vitro; эмбрионы; IGF-1.
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В настоящее время существует большое разнообразие 
сред для культивирования эмбрионов млекопита
ющих. Культуральные среды различаются по своим 

трофическим добавкам, гормонам и другим компонентам, 
однако доля развивающихся эмбрионов в условиях in vitro 
чаще всего ниже по сравнению с таковыми в условиях 
in vivo. Такие различия показаны на мышах (Harlow, Quinn, 
1982), крысах (Miyoshi et al., 1997) и эмбрионах других 
млекопитающих (Roth et al., 1994; Khatir et al., 2005). Бо-
лее того, между полученными в условиях in vivo и in vitro 
эмбрионами имеются различия в уровне метилирования 
ДНК (Horii et al., 2010), потреблении глюкозы и метабо-
лизме аминокислот (Krisher, 2013). Подробнее различия 
в метаболизме и других параметрах у эмбрионов млеко-
питающих при их развитии в условиях in vivo и in vitro 
проанализированы в обзоре (Брусенцев и др., 2014).

С момента оплодотворения и до имплантации эмбрион 
развивается в жидкости, которая заполняет яйцеводы и 
матку, однако в условиях in vitro до сих пор не создана 
уникальная среда, которая бы полностью воспроизводила 
естественные условия in utero (Summers, Biggers, 2003). 
Этот поиск представляется трудной задачей (Брусенцев 
и др., 2014), но можно найти отдельные компоненты, 
которые играют ключевую роль в развитии эмбрионов, 
чтобы максимально приблизить условия их развития к 
тем, что имеются in vivo.

Открытие роли гранулоцитарномакрофагального ко-
лониестимулирующего фактора (GMCSF) в процессах 
дробления и имплантации стало настоящим прорывом в 
культивировании эмбрионов млекопитающих (Robertson, 
2007). На основе этих данных для клиник ЭКО создана 
специальная среда (EmbryoGen, Origio) для эмбрионов c 
добавлением фактора GMCSF (Renzini et al., 2013). Инсу-
линоподобный фактор роста первого типа (IGF1) также 
является одним из известных факторов роста, действую-
щих на преимплантационные эмбрионы (Velazquez et al., 
2011; Green, Day, 2013). IGF1 обнаруживают у разных 
видов животных, он присутствует у мышей (Manabe et 
al., 2013), крыс (Zhang et al., 1994), коров (Xia et al., 1996), 
а также в репродуктивных путях человека (Lighten et al., 
1998). Экспрессия IGF1 в репродуктивных путях мышей 
идет под контролем гормонов яичника, в частности про-
гестерона и эстрадиола, а повышение уровня экспрессии 
этого ростового фактора отмечается с 4го дня после опло-
дотворения и сохраняется на 5й–6й день, т. е. именно в 
периимплантационный период (Kapur et al., 1992).

Помимо ключевой роли IGF1 в регуляции клеточного 
роста, дифференцировки и апоптоза, этот ростовой фактор 
задействован в процессах старения у многих организмов, 
включая круглых червей, дрозофил и млекопитающих 
(Kenyon, 2001; Berryman et al., 2008). Известно, что низкий 
уровень IGF1, а также нокаут его рецептора в гетерози-
готе увеличивают продолжительность жизни у мышей 
(Holzenberger et al., 2003).

Эффекты IGF1 продемонстрированы на эмбрионах 
мышей (Harvey, Kaye, 1992; Heyner et al., 1993; Lin et al., 
2003), крупного рогатого скота (Velazquez et al., 2011), 
человека (Lighten et al., 1998) и домашней кошки (Thong-
kittidilok et al., 2014), но на крысах подобные исследова-
ния не проводились. Несмотря на то что крысы OXYS 

являются уникальной моделью старения, существует 
лишь одна работа, в которой изучено преимплантацион-
ное развитие крыс этой линии in vitro (Брусенцев и др., 
2015). В этой работе показано, что GMCSF не влияет на 
скорость развития эмбрионов крыс линии OXYS, но в ней 
не исследовано влияние на развитие эмбрионов фактора 
IGF1, задействованного в процессах старения.

Цель настоящего исследования – изучение преим-
плантационного развития крыс OXYS in vivo и in vitro 
в сравнении с крысами WAG, в том числе при участии 
фактора роста IGF1.

Материалы и методы
Экспериментальные животные. В качестве доноров 
эмбрионов использовали половозрелых самок крыс ли-
ний WAG и OXYS (возраст 10–14 нед). Для спаривания 
с целью получения эмбрионов использовали самцов тех 
же линий того же возраста. Животных содержали в стан-
дартных условиях конвенционального вивария Института 
цитологии и генетики СО РАН (Новосибирск, Россия). 
Все эксперименты на животных одобрены Комиссией по 
биоэтике Института цитологии и генетики СО РАН (про-
токол № 5 от 13.05.2011) и соответствуют Европейской 
конвенции о защите позвоночных животных.

Получение in vivo эмбрионов крыс на стадии бла
стоцисты. Для сравнения темпов развития эмбрионов у 
крыс линий WAG и OXYS проанализированы эмбрионы 
на стадии бластоцисты, полученные в условиях in vivo. 
Для этого половозрелых самок крыс линий WAG (9) и 
OXYS (7), находящихся в состоянии эструса, который 
определяли с помощью анализа влагалищных мазков, 
ссаживали на ночь с самцами соответствующих линий. 
День обнаружения сперматозоидов во влагалищном маз
ке считали первым днем беременности. Эмбрионы вы-
мывали через 120 ч после обнаружения сперматозоидов 
в мазке у крыс. Самок крыс подвергали эвтаназии путем 
помещения в CO2камеру. Эмбрионы получали путем 
промывания яйцеводов с помощью инсулиновых шприцев 
с иглой диаметром 0.3 мм со средой FertiCult Flushing 
medium (FertiPro, Бельгия).

Бластоцисты, полученные in vivo, классифицировали в 
зависимости от размера их полости. Если полость бласто-
цисты была менее 50 % от всего объема эмбриона, то такие 
эмбрионы относили к категории 1, если более 50 %, – к 
категории 2. После оценки эмбрионы фиксировали в 4 % 
растворе формальдегида (Merk, Германия) и хранили 
при температуре +4 °С для дальнейшего подсчета ядер 
в бластоцистах.

Получение эмбрионов крыс на стадии дробления и 
дальнейшее культивирование in vitro и в присутствии 
фактора роста IGF1. Для эксперимента in vitro получали 
эмбрионы крыс через 96 ч после обнаружения спермато-
зоидов во влагалищном мазке. В работе использованы 
только восьмиклеточные эмбрионы крыс OXYS и WAG.

Анализ полученных эмбрионов проводили с использо
ванием стереомикроскопа Leica S8 APO (Leica Micro
systems, Германия) с увеличением до ×80. Качество 
эмбрионов оценивали по таким критериям, как стадия 
эмбрионального развития, целостность блестящей обо-
лочки и число неповрежденных бластомеров.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Harvey MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1554504
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Полученные эмбрионы промывали в трех каплях среды FertiCult Flushing 
medium и распределяли по группам (3–5 эмбрионов в 50 мкл питательной сре-
ды). Культивирование эмбрионов крыс проводили в каплях среды P1 (Cosmo 
Bio, США) под минеральным маслом (Sigma, США). Дальнейшее развитие 
эмбрионов проходило в условиях CO2инкубатора (Galaxy 48R/48S, Eppendorf 
MG), при температуре 37 °С, 5 % СО2 и влажности 90 %. В эксперименте по 
влиянию факторов роста на крысиные эмбрионы было сформировано четыре 
группы: эмбрионы крыс линии WAG без добавления фактора (контрольная) 
и с добавлением IGF1 (200 нг/мл), а также эмбрионы крыс линии OXYS без 
добавления фактора (контрольная) и с добавлением IGF1 (200 нг/мл).

Оценку развития эмбрионов производили каждые 24 ч культивирования, 
фотодокументирование эмбрионов проводили при ×250 увеличении с исполь-
зованием микроскопа M205 FA (Leica Microsystems, Германия). По окончании 
культивирования эмбрионы фиксировали в 4 % растворе формальдегида (Merk, 
Германия) и хранили при температуре +4 °С для дальнейшего подсчета ядер 
в бластоцисте.

Окраска интерфазных ядер в клетках преимплантационных эмбрио
нов. Бластоцисты помещали в 1 мл фосфатносолевого буфера Дюльбекко 
(DPBS) (Sigma, США), содержащего 4 % формальдегида (Merk, Германия) при 
рН 7.4–7.6. После фиксации эмбрионы промывали три раза в 500 мкл DPBS, 
выдерживали в 0.3 % растворе Triton X100 в течение 5 мин и подвергали 
воздействию 2 мкг/мл 4.6диамидино2фенилиндола (DAPI) (Sigma, США) 
в DPBS в течение 10 мин при комнатной температуре и затем промывали 
в DPBS. Окрашенные эмбрионы помещали в каплю DPBS на чистое пред-
метное стекло и накрывали покровным стеклом. Стекла с препаратами были 
проанализированы и подсчитано число клеток с использованием микроскопа 
M205 FA (Leica Microsystems, Германия) с соответствующими фильтрами для 
окрашивания DAPI. Подсчет числа ядер в эмбрионе производили вручную 
путем визуальной оценки препаратов.

Статистический анализ. Результаты по подсчету чис ла клеток в бластоци-
стах крыс в зависимости от их категории и анализу общего числа полученных 
эмбрионов представлены как среднее ± ошибка среднего. Сравнение проводили 
с использованием tкритерия Стьюдента. Для анализа данных по числу клеток 
в бластоцистах без разделения их по категориям использовали двухфактор-
ный дисперсионный анализ (ANOVA). В качестве факторов использованы 
«линия» и «условия развития». Post hoc анализ осуществляли с помощью 
критерия Фишера. Проценты эмбрионов, достигающих стадии бластоцисты 
в разных экспериментальных группах, сравнивали с помощью критерия χ2. 
Статистическую обработку проводили с использованием стандартного пакета 
программного обеспечения Statistica 8.0 (StatSoft, Inc). Различия считали до-
стоверно значимыми при p < 0.05.

Результаты
Показано, что через 120 ч после об на  
ружения сперматозоидов во влага
лищном мазке в репродуктивных 
путях крыс линии OXYS присут-
ствует большее число эмбрионов по 
сравнению с линией WAG: 9.7 ± 0.9 
(n = 7) и 7.2 ± 0.4 (n = 9) соответ-
ственно (p < 0.05). Доля эмбрионов, 
достигающих стадии бластоцисты на 
5е сутки развития in vivo, не отлича-
ется у крыс линий OXYS и WAG (61.8 
и 69.8 % соответственно). При этом 
наблюдаются значительные различия 
в числе клеток, входящих в состав 
бластоцист (рис. 1, 2; табл. 1). Влия
ние факторов «линия» и «условия раз  
вития» на этот показатель не было 
достоверным. Post hoc анализ, тем не 
менее, показал, что эмбрионы крыс 
линии OXYS на 5е сутки развития 
состоят из меньшего числа клеток, 
чем у крыс линии WAG (p < 0.05) 
(см. рис. 2). 

Следует отметить, что такие меж-
линейные различия проявляются 
(p < 0.05) и при отдельном сравнении 
числа клеток по второй категории 
бластоцист (т. е. стадии поздней и экс-
пандированной бластоцисты, стадии 
хетчинга) (см. табл. 1).

Межлинейные различия по числу 
клеток, входящих в состав бластоци-
сты, нивелировались в эксперименте 
по культивированию дробящихся 
эмб рионов крыс в условиях in vitro 
в течение 48 ч (см. рис. 2). После 
куль тивирования число клеток в бла
сто цистах крыс линии OXYS не от
ли чалось от такового у крыс линии 
WAG (34.5 ± 4.2 и 33.7 ± 1.1 соот вет

а b

Fig. 1. Blastocysts of WAG and OXYS rats obtained in vivo on day 5 of development. 
Fluorescence microscopy of DAPI-stained rat embryos: (a) WAG strain, (b) OXYS strain. Scale bar 50 μm.
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# p < 0.05 vs. OXYS blastocysts obtained in vivo. 



В.В. Кожевникова, Т.Н. Игонина, Е.Ю. Брусенцев … 
И.Н. Рожкова, В.А. Напримеров, С.Я. Амстиславский

2017
21 • 7

813Высокотехнологическое фенотипирование Вавиловский журнал генетики и селекции • 2017 • 21 • 7

Сравнение преимплантационного развития эмбрионов 
крыс линий Oxys и Wag в условиях in vivo и in vitro 

ственно). Post hoc анализ показал, что при добавлении 
фактора IGF1 при культивировании in vitro эмбрионов 
крыс линии OXYS число клеток в бластоцистах не отли-
чалось от такового при культивировании без фактора, хотя 
было достоверно больше (p < 0.05) по сравнению с эмб
рионами той же линии, полученными in vivo (см. рис. 2). 
Более того, доля развивающихся бластоцист при добав-
лении к дробящимся восьмиклеточным эмбрионам крыс 
IGF1 в дозе 200 нг/мл не отличалась от контрольных 
групп in vitro (табл. 2).

Обсуждение
В проведенном нами эксперименте по подсчету клеток 
в бластоцистах крыс, полученных после пяти дней раз-
вития in vivo, их число варьировало от 23 до 31, а при 
развитии in vitro (три дня развития in vivo плюс два дня 
развития in vitro) составляло 33–38 клеток на эмбрион. Эти 
результаты не противоречат данным литературы (Schiff
ner, Spielmann, 1976; Kito et al., 2008; Popova et al., 2011), 
несмотря на то что культивирование эмбрионов проходило 
на неспецифической для крыс среде Р1, которая по своему 
составу близка к среде R1ECM, разработанной специально 
для эмбрионов крыс. По данным литературы, на среде 
R1ECM при культивировании эмбрионов крыс со стадии 
двух клеток доля развивающихся бластоцист составляет 
32.7 % (Popova et al., 2011), что согласуется с темпами 
развития эмбрионов крыс в нашем эксперименте, 28.6–
46.4 % при культивировании со стадии восьми клеток. 
Таким образом, коммерческую среду P1, приме няемую в 
клиниках ЭКО для человека, можно так же использовать 
как альтернативу среде R1ECM для культивирования 
эмб рио нов крыс.

В работе (Scott, Whittingham, 1996) указывается, что 
среди мышей существуют так называемые «медленные» и 
«быстрые линии»: эмбрионы таких линий демонстрируют 
различия в темпах эмбрионального развития в условиях 

как in vivo, так и in vitro. Этот же критерий можно при-
менить и по отношению к крысам. Обнаруженные нами 
межлинейные различия по числу клеток в бластоцистах 
крыс линий OXYS и WAG, по всей видимости, обуслов-
лены изменениями в маточной жидкости, из которой 
эмбрионы получают питательные вещества до момента 
имплантации. Поскольку линия крыс OXYS является 
моделью раннего старения, а в старении задействованы 
механизмы с участием фактора роста IGF1 (Kenyon, 2001; 
Berryman et al., 2008), мы предположили, что у крыс линии 
OXYS концентрация этого фактора может быть изменена 
и за счет этого наблюдается сниженное число клеток в 
бластоцистах, полученных in vivo.

На основе этой гипотезы проведен эксперимент по 
культивированию in vitro восьмиклеточных эмбрионов 
крыс обеих линий с участием фактора роста IGF1. Наша 
гипотеза об измененном уровне данного фактора у крыс 
OXYS не подтвердилась, поскольку в отсутствие фактора 
роста IGF1 после культивирования в течение 48 ч эмбрио
ны линии OXYS «догнали» по числу клеток линию WAG. 
Скорее всего, в маточной жидкости у крыс линии OXYS 
существует нехватка других, более значимых компонен-
тов среды, например аминокислот и белков, поскольку 
показано, что оптимальные концентрации этих базовых 
компонентов очень важны для развития эмбрионов мле-
копитающих (Summers, Biggers, 2003).

В наших экспериментах обнаружено, что потенциаль-
ная плодовитость, оцененная по числу эмбрионов, извле
ченных из репродуктивных путей, в расчете на самку 
на 5й день беременности у крыс линии OXYS выше по 
сравнению с линией WAG, но после рождения детенышей 
эти две линии не различаются по числу мышей в помете 
(Igonina et al., 2017). Это, возможно, связано с более высо-
ким уровнем постимплантационных потерь у крыс OXYS.

В более раннем исследовании (Брусенцев и др., 2015) 
показано, что добавление GMCSF в среду при культиви-

table 1. Number of cells in embryos of WAG and OXYS rats obtained in vivo on day 5 of pregnancy with regard to blastocyst grade 

Strain Blastocysts Number of cells in blastocysts

Grade 1 (%) Grade 2 (%) Grade 1 (number of embryos) Grade 2 (number of embryos)

WAG    9 (17.0) 28 (52.8) 22.0 ± 1.6 (6) 33.7 ± 1.1 (20)

OXYS 14 (20.6) 28 (41.2) 19.1 ± 0.9 (13) 26.4 ± 1.2 (16)*

* p < 0.05 vs. the number of cells in WAG rats in blastocysts of the same grade.

table 2. Comparison of the growth rate of WAG and OXYS rat embryos in vitro and with growth factor IGF1

Group Number of embryos 
(number of donor animals)

Blastocyst stage (%)

after 24 h after 48 h

WAG strain Control 21 (6) 3 (14.3) 7 (33.3)

200 ng/mL IGF1 16 (4) 4 (25) 6 (37.5)

OXYS strain Control 28 (7) 0 (0) 13 (46.4)

200 ng/mL IGF1 14 (4) 2 (14.3) 4 (28.6)



Comparison of in vivo and in vitro preimplantation 
embryo development in OXYS and WAG rats

V.V. Kozhevnikova, T.N. Igonina, E.Yu. Brusentsev … 
I.N. Rozhkova, V.A. Naprimerov, S.Ya. Amstislavsky

814 High-technology phenotypingVavilov Journal of Genetics and Breeding • 2017 • 21 • 7

ровании in vitro приводит к возрастанию доли эмбрионов, 
достигающих стадии бластоцисты у мышей, однако фак-
тор не оказывает какоголибо влияния на развитие крыси-
ных эмбрионов. В настоящей работе не обнаружено также 
влияния фактора IGF1 на развитие преимплантационных 
эмбрионов крыс in vitro. 

Предварительный анализ различных доз фактора рос
та проводился нами в работе с эмбрионами мышей, ис-
пользовали дозировки 10 и 20 нг/мл. При этом в наших 
предыдущих исследованиях на мышах влияния этих 
малых доз IGF1 на скорость развития эмбрионов in vitro 
не обнаружено, хотя при одиночном культивировании эмб
рионов кошек показано, что добавление в культуральную 
среду IGF1 в концентрации 25 и 50 нг/мл приводило к 
увеличичению доли эмбрионов, достигших стадии бла-
стоцисты, тогда как более высокие концентрации IGF1 
не оказывали значимого эффекта (Thongkittidilok et al., 
2014). В работе M.A. Velazquez с коллегами (2011) ис-
пользовали IGF1 в концентрации 100 и 1000 нг/мл при 
культивировании эмбрионов крупного рогатого скота. 
В отличие от более низкой дозы, применение максималь-
ной дозировки приводило к возрастанию числа клеток в 
ВКМ и в целом в эмбрионах. Выбранная нами достаточно 
высокая дозировка IGF1 (200 нг/мл) не оказывала эффек-
та на эмбрионы крыс. Дальнейший фармакологический 
анализ с применением других дозировок и систем куль-
тивирования позволит окончательно убедиться в том, что 
IGF1 не оказывает заметного влияния на темпы развития 
эмбрионов у крыс. 

Отсутствие эффектов и GMCSF, и IGF1, повидимому, 
может быть связано с особенностями преимплантацион-
ного развития у крыс. Возможно, что рецепторы к рос
товым факторам появляются у крыс на более поздних 
стадиях, чем у мышей. Это предположение нуждается в 
экспериментальной проверке, так как в мировой литера
туре нам не удалось найти информации по динамике появ
ления рецепторов к этим факторам роста в преимпланта-
ционных эмбрионах крыс.

Несмотря на многочисленные исследования влияния 
IGF1 на развитие преимплантационных эмбрионов, про-
веденных главным образом на мышах (Schultz, Heyner, 
1993; Брусенцев и др., 2014), его роль в процессах ран
него эмбрионального развития неоднозначна. Одни ис-
следователи отмечают его положительные эффекты на 
процессы дробления и образования бластоцист (Harvey, 
Kaye, 1992), другие – только на хетчинг (Lin et al., 2003), а 
некоторые не обнаруживают эффектов вовсе (Green, Day, 
2013). Повидимому, такие неоднозначные выводы могут 
быть обусловлены не только различием дозировок, но и 
условиями культивирования, поскольку показано, что на 
экспрессию генов, в том числе и экспрессию рецепторов 
к IGF1, может влиять состав среды (Ho et al., 1995).

В настоящей работе впервые изучено развитие эмбрио
нов крыс линии OXYS как in vivo, так и in vitro, в том числе 
и при участии фактора роста IGF1. Результаты нашего 
исследования показывают, что эмбрионы крыс линии 
OXYS в условиях in vivo содержат меньшее число клеток 
на стадии бластоцисты и их можно отнести к «медленной» 
линии, а линия WAG в сравнении с линией OXYS является 
«быстрой». Более того, как показали недавние исследо-

вания, крысы OXYS характеризуются сниженным весом 
в неонатальный период и у них медленнее формируются 
некоторые рефлексы, свидетельствующие об их замедлен-
ном развитии по сравнению с крысами WAG в ходе ран-
него постнатального онтогенеза (Igonina et al., 2017). Все 
эти наблюдения подтверждают гипотезу о генетически 
обусловленном замедлении развития в эмбриональный и 
ранний неонатальный периоды, что может быть связано с 
измененным профилем компонентов маточной жидкости, 
каждый из которых очень важен для развития эмбрионов 
(Summers, Biggers, 2003; Брусенцев и др., 2014).
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Long-lived systems are expected to be stable, i. e. 
resistant to either external influences, or internal fail-
ures. Robustness of biological systems can be defined 
as a reciprocal value to their phenotypic plasticity 
expressed through a coefficient of variation (C.V.) for 
positively distributed phenotypic traits. Considering 
lifespan as phenotype, which integrates all functions 
of an organism, we showed that its phenotypic robust-
ness correlates positively with life expectancy. We 
assessed lifespan parameters for a selection of inbred 
Drosophila melanogaster strains from Drosophila 
Genetic Reference Panel (DGRP) reared at 29 ºС. The 
robustness of lifespan phenotype (C.V.–1) correlated 
positively with estimated life expectancy for these 
strains. The same relation also holds for the lifespan 
of all DGRP strains reared at 25 ºС. Also, in agreement 
with previous observations, upon temperature change 
(decrease or increase) the survival curves scaled in 
time (stretched or shrunk respectively). In other words, 
the average lifespan decreased for flies reared at el-
evated temperature, but so did the standard deviation, 
and thus the coefficients of variation remained in the 
same range. From this we conclude that coefficients of 
variation correlate with life expectancies and account 
for the robustness of lifespan phenotype irrespective 
of accelerated aging caused by temperature.

Key words: lifespan; life expectancy; aging; phenotypic 
plasticity; phenotypic robustness; Drosophila melano-
gaster.

Любая долгоживущая система должна быть стабильной, т. е. обла-
дать повышенной устойчивостью как к внешним воздействиям, так 
и к внутренним сбоям. Робастность биологических систем может 
быть определена как реципрокная величина к фенотипической 
изменчивости или, для положительно распределенных признаков, 
к коэффициенту вариации (C.V.). Рассматривая продолжительность 
жизни как интегральный фенотип всех функций организма, мы по-
казали, что фенотипическая робастность организма положитель-
но коррелирует с ожидаемой продолжительностью жизни. Мы 
определили параметры продолжительности жизни для ряда ин-
бредных линий Drosophila melanogaster, выращенных при 29 ºС, из 
коллекции Drosophila Genetic Reference Panel (DGRP). Фенотипиче-
ская робастность продолжительности жизни (C.V.–1) для этих линий 
коррелировала положительно с ожидаемой продолжительностью 
жизни. Соотношение между робастностью и ожидаемой продол-
жительностью жизни сохраняется и для DGRP линий, выра щенных 
при 25 ºС. Помимо этого, в соответствии с ранее опубли кованными 
результатами, с изменением (уменьшением или увели чением) тем-  
пературы кривые дожития масштабируются (растягиваются или 
сжимаются соответственно) по временной шкале. Иными словами, 
с увеличением температуры падает как средняя продолжитель-
ность жизни, так и стандартное отклонение от средней продолжи-
тельности жизни, в то время как коэффициенты вариации сохра-
няются в том же диапазоне. Исходя из этого, мы заключили, что 
коэффициенты вариации коррелируют со средней продолжитель-
ностью жизни и отражают фенотипическую робастность продол-
жительности жизни даже при ускоренном старении, вызванном 
температурой.

Ключевые слова: продолжительность жизни; ожидаемая 
продолжительность жизни; старение; фенотипическая 
изменчивость; фенотипическая робастность; Drosophila 
melanogaster.
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Ожидаемая продолжительность жизни, как и множе-
ство других фенотипических признаков, зависит от 
взаимодействия генотипа со средой. Так, мутации в 

ряде генов, контролирующих метаболизм, рост, упаковку 
ДНК в хроматин, репарацию ДНК и т. д., могут приво-
дить к ощутимым изменениям в средней продолжитель-
ности жизни (Kenyon et al., 1993; Ayyadevara et al., 2008; 
Garinis et al., 2008; Zane et al., 2014; Ivanov et al., 2015; 
Proshkina et al., 2015; Pan, Finkel, 2017; Van Raamsdonk, 
2017). Очевидно, что генетика старения представляет 
собой обширную область исследований, и на данный 
момент уже известно порядка 900/200/100 генов (http://
genomics.senescence.info), отвечающих за увеличение 
или уменьшение продолжительности жизни, у нематод 
(Caenorhabditis elegans), мух (Drosophila melanogaster) и 
мышей (Mus musculus) соответственно (Tacutu et al., 2013). 
Среди средовых факторов, влияющих на продолжитель-
ность жизни, одними из наиболее часто рассматриваемых 
являются диета, суточные ритмы и др. (Mair et al., 2003; 
LopezOtin et al., 2016; Vermeij et al., 2016; Kapahi et al., 
2017; Rogina, 2017). Помимо этого, для пойкилотермных 
животных существенное влияние на продолжительность 
жизни оказывает температура, с увеличением которой, как 
правило, уменьшается средняя продолжительность жизни 
(Shaw, Bercaw, 1962). Наконец, при сравнении ожидаемой 
продолжительности жизни для различных видов живот-
ных выявляется ряд универсальных аллометрических 
зависимостей. Так, ожидаемая продолжительность жизни 
растет с увеличением видовых размеров и уменьшени-
ем скорости основного метаболизма на единицу массы 
(Speakman, 2005; Hulbert et al., 2007).

Будучи количественным фенотипическим признаком, 
продолжительность жизни может быть описана неко-
торой функцией распределения плотности вероятности 
f (t) (probability density function, PDF) с параметрами 
θ = (θ1 = μ, θ2 = σ, …, θk), где μ и σ – ожидаемая про-
должительность жизни и стандартное отклонение соот-
ветственно. При этом тип и параметры распределения 
f (t) будут зависеть от функции силы смертности h(t), 
описывающей риск смерти в интервале возраста [t, (t + Δt)]. 
Сила смертности связана с функцией дожития S (t), т. е. с 
вероятностью дожития до времени t, как S (t) = (T ≥ t) =

= exp ∫
 t  
0
h(x)dx  , и с PDF, как f (t) = h(t) � S (t). При этом 

S (t) = 1 – F(t), где F(t) = (T ≤ t) – функция распределе-
ния продолжительности жизни (cumulative distribution 
function, CDF) (Moore, 2016). Таким образом, зная закон, 
определяющий силу смертности h(t), можно вывести 
функцию дожития S (t).

Исходя из эмпирических наблюдений, Б. Гомпертц 
предположил, что вероятность смерти возрастает экс
поненциально с возрастом: h(t) = а � exp t

β  или в пара

метризации Гумбеля: h(t) = 1
β  � exp t – τ

β  (Gompertz, 1825;

Greenwood, 1928; Gumbel, 1958; Missov et al., 2015). 
При этом функция дожития принимает следующий вид: 
S (t) = exp –exp (t – τ

β )  (рис. 1, а). Помимо этого, возмож
ны и другие законы, определяющие изменения в силе 
смертности с возрастом h(t) (Moore, 2016). Следует, одна

ко, отметить, что в большинстве, если не во всех, случаях, 
касающихся биологии старения, функции h(t) и S (t) неиз-
вестны. Тем не менее их можно определить из аппрокси-
мации экспериментальных данных методами обобщенной 
регрессии, применяя распределения Гомпертца/Гумбеля, 
либо ряд других распределений (Moore, 2016). Помимо 
прочего, непараметрические подходы, как, например, ме-
тод Каплана – Мейера, также позволяют оценить функцию 
дожития Ŝ(t) и основные параметры продолжительности 
жизни μ и σ (Kaplan, Meier, 1958).

Как правило, при анализе эффектов тех или иных 
факторов на процессы старения в центре внимания ока-
зывается ожидаемая продолжительность жизни E(T ) = μ. 
Однако если посмотреть на функцию дожития, то сразу 
видно, что другим немаловажным параметром является и 
крутизна кривых S (t), заданная коэффициентом β для рас-
пределения Гумбеля (см. рис. 1, а), что в равной степени 
представляет интерес для понимания процессов старения 
(Stroustrup et al., 2016). Очевидна также и прямая связь 
между крутизной функции дожития и среднеквадратич-
ным отклонением (σ) в продолжительности жизни (см. 
Материалы и методы, рис. 1, а). Рассматривая саму про-
должительность жизни как фенотипический признак, не-
трудно заметить, что σ отражает не что иное, как величину 
изменчивости данного фенотипа при заданном генотипе.

Для положительно распределенных признаков, таких 
как время жизни, имеет смысл выражать фенотипическую 
изменчивость через коэффициент вариации (C.V. = σ/μ), 
т. е. как относительное среднеквадратичное отклонение 
от ожидаемой продолжительности жизни. В отличие от σ 
C.V. показывает крутизну кривых дожития в координатах, 
нормализованных на ожидаемую продолжительность 
жизни (см. Материалы и методы, рис. 1, б) (Markov et al., 
2016). Обратная величина C.V.–1 = SNR = μ/σ соответству-
ет в техническом смысле соотношению сигнала к шуму 
(signal to noise ratio), а в биологическом – фенотипической 
робастности.

Мы предположили, что увеличение ожидаемой продол-
жительности жизни может быть обусловлено повышенной 
фенотипической робастностью организма. В качестве 
интегрального фенотипического признака, зависимого от 
всех функций организма, мы рассмотрели саму же про-
должительность жизни. Наши результаты показывают, что 
средняя продолжительность жизни (μ) и фенотипическая 
робастность продолжительности жизни (C.V.–1) коррели-
рованы положительно, что подтверждает гипотезу.

Материалы и методы
Математический анализ продолжительности жизни. 
Распределение Гумбеля задается двумя параметрами: 
коэффициентом сдвига τ (location) и масштаба β (scale):

f (t) = 1β  � exp t – τ
β  – exp (t – τ

β )  (см. рис. 1, а) (Gumbel, 1958;

Missov et al., 2015).
Ожидаемая продолжительность жизни (μ) и стандарт

ное отклонение (σ) определяются, как μ = τ – γ � β, и сред

неквадратичное отклонение, как σ = � � β
√6

, где γ = 0.57721     

(постоянная Эйлера – Маскерони). Параметр τ соот-
ветствует моде продолжительность жизни и β, а значит, 
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и σ – крутизне функции дожития: S (t) = exp –exp (t – τ
β )  

(см. рис. 1, а). При этом C.V. = σμ =   �  
√6

 � ( β
τ – γ � β) 

и SNR – C.V.–1 = μσ = √6
  �   � (τ – γ � β

β ).
При масштабировании S (t) на среднюю продолжитель

ность жизни S (t/μ) = exp –exp (t/μ – τnorm
β/μ ) , где τnorm = τ/μ,  

крутизна кривых дожития приводится к C.V. При равен-
стве C.V. для двух различных функций дожития, S1 (t|τ1, β1) 
и S2 (t|τ2, β2), имеет место следующее соотношение: 

S1 (t|τ1, β1) = S2 
τ2
τ1

 � t|τ2, β2  = S2 
μ2
μ1

 � t|τ2, β2 . Действительно,

если 
σ1
μ1

 = 
σ2
μ2

, то 
β1
τ1

 = 
β2
τ2

 и β1 = 
τ1
τ2

 � β2. Отсюда

S2 
τ2
τ1

 � t|τ2, β2  = exp –exp ((τ2/τ1) � t – τ2
β2

)  =

= exp –exp (    t – τ1     
(τ1/τ2) � β2

)  = exp –exp (t – τ1
β1

)  = S1 (t|τ1, β1).

Таким образом, при равенстве C.V. в нормализованных 
координатах времени две функции дожития равны (см. 
рис. 1, б). Подобное явление наблюдается у нематод (Cae-
norhabditis elegans), когда при увеличении температуры 
крутизна кривых дожития (β) увеличивается пропорцио-
нально падению средней продолжительности жизни при 
сохранении равенства C.V. (Stroustrup et al., 2016).

Для определения параметров кривых дожития из экс-
периментальных данных использовали следующие пакеты 
языка программирования R: survival для непараметриче-
ской оценки методом Каплана – Мейера (Kaplan, Meier, 
1958; Therneau, Grambsch, 2000) и gamlss для параметри-
ческой оценки S (t) Гумбеля (Rigby, Stasinopoulos, 2005; 
Stasino poulos, Rigby, 2007).

GAMLSS (Generalized Additive Models for Location, 
Scale and Shape) представляет собой подход, расширя-
ющий обобщенный регрессионный анализ (Generalized 
Linear Modelling), который позволяет оценить эффекты 
интересуемых факторов не только на средние значения, 
но и на целый ряд других параметров распределения 
(масштаб, форма и т. д.). В общем случае, если случайная 

Fig. 1. Parametric modeling of lifespan.
(a) The survival function S(t) expresses the probability of survival beyond time t. It is related to the distribution function F(t) and to the 
probability density function f(t) as S(t) = (T ≥ t) = 1 – F(t) = ∫

∞  
t f(x)dx. Functions S(t) and f(t) of the Gumbel distribution are shown as an 

example; (b) Standard deviation (σ) from life expectancy defines the steepness of the survival function in the absolute time scale, which 
is evident from a comparison of mean-centered (t – μ) survival curves. The coefficient of variation (C.V. = σ/μ) defines the steepness of the 
survival function in the mean-normalized (t/2μ) time scale.
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Связь между фенотипической робастностью и средней 
продолжительностью жизни у Drosophila melanogaster
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величина (время смерти) распределена как Y ~ D(θ), где 
D – некоторое распределение с параметрами θ = (θ1 = μ, 
θ2 = σ, …, θk), то общая модель GAMLSS задается как:

g1(μ) = η1 = X1 · α1 + Z1 · ω1,
g2(σ) = η2 = X2 · α2 + Z2 · ω2,
gk(θk) = ηk = Xk · αk + Zk · ωk,

где gk – «линкерная» функция (x, ln(x), 1/x, и т. д.); Xk – 
регрессорная матрица фиксированных эффектов; Zk – 
регрессорная матрица случайных эффектов; αk и ωk – ко-
эффициенты модели, устанавливаемые для параметра θk 
(Rigby, Stasinopoulos, 2005; Stasinopoulos, Rigby, 2007).

Экспериментальный анализ продолжительности 
жизни. Длительность жизни определена для 12 секвени
рованных инбредных линий Drosophila melanogaster ди-
кого типа из Drosophila Genetic Reference Panel (DGRP), 
выделенных из популяции Raleigh, North Carolina (кол-
лекция Bloomington Drosophila Stock Centre): DGRP93, 
DGRP229, DGRP370, DGRP630, DGRP653, DGRP761, 
DGRP787, DGRP790, DGRP812, DGRP822, DGRP850, 
DGRP900 (Mackay et al., 2012; Huang et al., 2014). Для это-
го в каждую пробирку с кормом на кукурузной крупе без 
изюма помещали 20 двухдневных девственных самок или 
самцов. Всего в анализ было взято 100 самок и 100 самцов 
каждой линии. Эксперимент проводили при 29 °С, меняя 
корм на свежий каждые три дня. Число погибших особей 
подсчитывали каждые три дня. Данные по продолжитель-

ности жизни для линий DGRP, выращенных при 25 °С, 
доступны из литературы (Ivanov et al., 2015). Кривые до-
жития Гумбеля для DGRP линий, выращенных при 25 °С, 
были восстановлены из опубликованных параметров μ̂ и 
σ̂ (Ivanov et al., 2015).

Результаты и обсуждение
Для оценки отношений между такими параметрами 
продолжительности жизни, как μ, σ и C.V., мы проанали-
зировали длительность жизни для 12 секвенированных 
инбредных линий DGRP D. melanogaster (Mackay et al., 
2012), выращенных при 29 °С. Аппроксимация кривых 
дожития по функциям S (t) распределений Гумбеля (GU), 
Вейбулла (WEI), Гамма (Г), логнормального (LNO) и об
ратного распределения Гаусса (IG) показала, что распре
деление Гумбеля наилучшим образом описывает экспери-
ментальные данные (рис. 2, а). Действительно, значения 
логарифмической функции правдоподобия для модели 
SGU (t), построенной по распределению Гумбеля, превос-
ходит таковые для других моделей: lGU = –7 399.6 > lWEI = 
= –7 610.8 > lГ = –8 013.91 > lLNO = –8 230.04 > lIG = –8 293.09. 
Помимо этого, параметрические оценки средней продол-
жительности жизни и среднеквадратичного отклонения 
хорошо совпадают с непараметрическими, определенны-
ми методом Каплана – Мейера (см. рис. 2, б, в).

Анализ кривых дожития S (t) для самок и самцов, вы-
ращенных при 29 °С, выявил широкий разброс по средней 

Fig. 2. Parametric analysis of lifespan in inbred DGRP Drosophila melanogaster strains. 
(a) Experimental (obs, dashed lines) and modeled (fit, solid lines) survival curves constructed for males (left) and females (right) of 
Genetic Reference Panel D. melanogaster lines (DGRP: #93, #229, #370, #563, #630, #761, #787, #790, #812, #822, #850, #900) grown at 
29 °C. The survival curves were modeled with the survival function S(t) for the Gumbel distribution. The modeled survival curves are in 
good agreement with the experimental ones (R2 = 0.98). (b, c) Lifespan parameters determined with the Gumbel parametric model and 
nonparametric Kaplan – Meier estimator are in good agreement: (b) mean, (c) standard deviation.
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продолжительности жизни между линиями DGRP (табли-
ца, см. рис. 2, а) sμ = 6.5 для самцов и sμ = 4.6 для самок, 
где sμ – среднеквадратичное отклонение в ожидаемой 
продолжительности жизни для различных линий DGRP. 
При этом средняя продолжительность жизни для самок 
и самцов высоко коррелирована (r = 0.86, p < 0.001). 
Схожим образом варьирует и средняя продолжительность 
жизни для самок 197 линий DGRP, выращенных при 
25 °C, sμ = 9.9 (Ivanov et al., 2015). Во многом подобные 
отличия в средней продолжительности жизни между 
линиями DGRP неудивительны, так как роль генотипа в 
определении продолжительности жизни хорошо известна 
(Van Raamsdonk, 2017).

Фенотипическая изменчивость продолжительности 
жизни обратно коррелирует с ожидаемой продолжи
тельностью жизни. Параметр β в функции дожития Гум

беля S (t) = exp –exp (t – τ
β )  соответствует крутизне кри

вых дожития в абсолютной шкале времени, равно как и 
стандартное отклонение от ожидаемой продолжитель

ности жизни (так как σ = � � β
√6

; см. рис. 1, а). Разброс по

крутизне в кривых дожития между DGRP линиями суще-
ственно меньше, чем по средней продолжительности жиз-
ни (рис. 3, а). Так, для мух, выращенных при 29 °С, sσ = 2.1 
и 1.0 – для самцов и самок соответственно и для самок, 
выращенных при 25 °С, sσ = 4.6 (Ivanov et al., 2015). Тем не 
менее влияние генотипа на данный пара метр статистиче-
ски значимо (см. таблицу). Однако изме нения в крутизне 
кривых дожития не коррелируют с из менениями в средней 
продолжительности жизни как для мух, выращенных при 
29 °С (см. рис. 3, б), так и для мух, выращенных при 25 °С 
(см. рис. 3, в). Иными словами, в абсолютной шкале вре-
мени параметры функции S (t), μ – сдвиг и σ – крутизна, 
меняются независимо под влиянием генотипа.

Учитывая значимый разброс в средней продолжитель-
ности жизни между линиями DGRP, для адекватной оцен-
ки фенотипической изменчивости продолжительности 

жизни мы использовали коэффициент вариации C.V. = σ/ μ. 
C.V. отражает крутизну кривых дожития, масштабиро-
ванных по средней продолжительности жизни S (t/μ) (см.  
рис. 1, б). Так же, как и σ, C.V. варьирует в большей сте-
пени для самцов линий DGRP, выращенных при 29 °С, 
чем для самок (см. рис. 3, г). Однако, в отличие от σ, C.V. 
обратно коррелирована со средней продолжительностью 
жизни как для мух, выращенных при 29 °С (см. рис. 3, д), 
так и для мух, выращенных при 25 °С (см. рис. 3, е). Таким 
образом, с увеличением ожидаемой продолжительности 
жизни падает фенотипическая изменчивость или, в реци-
прокных терминах, растет фенотипическая робастность 
самой же продолжительности жизни, рассматриваемая в 
данном контексте как фенотипический признак. 

Влияние неучитываемых (стохастических) флуктуа
ций в среде на вариацию в продолжительности жизни. 
Следует отметить, что средняя продолжительность жизни 
для мух линий DGRP, выращенных при 29 °С в нашем 
эксперименте, никак не коррелирована с таковой для мух 
тех же линий, выращенных при 25 °С (Ivanov et al., 2015) 
(рис. 4, а). Помимо этого, учитывая то, что продолжитель-
ность жизни определялась в четырехпяти биологических 
повторах (4–5 стаканчиков по 20 мух в каждой) для мух 
линий DGRP, выращенных при 29 °С, можно определить 
влияние неучитываемых (случайных) экспериментальных 
факторов на параметры кривых дожития. Действительно, 
влияние подобных неучитываемых флуктуаций стати-
стически значимо как на среднюю продолжительность 
жизни (см. таблицу, рис. 4, б), так и на крутизну кривых 
дожития. Более того, крутизна кривых дожития в абсолют-
ной шкале времени в сопоставимой степени зависит как 
от генетических, так и от случайных средовых факторов 
(см. таблицу, рис. 4, б).

Помимо этого, можно предположить, что фенотипиче-
ски робастные генотипы с увеличенной продолжительно-
стью жизни будут также обладать повышенной устойчиво-
стью по отношению к спонтанным флуктуациям в среде. 
Действительно, коэффициенты вариации по средней про-

Impacts of genotype and nonrelevant experimental fluctuations on the μ and σ parameters of the survival function

Sex Model а µ σ d.f. b Λ | ΔAIC c p

♂ m0µ µ0 42.6

m1µ µ0 + G σ0 + G + R 67.4 m1µ − m0µ: 589.3 | 539.7 1.6 · 10−108

m2µ µ0 + G + R 106.8 m2µ − m1µ: 144.8 | 66.05 5.7 · 10−14

♀ m0µ µ0 28.9

m1µ µ0 + G σ0 + G + R 52.04 m1µ − m0µ: 454.5 | 408.2 1.2 · 10−81

m2µ µ0 + G + R 102.4 m2µ − m1µ: 210.0 | 109.2 2.2 · 10−21

♂ m0σ σ0 49.8

m1σ µ0 + G + R σ0 + G 60.1 m1σ − m0σ: 131.6 | 111.0 3.3 · 10−23

m2σ σ0 + G + R 106.8 m2σ − m1σ: 177.2 | 83.7 4.5 · 10−17

♀ m0σ σ0 50.5

m1σ µ0 + G + R σ0 + G 66 m1σ − m0σ: 68.6 | 37.6 1.2 · 10−8

m2σ σ0 + G + R 102.4 m2σ − m1σ: 129.6 | 56.7 2.3 · 10−12

a GAMLSS models μ = μ0 + G · α1 + R · ω1 и ln(σ) = σ0 + G · α2 + R · ω2, describing the effect of a particular genotype effect G and a random effect R of experimental 
replications (tube) on parameters of the Gumbel survival function; b degrees of freedom of the model; c Λ, logarithm of the likelihood ratio; and ΔAIC, difference 
between the values of the Akaike informative criterion for the models compared. 
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Fig. 3. Relationships among lifespan parameters μ, σ, and C.V.
(a) Survival curves (see Fig. 2a) centered around life expectancy (t – μ). (b, c) Steepness of the survival curves σ in the absolute time scale 
does not correlate with life expectancy μ for inbred DGRP strains grown at (b) 29 °C and (c) 25 °C. The data for females grown at 25 °C are 
reported in (Ivanov et al., 2015).  (d) Survival curves (Fig. 2a) in the mean-normalized (t/2μ) time scale. (e, f ) Coefficients of lifespan variation 
(C. V.) inversely correlate with life expectancy μ for flies grown at (e) 29 °C and (f ) 25 °C. 
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должительности жизни между биологическими повтора-
ми обратно коррелируют со средней продолжительностью 
жизни (см. рис. 4, в) и положительно – с C.V. (см. рис. 4, г), 
определенными на основе общей выборки.

Временное масштабирование функции дожития S (t) 
при разных температурах. Ранее было показано, что при 
изменении температуры (Ti, Tj) функции дожития мас

штабируются по времени как STi
(t|μi, σi) ≈ STj

 
μj
μi

 · t|μj, σj  

для Caenorhabditis elegans (Stroustrup et al., 2016). Иными 
словами, при увеличении температуры кривые дожития 
смещаются и сжимаются пропорционально (для Ti > Tj, 

μi > μj и σi > σj) при сохранении равенства в C.V. 
σi
μi

 = 
σj
μj

, 

т. е. нормализованной крутизны (см. Материалы и методы; 
рис. 1, б). Это, в свою очередь, предполагает, что сдвиг в 
кинетике реакций за счет температуры (ln(k) ~ –1/T) про-
порционально ускоряет или замедляет старение.

Так как мухи – пойкилотермныe животные, то можно 
ожидать схожее масштабирование функции дожития, как 
у нематод, при изменении температуры. Действительно, 
сопоставление параметров функций дожития для линий 
DGRP, выращенных при 29 °С и 25 °С, выявило, что 
μ25 °С > μ29 °С и σ25 °С > σ29 °С, в то время как C.V.25 °С ≈ 

≈ C.V.29 °С (рис. 5, а). Таким образом, кривые дожития, 
нормализованные на среднюю продолжительность жизни, 
оказываются приблизительно равными:

S25 °С     1   
μ25 °C

 |1, σ25 °С  ≈ S29 °С     1   
μ29 °C

 |1, σ29 °С

(см. рис. 5, б, в). Отсюда следует, что температура ожи-
даемо сдвигает среднюю продолжительность жизни, но, 
в отличие от генотипа, не влияет на фенотипическую 
изменчивость, выраженную через C.V.

Заключение
В настоящей работе мы обнаружили следующую законо-
мерность: фенотипическая изменчивость в продолжитель-
ности жизни, выраженная через коэффициент вариации, 
обратно коррелирует со средней продолжительностью 
жизни для разных генотипов Drosophila melanogaster. 
В свою очередь, фенотипическая робастность как обрат-
ная величина к C.V. положительно коррелирует со средней 
продолжительностью жизни. По большому счету это про-
истекает из того, что средняя продолжительность жизни 
и среднеквадратичное отклонение в продолжительности 
жизни декоррелированы. И так как C.V. показывает фено-
типическую изменчивость, нормированную на среднее 
значение, то это и приводит к обратному соотношению 
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Fig. 4. Effects of experimental fluctuations on aging.
(a) Life expectancies for females and males of inbred DGRP strains grown at 29 °C closely correlate to each other (r = 0.86) but not to the 
mean lifetime of females of the same strains grown at 25 °C. (b) Life expectancies for inbred DGRP strains grown at 29 °C broadly vary 
among the experimental populations (individual tubes). (c, d) Coefficients of life expectancy variation estimated for each population of 
DGRP strains inversely correlate with mean lifespan (c) and directly with C. V. (d) determined from data integrated for each DGRP strain 
(Fig. 2). 
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Связь между фенотипической робастностью и средней 
продолжительностью жизни у Drosophila melanogaster

между изменчивостью в продолжительности жизни с 
самой продолжительностью жизни.

Отсюда возникает вопрос о том, что первично, а что вто
рично: увеличение продолжительности жизни приводит 
к увеличению фенотипической робастности либо, наобо-
рот, фенотипическая робастность определяет увеличение 
продолжительности жизни? В нашем понимании при-
чинноследственных связей, мы склоняемся ко второй 
интерпретации. Действительно, 1) нам не известно ни 
одного гена, единственной функцией которого был бы 
контроль над продолжительностью жизни. Большинство 
известных генов, регулирующих продолжительность 
жизни, в первую очередь, участвуют в таких процессах, 

как репарация ДНК (включая репликацию теломер), ме-
таболизм и т. д., которые и определяют общую стабиль-
ность и устойчивость биологической системы (Kenyon et 
al., 1993; Ayyadevara et al., 2008; Garinis et al., 2008; Zane 
et al., 2014; Ivanov et al., 2015; Proshkina et al., 2015; Pan, 
Finkel, 2017; Van Raamsdonk, 2017); 2) нам не известно 
ни одного внешнего фактора, который бы напрямую 
регулировал исключительно продолжительность жизни. 
Так, например, диета влияет прежде всего на метаболизм 
и, следовательно, на продолжительность жизни. 

Таким образом, мы полагаем, что стабильные биоло-
гические системы могут отличаться повышенной фено-
типической робастностью и, как следствие, увеличенным 

Fig. 5. Time scaling of survival curves with temperature.
(a) Boxplots of lifespan parameters: μ, σ, and C.V. for females of DGRP strains grown at 29 °C (red boxes), for females of the same strains grown at 25 °C (blue boxes), 
and for females of other DGRP strains grown at 25 °C (gray boxes) (Ivanov et al., 2015). The comparisons are based on paired Student’s t test. Boxes correspond 
to the 1st and the 3rd interquartile ranges, lines indicate medians, and whiskers define the sample range without outliers. It is evident that the absolute steepness 
(σ) of the survival curves changes with temperature, whereas normalized steepness (C.V.) does not. (b) Gumbel survival curves calculated from estimated μ and 
σ parameters for DGRP strains grown at 29 °C (red lines) and 25 °C (blue lines). (c) Gumbel survival curves calculated from averaged μ and σ parameters for DGRP 
strains grown at 29 °C (red lines) and 25 °C (blue lines).
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временем жизни. Это мы и наблюдаем при сопоставлении 
фенотипической изменчивости продолжительности жизни 
со средней продолжительностью жизни.
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The neuroendocrine  
stress-response in insects:  
the history of the development 
of the concept

M.A. Eremina , N.E. Gruntenko 

Institute of Cytology and Genetics SB RAS, Novosibirsk, Russia

The neuroendocrine stress-response is an effective 
defense mechanism against adverse influences of 
various nature. This reaction is universal and appears in 
response to stimuli that are unusual not just for living 
and habitat of the species, but also for each popula-
tion. Here we review a progressive change of theoreti-
cal concepts, approaches and methods of research in 
this scientific field: beginning with the development 
of the stress concept by H. Selye and up to the present 
day. In 1982 H. Selye defined stress as a combination of 
stereotypical phylogenetic programmed  reactions of 
the organism that are caused by any strong, super-
strong or extreme influences and are followed by a 
reorganization of the organism’s adaptive forces. The 
stress-causing agent was named a stressor. In the 
dy namics of the complex of nonspecific protective-
adaptive reactions that respond to a stressful influence 
aimed at cultivating the organism’s resistance to any 
factor, it is possible to logically identify three stages 
(“the Selye triad”): 1) alarm state, 2) resistance state, 
3) exhaustion state. The duration and the expression 
of each stage can vary depending on the nature and 
strength of the stressor agent, the species of the ani-
mal and the physiological state of the organism. The 
lack of a hypothalamic-pituitary-adrenocortical system 
in insects was considered a proof of their inability to 
develop a stress reaction of the warm-blooded ani-
mals’ type. Nevertheless, since the early 1980s, enough 
evidence of the development of stress reaction in 
insects has been gathered, which emphasizes the 
conservative nature of the stress reaction in mammals 
and insects. The similarity in the neurochemical and 
physiological changes in invertebrates and vertebrates 
in response to a stressful influence indicates that the 
response to a stressor is a complex of ancient mecha-
nisms preserved in evolution. Insects present unique 
opportunities for experimentation, which can allow 
us to understand the basic mechanisms of stress reac-
tions. In insect larvae the mechanism of stress reaction 
has been studied in detail. In this century, the main ef-
forts of researchers are aimed at studying the mecha-
nisms of stress reaction in imago and genetic control 
of its individual links. The study of stress reaction in 
insects has both theoretical importance, as it demon-
strates the convergence of evolutionary pathways 

Нейроэндокринная стресс-реакция является эффективным спосо-
бом защиты организмов от неблагоприятных воздействий различ-
ной природы. Эта реакция универсальна и возникает в ответ на 
стимулы, непривычные для жизни и обитания не только данного 
вида организмов, но и отдельной популяции. В обзоре рассматри-  
вается последовательная смена теоретических концепций, подхо-
дов и методов исследования в этой научной области: от становле-
ния концепции стресса Г. Селье до наших дней. В 1982 г. Г. Селье 
определил стресс как совокупность стереотипных филогенетиче-
ских запрограммированных реакций организма, которые вызы-
ва ются любыми сильными, сверхсильными, экстремальными воз-
дей ствиями и сопровождаются перестройкой адаптивных сил 
орга низ ма. Агент, вызывающий стресс, был назван стрессором. 
В динамике комплекса неспецифических защитно-приспособи-
тельных реакций в ответ на стрессовое воздействие, направлен-
ных на создание устойчивости (резистентности) организма к лю-
бо му фактору, закономерно прослеживаются три стадии («триада 
Селье»): 1) реакция тревоги, 2) стадия резистентности, 3) стадия 
истощения. Длительность и выраженность каждой из них могут 
варьировать в зависимости от природы и силы стрессорного 
агента, вида животного и физиологического состояния организ-
ма. Отсутствие гипоталамо-гипофизарно-адренокортикальной 
системы у насекомых считалось доказательством невозможности 
развития у них стресс-реакции по типу теплокровных животных. 
Тем не менее с начала 1980-х годов получено достаточно доказа-
тельств развития реакции стресса у насекомых, что подчеркивает 
консервативность стресс-реакции у млекопитающих и насекомых. 
Cходство в нейрохимических и физиологических изменениях у 
беспозвоночных и позвоночных в ответ на стрессорное воздей-
ствие свидетельствует о том, что реакция на стрессор – это сово-
купность древних, сохраненных в эволюции механизмов. Насеко-
мые предоставляют уникальные возможности для экспериментов, 
которые могут помочь понять основные механизмы стрессовых 
реакций. У личинок насекомых механизм стресс-реакции изучен 
детально. В этом веке основные усилия исследователей направле-
ны на изучение механизмов стресс-реакции у имаго  насекомых и 
генетического контроля отдельных ее звеньев. Изучение стресс- 
реакции у насекомых важно и в теоретическом плане – оно демон-
стрирует конвергентность путей эволюции адаптивных преобра-
зований у таких далеко отстоящих друг от друга таксонов, как на-
секомые и млекопитающие, и в практическом – закономерности 
механизма этой реакции можно использовать при моделировании 
наследственных или приобретенных заболеваний человека, раз-
работке методов разведения хозяйственно ценных насекомых и 
способов борьбы с насекомыми-вредителями.

Ключевые слова: нейроэндокринная стресс-реакция; гормоны 
насекомых; приспособленность. 
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of adaptive transformations in such distant taxa as 
insects and mammals, and practical importance, since 
the patterns of this reaction’s mechanisms can be used 
in modeling hereditary or acquired human diseases, in 
developing breeding methods for economically valu-
able insects and in finding ways to fight insect pests.

Key words: neuroendocrine stress-response; insect 
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Термин «стресс» переводится с английского языка как 
«напряжение». Физиологические аспекты стресса 
впервые были освещены У. Кенноном (Cannon, 1932) 

в классических работах по универсальной реакции «бо-
роться или бежать». Кроме того, он ввел в физиологию 
понятие «гомеостаз», считая, что постоянство внутренней 
среды организма поддерживается благодаря симпатиче-
ской нервной системе и гормонам. Чем сложнее организм, 
тем тоньше, многочисленнее и разнообразнее система про-
тивовесов в нем. Она обеспечивается формированием как 
постоянных, так и временных связей, устанавливающих 
соотношения между мельчайшими элементами внешнего 
мира и тончайшими реакциями организма (Cannon, 1932). 

Множество операций, проведенных в школе У. Кэнно-
на над животными, доказало, что внешне наблюдаемые 
изменения в поведении, которые можно назвать эмоцио-
нальными, порождаются глубинными сдвигами в нейро-
гуморальных процессах. Эти сдвиги готовят организм к 
критическим ситуациям, требующим повышенной траты 
энергии, снятия усталости, предотвращения кровопотери 
и т. п. В одном из докладов о своих открытиях Кеннон 
сообщил, что благодаря выбрасываемому в кровь при 
сильных эмоциях адреналину в числе других его «моби-
лизационных» эффектов происходит увеличение в крови 
уровня сахара, поступающего к мышцам (Cannon, 1932). 

А.А. Виру (1981) указывает на то, что в отдельных ра-
ботах отечественных ученых (А.Д. Сперанского, Д.Н. На 
сонова, М.Я. Александрова, А. Цанка) четко просле-
живаются верные направления в раскрытии механиз-
мов неспецифической адаптации. Так, еще в 1934 г.  
Д.Н. Насонов в своих исследованиях показал, что со-
держимое живой клетки (протоплазма) поразительно 
однотипно реагирует на любые изменения окружающей 
среды. Этот стереотип ответов клетки был назван На-
соновым «паранекрозом». Так фактически был открыт 
стресс, но не на организменном, а на клеточном уровне 
(Апчел, Цыган, 1999).

Классическое учение о стрессе и адаптационном син-
дроме создано Г. Селье (1979). Он писал, что впервые 
«наткнулся» на идею стресса и общего адаптационного 
синдрома в 1925 г. 4 июля 1936 г. в журнале «Nature» было 
опубликовано его письмо в редакцию «Синдром, вызыва-
емый различными повреждающими агентами», в котором 
приводились данные о стандартных реакциях организма 
на действие различных болезнетворных агентов (Апчел, 

Цыган, 1999). Это сообщение положило начало учению о 
стрессе, хотя в отдельных, более ранних, научных трудах 
В. Вундта (1980) и В. Джемса (1905) было упоминание о 
проблеме стресса с психологической точки зрения. 

Г. Селье длительное время избегал употребления тер-
мина «стресс», поскольку тот широко использовался для 
обозначения нервнопсихического напряжения. Только 
в 1946 г. Селье начал систематически использовать тер-
мин «стресс» для общего адаптационного напряжения. 
Он сформулировал концепцию стресса, при этом рас-
сматривал физиологический стресс как ответ на любые 
предъявленные к организму требования и считал, что 
с какой бы трудностью не столкнулся организм, с ней 
можно справиться двумя типами реакций: активной, 
или борьбы, и пассивной, в виде бегства от трудностей 
или готовности терпеть их. Полная свобода от стресса, 
как считал Г. Селье, означала бы смерть (КитаевСмык, 
1983). В 1982 г. Селье определил стресс как совокупность 
стереотипных филогенетических запрограммированных 
реакций организма, которые вызываются любыми силь-
ными, сверхсильными, экстремальными воздействиями и 
сопровождаются перестройкой адаптивных сил организма 
(Селье, 1987).

В общебиологическом плане, по мнению Ф.З. Меер-
сона (1981), стрессреакция сформировалась в процессе 
эволюции как необходимое неспецифическое звено более 
сложного целостного механизма адаптации. 

Стрессор – всякое достаточное сильное (не обязательно 
экстремальное) воздействие: тепло, холод, эмоциональное 
воздействие, болевые раздражения, голодание, интокси-
кация и т. д. В динамике комплекса неспецифических за-
щитноприспособительных реакций в ответ на стрессовое 
воздействие, направленных на создание устойчивости 
(резистентности) организма к любому фактору, закономер-
но прослеживаются три стадии («триада Селье»): 1) реак
ция тревоги, 2) стадия резистентности, 3) стадия истоще 
ния. Длительность и выраженность каждой стадии могут 
 варьировать в зависимости от природы и силы стрессорно-
го агента, вида животного и физиологического состояния 
организма (Селье, 1979). 

Первая стадия синдрома (реакция тревоги) характеризу-
ет остро протекающую, активную мобилизацию адаптаци-
онных процессов в организме в ответ на всякое смещение 
гомеостаза при стрессе (на первичный шок). В это время 
устойчивость организма к воздействиям быстро возрас-
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Нейроэндокринная стресс-реакция насекомых: 
история развития концепции

тает. Во второй стадии (резистентности) устанавливается 
повышенная сопротивляемость к стрессору, которая но-
сит общий, неспецифический характер. Например, если 
стресс вызывается холодом, то на стадии резистентности 
выявляется повышенная устойчивость не только к холоду, 
но и к действию повышенной температуры, рентгеновских 
лучей, токсинов и т. д. В случаях, когда стресс слишком 
сильный или длительный, защитноприспособительные 
механизмы организма могут истощаться и общий адап-
тационный синдром переходит в третью стадию (стадия 
истощения), характеризующуюся снижением резистент-
ности организма к данному стрессору и другим видам 
стрессорных воздействий. Эта стадия называется также 
вторичным шоком (Селье, 1979).

По признанию Г. Селье, он заимствовал очень многое 
у И.П. Павлова. То, что Павлов трактовал с точки зрения 
нервной системы, он перевел на язык и термины гумо-
ральной системы. Г. Селье не считал стресс вредным, а 
рассматривал его как реакцию, помогающую организ
му выжить. Он назвал отрицательный стресс дистрес
сом, а положительный стресс – эустрессом (Селье, 1979). 
В сво ем учении о стрессе и адаптационном синдроме 
Селье основное внимание обращал на роль гормональных 
изменений, не анализируя участие нервной системы в 
механизме формирования стресса. Последнее подверглось 
критике в отечественной литературе. Причем неоднократ-
но подчеркивалось, что стрессреакция развивается как 
цепь событий, опосредованных гипоталамогипофизарно
адренокортикальной системой (Косицкий, Смирнов, 1970; 
Горизонтов, 1973; Погодаев, 1976). 

Нейроэндокринная стресс-реакция насекомых
Отсутствие гипоталамогипофизарноадренокортикаль-
ной системы у насекомых считалось доказательством 
невозможности развития у них стрессреакции по типу 
теплокровных животных (Косицкий, Смирнов, 1970). 
Тем не менее с начала 1980х годов получено до статочно 
доказательств развития реакции стресса у на се комых 
(Rauschenbach et al., 1980, 1983a, b, 1987, 2014; Cym bo
rowski et al., 1982; Chernysh, 1991; Harris, Wood ring, 1992; 
Mobius, Penzlin, 1993; Hirashima et al., 2000; Pszczolkowski, 
Chiang, 2000; Gruntenko et al., 2004, 2010; Neckameyer, 
Weinstein, 2005; Tauchman et al., 2007; Gruntenko, Rau
schenbach, 2008). 

Эволюцией создано две «стратегии выживания» на-
секомых в неблагоприятных условиях внешней среды: 
состояние диапаузы и состояние задержки метаморфоза 
у недиапаузирующих насекомых. И тот и другой тип 
приспособления позволяют насекомым пережить небла-
гоприятные условия. Гормональную основу обоих типов 
составляет нейроэндокринная стрессреакция, облада-
ющая двумя основными чертами – неспецифичностью 
по отношению к воздействию (возникает при действии 
экстремальных факторов различной природы) и адаптив-
ностью. Но именно такие характеристики свойственны 
реакции, обозначенной термином «стресс» у млекопита-
ющих (Rauschenbach et al., 1987).

В стрессреакцию насекомых вовлечены различные 
гормоны, в частности биогенные амины (дофамин (ДА), 
октопамин (ОА), серотонин), экдистероиды, ювенильный 

гормон (ЮГ), адипокинетический гормон (АКГ) (Kodrík 
et al., 2015) и инсулин (Грунтенко, 2008; Johnson, White, 
2009; Gruntenko, Rauschenbach, 2017).

Эндокринные органы синтезируют, накапливают и вы-
деляют в гемолимфу гормоны, регулирующие разнообраз-
ные физиологические процессы. Основные эндокринные 
органы насекомых охватывают нейросекреторные клетки 
(НСК) (место синтеза биогенных аминов), ретроцере-
бральный комплекс, состоящий из двух пар желез, назы-
ваемых кардиальными (corpora cardiaca) (место синтеза 
АКГ) и прилежащими телами (corpora allata, СА) (место 
синтеза ЮГ), перисимпатические органы и проторакаль-
ные железы (место синтеза 20гидроксиэкдизона (20Э)) 
(Тыщенко, 1986). 

Биогенные амины у насекомых выполняют функции 
нейромедиаторов, нейромодуляторов, оказывающих ло-
кальное влияние на близлежащие клетки в центральной 
нервной системе, способствующее изменению эффекта 
нейромедиаторов и нейрогормонов, переносимых током 
гемолимфы и действующих на больших расстояниях 
(Evans, 1985; JankovićHladni, 1991; Johnson, White, 2009). 

В ходе личиночного развития насекомого ЮГ определя-
ет характер линьки, инициированной 20Э, и препятствует 
преждевременному метаморфозу: при высоком титре ЮГ 
происходит личиночная линька, при его резком падении – 
метаморфоз. У имаго ЮГ и 20Э играют роль гонадотропи-
нов: определяют половое поведение самок, контролируют 
развитие яичников и вителлогенез, стимулируют синтез 
феромонов, а также участвуют в регуляции личиночной 
и имагинальной диапаузы (Грунтенко, 2008).

АКГ стимулирует распад резервных триглицеридов в 
жировом теле, освобождая диглицеридную транспортную 
форму жиров, поступающих из трофоцитов в гемолимфу 
(Тыщенко, 1986).

Еще одним организатором стрессовых реакций как у 
позвоночных, так и у насекомых является сигнал инсули-
нового пути (Holzenberger et al., 2003; Jonson, White, 2009). 

Проведены многочисленные исследования по изуче
нию влияния высоких температур, низкого качества кор
ма, инсектицидов и других стрессоров на НСК мозга и 
подглоточного ганглия (Ivanović et al., 1975, 1979, 1985, 
1989; JankovićHladni et al., 1983; Leković et al., 2001; 
Pe rićMataruga et al., 2001). Различные стрессорные воз-
действия разной интенсивности вызывают определенные 
изменения, что, в свою очередь, влияет на синтез и се-
крецию нейросекреторного материала (JankovićHladni 
et al., 1992). В ряде работ показано, что ответ на уровне 
НСК у разных видов насекомых зависит от интенсив-
ности стрессфактора и продолжительности воздействия 
(Ivanović et al., 1975; Mrdaković et al., 2003).

Сигнал стрессора, полученный экстерорецепторами 
насекомого, передается через сенсорные нервные пути к 
мозгу. Первая стадия стрессреакции в большой степени 
регулируется нейрогормонами и биогенными аминами 
(Davenport, Evans, 1984; Грунтенко, 2008). Под их влия-
нием в течение нескольких минут в жировом теле моби-
лизуются запасные вещества. На определенной стадии 
развития стрессреакции к этой группе нейрогормонов 
присоединяются экдистероиды. Вторая стадия развития 
стрессреакции проходит в полной зависимости от экди-
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стероидов, синтез которых, в свою очередь, регулируется 
экдизиотропными нейрогормонами (экдизиотропинами) 
и ювенильным гормоном (Грунтенко, 2008). 

Таким образом, как у млекопитающих, так и у насе
комых в неблагоприятных условиях внешней среды раз-
вивается неспецифическая стандартная гормональная 
реакция, имеющая адаптивный характер. У первых это 
реакция напряжения, увеличивающая энергетические 
возможности организма для обеспечения адаптации, у 
вторых – реакция угнетения гормональной системы, при-
водящая к торможению развития, что также обеспечивает 
адаптацию к неблагоприятным воздействиям. Следова-
тельно, существо реакции, ее биологическое значение 
одинаково в обоих случаях (Rauschenbach et al., 1987; 
Раушенбах, 1990).

Исследования М. Vigas (1983) и К.V. Sudakov (1983) 
на млекопитающих свидетельствуют о том, что неспеци
фическая по механизму реакция стресса обладает опре-
деленной специфичностью по степени ее выраженности: 
а) стрессогенность воздействия зависит от его силы (су
ществует порог); б) степень реакции зависит от вида жи-
вотного (один и тот же стрессор может вызывать стресс у 
одних организмов и быть подпороговым у других). Сход-
ство между рассматриваемой нейроэндокринной реакцией 
насекомых и стрессом млекопитающих существует и в 
этом плане: а) наличие порога при воздействии одного 
типа показано для Rhodnius prolixus (развитие личинок при 
32 °С не сказывается на превращении в имаго, а при 35 °С 
имагинальная линька задерживается (Wigglesworth, 1952) 
и для Drosophila virilis (плотность в 40 личинок не влияет 
на метаморфоз, а плотность в 80 личинок задерживает его 
наступление (Раушенбах и др., 1983); б) зависимость от 
вида насекомого следует из данных о том, что у D. virilis 
температура 32 °С вызывает развитие стрессорной ре-
акции (Rauschenbach et al., 1987), а для R. prolixus она 
является подпороговой (Wigglesworth, 1952, 1955).

Более того, продемонстрировано, что один и тот же 
фактор может быть, а может и не быть стрессорным для 
вида, в зависимости от того, на какой стадии развития он 
действует. Так, например, не всегда высокая плотность 
неблагоприятна для развития насекомых. Исходя из био  
логии вида, стрессорной может оказаться и низкая плот-
ность популяции. Это положение хорошо иллюстриру-
ется работой (Singh, Pandey, 1980). Сравнивая развитие 
личинок первого и третьего возраста Diacrisia oblique 
в условиях низкой и высокой плотности, авторы обна-
ружили, что самый длительный срок развития и самая 
высокая смертность характерны для культур личинок 
первого возраста с низкой плотностью и третьего возрас-
та – с высокой. Таким образом, для первых стрессорными 
являются условия развития с низкой плотностью, тогда 
как для последних – с высокой. Другим примером могут 
служить исследования (Ivanovic et al., 1985), продемон-
стрировавшие, что температура 8 °С, стрессорная для 
личинок Morimus funereus, собранных в июне (вызывает 
ингибирование НСК, секретирующих проторакотропный 
гормон, ПТТГ), не вызывает стресса у личинок, собран-
ных в ноябре. В то же время температура 23 °С является 
стрессорной для личинок, собранных в ноябре, и не при-
водит к стрессу июньских личинок.

Когда стрессорное воздействие существенно выше по-
рогового, оно может вызвать у насекомых обратную реак-
цию – ускорение метаморфоза. Так, в работе С.И. Черны-
ша (1983) продемонстрировано, что погружение личинок 
Calliphora eryphrocephala в 40 % раствор формальдегида 
на 180 мин ускоряло формирование пупариума, тогда как 
погружение их на 90 мин вызывало замедление развития. 
Ускоренный метаморфоз отмечали при электрошоке ли-
чинок Bombyx mori (Черныш, 1983). Преждевременный 
метаморфоз наблюдается при повреждении кутикулы 
личинок при откладке яиц паразитирующей самкой (Law-
rence, 1988). Следовательно, этот эффект имеет место 
только в случае многократного прокалывания кутикулы, 
при однократном прокалывании он отсутствует. Вместе с 
тем при умеренном повреждении кутикулы (пороговом) 
наблюдается стандартная стрессорная реакция – задерж ка 
метаморфоза, ингибирование секреции ПТТГ, задерж
ка секреции экдизона, увеличение содержания ЮГ и 
сни жение ЮГэстеразной активности (O’Kasha, 1968; 
McCa leb, Kumaran, 1980; Bogus et al., 1986; Rauschenbach 
et al., 1987). Важно подчеркнуть, что структура стрес-
сорной реакции несколько различается у насекомых со 
строго фиксированным числом личиночных возрастов и 
подвергающихся сверхчисленным линькам (Раушенбах,  
1990).

Гормональный статус насекомых со сверхчисленны-
ми линьками в неблагоприятных условиях среды по-
следовательно изучали Б. Цимборовский и М.И. Богус 
(Cymborowski, Bogus, 1976; Bogus, Cymborowski, 1981). 
Б. Цимборовский предложил схему стрессорной реакции, 
возникающей у личинок Galleria mellonella в условиях 
холодового стресса (Cymborowski, 1988). Автор предпо-
ложил, что информация о температурном статусе тела 
личинок G. mellonella передается в мозг через вентраль-
ную нервную хорду, вызывая задержку в переключении 
с личиночной на куколочную программу. Позже исследо-
вателями была обнаружена целая группа регуляторных 
белков, выделяемых из нервной ткани и контролирующих 
синтез ЮГ посредством СА, – аллатотропины и аллато-
статины, стимулирующие и ингибирующие модуляторы, 
которые достигают СА либо посредством прямой нейро
секреторной иннервации, либо через гемолимфу (Tobe, 
Stay, 1985; Cymborowski, 1988; Richard et al., 1990; Kramer 
et al., 1991; Stay et al., 1996; Bendena et al., 1999). 

Таким образом, показано, что изменения в содержании 
гормонов при развитии насекомых в неблагоприятных 
условиях взаимосвязаны и что в этих условиях у них 
возникает неспецифическая гормональная реакция, по-
добная стрессу млекопитающих (Rauschenbach et al., 1987; 
Cymborowski, 1988).

Современное состояние исследований 
нейроэндокринной стресс-реакции насекомых
Насекомые представляют уникальные возможности для 
экспериментов, которые могут помочь определить ос нов
ные механизмы стрессовых реакций. Кроме того, при
кладные аспекты контроля численности как вредных, 
так и полезных насекомых требуют более глубокого по-
нимания механизмов действия стрессоров на организм 
(Johnson,White, 2009).
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Нейроэндокринная стресс-реакция насекомых: 
история развития концепции

У личинок насекомых механизм стрессреакции изучен 
детально. Показано, что именно повышение содержания 
ЮГ при стрессе вызывает состояние диапаузы или за-
держку метаморфоза у недиапаузирующих насекомых, 
позволяя им таким образом переждать неблагоприятные 
условия (Rauschenbach et al., 1987; Cymborowski, 1988). 
Кроме того, у личинок насекомых наблюдается повыше-
ние содержания биогенных аминов (Hirashima, Eto, 1993; 
Hirashima et al., 1994).

У имаго насекомых стрессреакция направлена на по
пытку избежать вредного воздействия или же адаптиро-
ваться к неблагоприятным условиям, если первое невоз-
можно (Раушенбах, 1997). В настоящее время основные 
усилия исследователей направлены на изучение механиз-
мов стрессреакции у имаго насекомых и генетического 
контроля отдельных ее звеньев (Ченцова и др., 2007; 
Грунтенко, 2008). 

В работах И.Ю. Раушенбах с коллегами (Rauschenbach 
et al., 1987, 2014; Раушенбах, 1990, 1997; Раушенбах и 
др., 2000) и Н.Е. Грунтенко с коллегами (Gruntenko et 
al., 2000, 2003a, b, 2004, 2005a, b, 2010, 2012) исследо-
ван механизм стрессреакции в процессе онтогенеза у 
D. virilis и D. me la nogaster, определены основные маркер-
ные характеристики стрессреакции у личинки и имаго 
дрозофилы. Выяснено, что ни один из стресссвязанных 
гормонов дрозофилы не является пусковым звеном в раз-
витии стрессреакции. Для D. virilis показан моногенный 
контроль ответа на стресс всех гормональных систем (Рау-
шенбах, 1997). У D. melanogaster выявлен комплекс генов, 
мутации в которых приводят к изменению интенсивности 
ответа на стрессор всех стресссвязанных гормонов (ДА, 
ОА, ЮГ и 20Э) и ферментов их метаболизма (Грунтенко,  
2008).

В ряде работ (Беньковская и др., 2000, 2004, 2005, 
2008; Гайфуллина и др., 2004; Салтыкова и др., 2005; Со-
колянская и др., 2005; Беньковская, Соколянская, 2008) 
обобщены результаты многолетних исследований, посвя-
щенных выяснению роли стрессреакции в формировании 
онтогенетических адаптаций на примерах комнатной 
мухи Musca domestica, колорадского жука Leptinotarsa 
decemlineata и медоносной пчелы Apis mellifera. Пока-
заны универсальный фазовый характер стрессреакции 
насекомых и сложная структура стадии реакции трево-
ги, согласующаяся с фундаментальной схемой Г. Селье 
(1979) и подтверждающая общность защитной реакции в 
отдаленных таксонах животного мира. Установлены роль 
стресса и место стрессреакции в микроэволюционных 
преобразованиях популяций насекомых как механизма 
реализации адаптивного потенциала особи и популяции. 
Одновременно продемонстрирована роль стрессреакции 
как преадаптивного стимула, повышающего адаптаци-
онные возможности особи и расширяющего границы 
адаптивного потенциала популяций насекомых. 

Модель Н. Ивен с коллегами описывает общую реакцию 
стресса у медоносных пчел (Even et al., 2012). Эта работа 
обеспечивает основу для понимания того, как A. mellifera 
может реагировать на стрессоры, а также направлена на 
стимулирование исследований в данной области. Сравне-
ние путей реагирования на стресс у позвоночных и ме-
доносных пчел демонстрирует гомологичную структуру 

реакции в этих двух группах животных, включая регуля-
цию возбуждения и стимуляции когнитивных функций в 
головном мозге при помощи катехоламинов в сочетании 
с нейрогормональными сигналами, стимулирующими мо-
билизацию энергии на периферии. Тем не менее степень, 
до которой пути стрессоустойчивости эволюционно со-
храняются, остается неясной. Исследователи также выде-
лили аспекты стрессовой реакции, которые, повидимому, 
специфичны для медоносных пчел в результате их особой 
социальной организации. 

В работе Е.А. Чертковой (2015) впервые показано по-
вышение уровня ДА у капустной совки Mamestra bras-
sicae и вощинной огневки G. mellonella при воздействии 
стрессфакторов абиотической природы (температура, 
механические повреждения). Также выявлено, что к уве-
личению уровня ДА приводит заражение личинок G. mel-
lonella бактериями Bacillus thuringiensis, а колорадского 
жука L. decemlineata и M. brassicae – энтомопатогенными 
грибами Metarhizium robertsii и Beauveria bassiana. Кроме 
того, обнаружено, что степень повышения уровня ДА 
зависит от вирулентных свойств энтомопатогенного мик 
 роорганизма. Уровень ДА в гемолимфе личинок L. de ce-
mlineata повышается также при инфицировании энтомопа-
тогенными бактериями Bacillus thuringiensis, и это повы-
шение носит дозозависимый характер. По мнению автора, 
результаты этих исследований могут быть использованы 
для дальнейшего изучения стрессреакции насекомых, 
лежащей в основе их резистентности к химическим и 
микробиологическим инсектицидам, и разработок мето-
дических подходов к ее преодолению (Черткова, 2015). 

Множество работ посвящено изучению реакции окис-
лительного стресса, ее механизму и способам защиты 
ор ганизма от него (Ahmad, 1995; Bi, Felton, 1995; Meng 
et al., 2009; Lalouette et al., 2011; Velki et al., 2011; Zhao, 
Haddad, 2011; Krishnan, Kodrík, 2012; Bednářová et al., 
2013). У насекомых реакции антиокислительного стрес
са, повидимому, регулируются преимущественно АКГ. 
Очевидное участие АКГ в контроле защиты против 
окислительного стресса является типичным примером 
эндокринной регуляции такого ответа. Механизмы дей-
ствия АКГ при окислительном стрессе, понимание кото-
рых необходимо для детального выяснения роли АКГ в 
стрессреакции, до сих пор мало изучены. Тем не менее 
интенсивные исследования, преимущественно на модели 
D. melanogaster, могут принести интересные данные в 
ближайшем будущем. В настоящее время легко доступны 
мутанты D. melanogaster, созданные с помощью методов 
генной инженерии, перепроизводством или дефицитом 
гормонов стресса, подавлением экспрессии рецепторов 
этих гормонов. Они представляют собой мощный инстру-
мент для изучения ответа на стресс (Kodrík et al., 2015).

Несколько нейродегенеративных заболеваний, вклю
чая болезнь Паркинсона и болезнь Альцгеймера, связаны 
с развитием окислительного стресса и интенсивно изуча-
ются. Большая часть данных получена на позвоночных 
животных, однако ряд работ за последние несколько лет 
показал, что насекомые представляют собой важную 
модель для исследования окислительного стресса. Кроме 
того, результаты, полученные на насекомых, очень часто 
универсальны и могут способствовать выяснению важ-
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нейших механизмов окислительного стресса у животных, 
в том числе и у людей (Kodrík et al., 2015). 

Одним из направлений исследований С.А. Адамо 
(Ada mo, 2012, 2014, 2017a, b; Adamo et al., 2013, 2017) 
является изучение стрессзависимой иммунной функции 
с использованием моделей насекомых. Показано, что у 
насекомых медиаторы стрессового ответа (т. е. гормоны 
стресса) меняют иммунный статус насекомого, в том 
числе частично перераспределяя молекулярные ресур-
сы в пользу двигательной активности, интенсификация 
которой необходима для борьбы или бегства. Например, 
белки переноса липидов участвуют как в стрессе, так и 
в иммунных реакциях, что приводит к снижению устой-
чивости к болезням, когда эти белки переключаются на 
стрессответ. Октопамин необходим также как для разви-
тия стрессреакции, так и для активации иммунного ответа 
(фагоцитоза) (Adamo, 2014, 2017a). Однако С.А. Адамо 
по лагает, что при стрессе у насекомых происходит, скорее, 
реконфигурация иммунной системы, обеспечивающая 
снижение затрат на иммунный ответ, чем прямой обмен 
ресурсами между этими двумя защитными системами 
организма (Adamo, 2017a). Так, стрессреакция индуци-
рует провоспалительное состояние, которое, по мнению 
автора, усиливает ранний иммунный ответ.

Cходство в нейрохимических и физиологических из-
менениях у беспозвоночных и позвоночных в ответ на 
стрессорное воздействие показывает, что реакция на 
стрессор – это совокупность древних, сохраненных в эво-
люции механизмов. Изучение стрессреакции у насекомых 
важно как в теоретическом плане – опеределяется конвер-
гентность путей эволюции адаптивных преобразований 
у таких далеко отстоящих друг от друга таксонов, как 
насекомые и млекопитающие, так и в практическом – зако-
номерности механизма этой реакции можно использовать 
при моделировании наследственных или приобретенных 
заболеваний человека, разработке методов разведения 
хозяйственно ценных насекомых и способов борьбы с 
насекомымивредителями.
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Sex differences of molecular 
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Reduced insulin sensitivity plays an important role 
in the pathogenesis of type II diabetes. There are sex 
differences in the development of metabolic disorders. 
The aim of this work was to investigate the insulin 
signal transduction gene expression in mice of differ-
ent sex and age. Male and female C57BL/6J mice were 
used in our studies. Gene expression was assayed by 
RT-PCR. It was shown that insulin sensitivity in females 
was higher than in males regardless of age because 
the level of glucose in blood plasma of females does 
not differ from that in males, whereas female insulin 
levels were lower than male insulin levels. Female glu-
cose tolerance increased with age, and glucose toleran-
ce was higher in females than in males at the age of 
30 weeks. It was shown that sex and age affect the 
expressions of insulin signal transduction genes. It 
was shown that there are sex differences in the levels 
of mRNA Pik3cd in the liver, in the levels of mRNA Irs1 
in the muscle, in the levels of mRNA Irs1 and Slc2a4 in 
adipose tissue at the age of 10 weeks, and there are 
sex differences in the levels of mRNA Irs2 and Pik3cd in 
the liver, in the levels mRNA Pik3cd and Slc2a4 in the 
muscle, in the levels mRNA Insr and Pik3cd in adipose 
tissue at the age of 30 weeks. In young animals, the 
expression of the genes was higher in females than 
in males in all tissues. In adult animals, the expression 
of the genes in the liver was higher in females than 
in males, the expression of the genes in muscle and 
adipose tissues were lower in females than in males. In 
males, the levels of mRNA Insr in the liver and muscles 
and mRNA Pik3cd in adipose tissue decreased with 
age, and the level of mRNA Pik3cd in muscles  increased 
with age. In females, the levels of mRNA Irs1 in muscle 
and mRNA Pik3cd and Slc2a4 in adipose tissue decreas-
ed with age. Thus the molecular basis of sex differen-
ces and age-related changes in insulin sensitivity may 
be a change in expressions of insulin signal transduc-
tion genes in the target tissues. 

Key words: sex differences; glucose tolerance; insulin 
sensitivity; mRNA; Insr; Irs1/2; Pik3cd; Slc2a2/4; real-time 
PCR, mouse C57BL/6J.

В патогенезе сахарного диабета 2-го типа важную роль играет 
снижение чувствительности к инсулину. Существуют половые 
различия в развитии метаболических нарушений: самцы мышей 
по сравнению с самками более склонны к развитию с возрастом 
гиперинсулинемии и к снижению толерантности к глюкозе при 
содержании на высококалорийной диете. Целью данной работы 
было исследовать экспрессию генов трансдукции сигнала инсу-
лина у мышей разного пола и возраста. Исследования проводили 
на мышах линии C57BL/6J. Оценку экспрессии генов трансдукции 
сигнала инсулина в печени, мышцах и в жировой ткани выполняли 
методом ПЦР в реальном времени. Показано, что независимо от 
возраста чувствительность к инсулину у самок выше, чем у самцов, 
поскольку уровень глюкозы в плазме крови у самок и самцов не 
различается, тогда как уровень инсулина у самок ниже, чем у сам-
цов. С возрастом у самок повышается толерантность к глюкозе, и 
в возрасте 30 недель толерантность к глюкозе у самок выше, чем 
у самцов. Показано, что пол и возраст влияют на уровень экспрес-
сии генов трансдукции сигнала инсулина. В возрасте 10 недель 
существуют половые различия по уровню мРНК Pik3cd в печени, 
мРНК Irs1 в мышцах, мРНК Irs1 и Slc2a4 в жировой ткани, в возрас-
те 30 недель – по уровню мРНК Irs2 и Pik3cd в печени, мРНК Pik3cd 
и Slc2a4 в мышцах, мРНК Insr и Pik3cd в жировой ткани. В возрасте 
10 недель во всех тканях экспрессия генов выше у самок, чем у 
самцов. В возрасте 30 недель у самок экспрессия генов в печени 
выше, а в мышцах и жировой ткани ниже, чем у самцов. С возрас-
том у самцов снижается уровень мРНК Insr в печени и мышцах и 
мРНК Pik3cd в жировой ткани, повышается уровень мРНК Pik3cd 
в мышцах. У самок с возрастом снижается уровень мРНК Irs1 в 
мышцах и мРНК Pik3cd и Slc2a4 в жировой ткани. Таким образом, 
молекулярной основой половых различий и возрастных измене-
ний чувствительности к инсулину может быть изменение экспрес-
сии генов трансдукции сигнала инсулина в тканях-мишенях.

Ключевые слова: половые различия; толерантность к глюкозе; 
чувствительность к инсулину; мРНК; Insr; Irs1/2; Pik3cd; Slc2a2/4; 
real- time ПЦР; мыши линии C57BL/6J.
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В настоящее время в патогенезе диабета второго типа 
ведущую роль отводят развитию инсулинорезистент-
ности (Copps, White, 2012), однако механизм развития 

инсулинорезистентности изучен недостаточно. Известно, 
что существуют половые различия в развитии метаболиче-
ских нарушений – у женщин нечувствительность к инсу-
лину встречается реже, чем у мужчин (Tripathy et al., 2000). 
На лабораторных животных показано, что самки мышей 
менее склонны к развитию гиперинсулинемии и к сниже-
нию толерантности к глюкозе (Pettersson et al., 2012; Sentil 
Kumar et al., 2014), кроме того, при содержа нии на жирной 
диете у самок мышей, в отличие от самцов, не снижается 
чувствительность к инсулину в печени, не развивается го-
лодная гипергликемия (Akoum et al., 2011) и не снижается 
толерантность к глюкозе (Ganz et al., 2014). Различия по 
чувствительности к инсулину могут быть обусловлены 
половыми различиями в синтезе и активности белков 
трансдукции сигнала инсулина. Так, у мышей обнаруже-
ны половые различия (у самок выше, чем у самцов) по 
уровню белков рецептора инсулина (INSR), субстрата ре-
цептора инсулина (IRS1), фосфатидилинозитол3киназы 
(PI3K) и транспортера глюкозы четвертого типа (GLUT4) 
в скелетных мышцах и в жировой ткани (Macotela et 
al., 2009; Shelley et al., 2009; Grove et al., 2010; Oh et al., 
2011), а также по уровню стимулированного инсулином 
фосфорилирования протеинкиназы В (AKT) в адипоцитах 
(Macotela et al., 2009). На сегодняшний день практически 
нет данных о том, различаются ли самцы и самки по экс-
прессии генов, кодирующих белки трансдукции сигнала 
инсулина. Показано, что у мышей в адипоцитах уровень 
мРНК Insr у самцов и самок не различается, уровень мРНК 
Slc2a4 (ген, кодирующий GLUT4) у самок выше, чем у 
самцов (Macotela et al., 2009).

Известно, что показатели чувствительности к инсу-
лину в постпубертатный период меняются с возрастом. 
У мышей C57BL/6J в период с 12 по 24 неделю у самок 
и с 12 по 36 неделю у самцов толерантность к глюкозе не 
меняется, но снижается уровень глюкозы в крови после 
голодания и показатель HOMAIR (homeostasis model as-
sessment insulin resistance) (Sairam et al., 2006; Hinder et 
al., 2017). Аналогично у самцов крыс Wistar в период с 4 
по 24 неделю показано достоверное снижение показателя 
HOMAIR, уровня триглицеридов в печени, уровней глю-
козы и инсулина в крови, повышение чувствительности 
к инсулину в тесте толерантности (Sakamuri et al., 2016). 
При этом сравнение молекулярного механизма передачи 
сигнала инсулина у животных разных возрастов не про-
водили.

Целью данной работы было исследовать молекуляр-
ные сигнальные пути, определяющие чувствительность 
к инсулину, у мышей разного пола и возраста. Для этого 
мы сравнивали уровень мРНК генов, кодирующих белки 
трансдукции инсулинового сигнала, в печени, в мышечной 
и жировой тканях у самок и самцов мышей в возрасте 
10 недель (молодые) и 30 недель (взрослые). Полученные 
данные позволяют предположить, что в основе половых 
различий чувствительности к инсулину, а также повыше
ния с возрастом у самок толерантности к глюкозе лежит 
активация транскрипции генов, кодирующих белки 
трансдукции инсулинового сигнала, в печени – поскольку 

у самок с возрастом повышается уровень мРНК Irs2 в 
печени, и в возрасте 30 недель уровни мРНК Irs2 и Pik3cd 
(каталитической субъединицы PI3K) в печени у самок 
выше, чем у самцов.

Материалы и методы
Животные. Эксперимент проводили на мышах C57BL/6J. 
Животных разводили и содержали в виварии Института 
цитологии и генетики СО РАН в условиях постоянного 
светового режима (12 : 12) и свободного доступа к воде и 
пище (Aller Petfood, Россия) при температуре 22 ± 2 °С. 
При работе соблюдали биоэтические нормы. Животных 
отсаживали от матерей в возрасте 4 недель по 5 мышей 
одного пола в клетку. Часть животных рассаживали по 
одному в возрасте 6 недель, остальных – в возрасте 26 не-
дель. Через две недели индивидуального содержания 
часть животных тестировали в глюкозотолерантном те-
сте (ГТТ), других – в инсулинотолерантном тесте (ИТТ). 
Через две недели после тестирования, соответственно в 
возрасте 10 и 30 недель, животных декапитировали утром 
(09:00–10:00 ч) в сытом состоянии или после ночного го-
лодания (корм убирали накануне вечером в 18:00, оставляя 
свободный доступ к воде). Фазу эстрального цикла у самок 
не учитывали. Кровь для измерения уровня инсулина, 
глюкозы, триглицеридов и холестерина собирали в про-
бирки с 5 мкл ЭДТА, центрифугировали (4 000 g, 20 мин) 
на холоду, плазму крови хранили при –70 °С. У сытых 
животных брали образцы тканей печени, абдоминаль-
ного жира и мышц (quadriceps femoris). Образцы тканей 
немедленно помещали в жидкий азот и хранили там до 
выделения общей РНК.

Было сформировано четыре экспериментальные груп-
пы: самки – 10 недель, самцы – 10 недель, самки – 30 не-
дель, самцы – 30 недель. Всего использовано 25 самок 
и 24 самца в возрасте 10 недель, 25 самок и 29 самцов в 
возрасте 30 недель.

Для животных всех экспериментальных групп опреде-
ляли следующие показатели: вес тела, индекс веса печени 
и жировой ткани ([вес ткани (г)/вес тела (г)] × 100 %), 
концентрации глюкозы, инсулина, триглицеридов и хо-
лестерина в плазме крови в сытом и голодном состоянии, 
уровень глюкозы в крови в ходе ГТТ и ИТТ, уровень мРНК 
Insr, Irs2, Pik3cd, Slc2a2 (не зависящий от инсулина транс-
портер второго типа) в печени, уровень мРНК Insr, Irs1, 
Pik3cd, Slc2a4 в мышечной и жировой тканях.

Глюкозотолерантный и инсулинотолерантный 
тесты. Тестирование животных проводили натощак: воду 
оставляли в свободном доступе, пищу убирали в 09:00, 
тестирование начинали в 14:00. Глюкозу вводили пер
орально в дозе 2 г/кг. Инсулин (протафан – синтетический 
аналог инсулина, Ново Нордиск А/С, Дания) вводили 
внут рибрюшинно в дозе 0.5 Ед/кг. Концентрацию глю-
козы в крови из хвостовой вены определяли до введения 
глюкозы или протафана, а также через 15, 30, 60 и 120 мин 
после введения. Определение концентрации глюкозы в 
крови в ходе глюкозотолерантного и инсулинотолерант-
ного тестов проводили с помощью глюкометра OneTouch 
Select (LifeScan; Johnson and Johnson, США).

Физиологический индекс резистентности к инсулину 
(HOMAIR) определяли у животных после ночного го-
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Половые различия молекулярных механизмов чувствительности 
к инсулину у молодых и взрослых мышей c57bl/6j

лодания и рассчитывали по формуле [Уровень глюкозы в 
крови (ммоль/л) × Уровень инсулина в крови (нг/мл)]/22.5. 
Увеличение данного показателя означает снижение чув-
ствительности к инсулину.

Реакция обратной транскрипции и ПЦР в реальном 
времени. Суммарную РНК выделяли, используя реагент 
ExtraRNA (Евроген Лаб, Москва, Россия) в соответствии 
с инструкцией производителя. 1 мкг РНК смешивали с 
2.5 мкл праймера oligodT (Евроген Лаб, Москва, Россия, 
конечная концентрация праймера составила 2 мкМ) и 
денатурировали при 70 °С в течение 2 мин на амплифика-
торе «БИС» (Россия), затем добавляли 5 мкл (5х) буфера 
(«СибЭнзим», Новосибирск, Россия), 2.5 мкл dNTP (5 мМ 
по каждому, «Медиген», Новосибирск, Россия) и 0.5 мкл 
(100 ед) ММuLV («СибЭнзим», Новосибирск, Россия). 
Полученную смесь инкубировали при 42 °С в течение 
60 мин. Синтезированную кДНК хранили при –20 °С.

Относительное количество мРНК генов определяли 
СТметодом. ПЦР в реальном времени проводили, ис-
пользуя VIIA7 (Applied Biosystems, Foster City, CA, США). 
Все реакции были выполнены с использованием реак-
ционной смеси для проведения ПЦРРВ в присутствии 
референсного красителя ROX («Синтол», Москва) в 
96луночных плашках (MicroAMP, Applied Biosystems) 
согласно инструкции производителя. В качестве прайме-
ров и зондов использовали коммерческие наборы TaqМan 
Gene Expression Assays (Applied Biosystems, США) для 
мышей: рецептор инсулина – Insr, Mm01211875_m1; 
субстрат инсулинового рецептора первого типа – Irs1, 
Mm01278327_m1; субстрат инсулинового рецептора вто-
рого типа – Irs2, Mm03038438_m1; каталитическая субъ-
единица дельта фосфатидилинозитол3киназы – Pik3cd, 
Mm00435674_m1; транспортер глюкозы четвертого типа – 
Slc2a4, Mm01245502_m1; транспортер глюкозы второго 
типа – Slc2a2, Mm00446229_m1. В качестве внутреннего 
контроля использовали 18srRNA Endogenous Control в 
жировой ткани, ген бетаактина Actb (Mm006007938_s1) 
в печени и ген глицеральдегид3фосфат дегидрогеназы 
Gapdh (Mm99999915_g1) в мышцах. К 1 мкл кДНК до-
бавляли 1 мкл TaqMan Gene Expression Assays, 8 мкл 
реакционной смеси, 1 мкл MgCl2 (25 мМ) и 9 мкл воды 
(mQ). Realtime ПЦР проводили по стандартному про-
токолу (Applied Biosystems): 50 °C 2 мин, 95 °C 10 мин; 
45 циклов – 95 °C 15 с, 60 °C 1 мин. 

Определение биохимических показателей крови. 
Концентрацию инсулина в плазме крови определяли ИФА
методом с помощью коммерческого набора Rat/Mouse 
Insulin ELISA Kit (Millipore, США) согласно инструкции 
производителя. Чувствительность метода 0.2 нг/мл, вну-
три и межгрупповые коэффициенты вариации 0.92–8.35 
и 6.03–17.9 % соответственно.

Концентрации глюкозы, триглицеридов и холестерина 
в плазме крови определяли ферментативноколориметри-
ческим методом с использованием коммерческих наборов 
FluitestGLU, FluitestTG и FluitestHol (Analyticon, Герма-
ния) соответственно, согласно инструкции производителя. 
Чувствительность метода FluitestGLU – 0.08 ммоль/л, 
внутри и межгрупповые коэффициенты вариации 0.45–
0.67 и 1.46–1.88 % соответственно, чувствительность 
метода FluitestTG – 0.05 ммоль/л, внутри и межгруп-

повые коэффициенты вариации 0.70–1.19 и 1.14–1.62 % 
соответственно, чувствительность метода FluitestTG – 
0.05 ммоль/л, внутри и межгрупповые коэффициенты 
вариации 0.55–1.32 и 1.06–1.38 % соответственно.

Статистическая обработка результатов. Значения 
пред ставлены в виде: среднее ± SEM. Результаты об-
рабатывали двухфакторным дисперсионным анализом 
(ANOVA) (фактор «пол» (самка и самец) и фактор «воз-
раст» (10 недель и 30 недель)), апостериорные сравнения 
выборочных средних проводили с помощью теста Дункан 
(posthoс Duncan’s test).

Результаты
Метаболические показатели у животных разного пола. 
Дисперсионный анализ выявил достоверное влияние 
фактора «пол» на вес тела ( p < 0.001), уровень инсулина в 
крови в сытом состоянии ( p < 0.001), уровень холестерина 
в крови в сытом состоянии и после голодания ( p < 0.05 
и p < 0.01 соответственно) и на толерантность к глюкозе 
( p < 0.01) (рис. 1–3). Половые различия были в большей 
степени выражены у взрослых животных: у молодых 
са мок уровень инсулина в сытом состоянии был ниже, 
а уро вень триглицеридов (ТГ) после голодания – выше, 
чем у самцов ( p < 0.01, posthoс Duncan’s test, в обоих 
случаях), в сытом состоянии уровень ТГ был повышен 
в 2.6 раза, однако различия не достигали статистической 
значимости; у взрослых самок уровни инсулина и холе-
стерина в сытом состоянии, а также ТГ и холестерина 
после голодания были ниже ( p < 0.01, p < 0.001, p < 0.05 
и p < 0.01 соответственно, posthoс Duncan’s test), тогда 
как толерантность к глюкозе была выше, чем у самцов 
( p < 0.01, posthoс Duncan’s test).

Метаболические показатели у животных разного 
возраста. Дисперсионный анализ выявил достоверное 
влияние фактора «возраст» на вес тела ( p < 0.001), пече ни 
( p < 0.01), уровень глюкозы и ТГ в крови после голодания 
( p < 0.001 и p < 0.05 соответственно), а также на толерант-
ность к глюкозе ( p < 0.05): вес тела и относительный вес 
печени увеличивались с возрастом; уровень глюкозы в 
крови после голодания с возрастом снижался; толерант-
ность к глюкозе повышалась (рис. 3 и 4). Степень изме-
нения показателей зависела от пола: увеличение веса тела 
было более выражено у самцов (8 % самки и 15 % самцы), 
уровень глюкозы в крови после голодания снижался у 
самок на 32 %, а у самцов – на 26 % ( p < 0.01 и p < 0.05 
соответственно, posthoс Duncan’s test), относительный 
вес печени и толерантность к глюкозе с возрастом досто
верно увеличивались только у самок ( p < 0.01 в обоих 
случаях, posthoс Duncan’s test). Кроме того, уровень ТГ 
в крови у животных после голодания увеличивался с 
возрастом только у самцов (ANOVA, взаимодействие 
факторов «пол» × «возраст», p < 0.01) (см. рис. 2 и 3), 
тогда как у самок наблюдалась тенденция к снижению с 
возрастом показателя HOMAIR на 41 % ( p = 0.08, post
hoс Duncan’s test).

Влияние фактора «пол» на уровень мРНК исследо
ванных генов зависело от возраста и вида исследованной 
ткани (рис. 5). В печени показано влияние фактора «пол» 
на уровни мРНК Irs2 и Pik3cd ( p < 0.01 в обоих случаях), 
однако уровень мРНК Pik3cd у самок был выше, чем у 
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Fig. 1. Body weight and relative weights of liver and abdominal fat in females and males of mouse strain C57BL/6J at the ages of 10 and 30 weeks. 
*** p < 0.001 vs. females; ##  p < 0.01; ### p < 0.001 vs. 10-week same-sex animals (post hoс Duncan’s test).
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Fig. 2. Blood insulin, glucose, triglycerides, and cholesterol levels in satiate C57BL/6J females and males at the ages of 10 and 30 weeks. 
* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 vs. females; # p < 0.05 vs. 10-week same-sex animals (post hoс Duncan’s test).
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Fig. 3. Blood insulin, glucose, triglycerides, and cholesterol levels in C57BL/6J females and males at the ages of 10 and 30 weeks after overnight fasting. 
* p < 0.05; ** p < 0.01 vs. females; # p < 0.05; ## p < 0.01 vs. 10-week same-sex animals (post hoс Duncan’s test).

Fig. 4. Glucose tolerance (GT), insulin resistance (IR), and HOMA-IR in C57BL/6J females and males at the ages of 8 and 28 weeks. 
** p < 0.01 vs. females; ## p < 0.01 vs. 10-week same-sex animals (post hoс Duncan’s test).
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самцов, независимо от возраста ( p < 0.01 в обоих случаях, 
posthoс Duncan’s test), тогда как уровень мРНК Irs2 был 
достоверно выше, чем у самцов, только у взрослых самок 
( p < 0.001, posthoс Duncan’s test). Кроме того, у взрослых 
самок уровень мРНК Insr в печени был в 1.7 раза выше, 
чем у самцов, но различия не достигали статистической 
значимости.

В мышечной ткани показано влияние фактора «пол» на 
уровни мРНК Pik3cd и Slc2a4 ( p < 0.01 в обоих случаях) – 
у самок уровни мРНК были ниже, чем у самцов, причем 
половые различия у взрослых животных были выражены 
существенно сильнее ( p < 0.01 в обоих случаях, posthoс 
Duncan’s test). Кроме того, в мышечной ткани в возрасте 
10 недель у самок был повышен, по сравнению с самцами, 
уровень мРНК Irs1 ( p < 0.05, взаимодействие факторов; 
p < 0.01, posthoс Duncan’s test).

В жировой ткани показано влияние фактора «пол» 
( p < 0.01) и взаимодействия факторов «пол» и «возраст» 

( p < 0.05) на уровень мРНК Insr, а именно: только в воз-
расте 30 недель уровень мРНК Insr у самок был ниже, чем 
у самцов ( p < 0.01, posthoс Duncan’s test). Показано также 
влияние взаимодействия факторов «пол» и «возраст» 
на уровни мРНК Irs1, Pik3cd и Slc2a4 в жировой ткани 
( p < 0.05, p < 0.05 и p < 0.01 соответственно), а именно: у 
молодых самок уровни мРНК этих генов были повышены 
по сравнению с самцами (особенно Irs1 и Slc2a4 – p < 0.01 
и p < 0.05 соответственно, posthoс Duncan’s test), тогда как 
у взрослых самок снижены (особенно Pik3cd – p < 0.05, 
posthoс Duncan’s test).

Изменение уровня мРНК исследованных генов с 
возрастом. Влияние фактора «возраст» на уровень мРНК 
исследованных генов существенно зависело от пола жи-
вотного и вида исследованной ткани (см. рис. 5). В печени 
показано влияние фактора «возраст» на уровни мРНК 
Insr и Irs2 ( p < 0.05 в обоих случаях). У самок в большей 
степени выражено стимулирующее влияние фактора «воз-
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Fig. 5. Levels of Insr, Irs1/2, Pi3cd, and Slc2a2/4 mRNAs in (a) the liver, (b) muscles, and (c) fat of C57BL/6J mice at the ages of 10 and 30 weeks. 
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раст» на уровень мРНК в печени, у самцов – ингибиру-
ющее, а именно: уровень мРНК Insr снижался, особенно 
у самцов ( p < 0.05, posthoс Duncan’s test), тогда как 
уровень мРНК Irs2 увеличивался в печени только у самок  
( p < 0.01, posthoс Duncan’s test; взаимодействие факто
ров, p = 0.07).

В мышечной ткани показано влияние фактора «возраст» 
на уровни мРНК Insr и Pik3cd (p < 0.001 и p < 0.01 соот-
ветственно) и влияние взаимодействия факторов «пол» 
и «возраст» на уровень мРНК Irs1 ( p < 0.05). У самок 
преобладает ингибирующее влияние фактора «возраст» 
на уровень мРНК в мышцах, у самцов фактор «возраст» 
оказывает как ингибирующее, так и стимулирующее 
воздействие, а именно: уровень мРНК Insr снижался с 
возрастом в равной степени у самок и самцов ( p < 0.01 и 
p < 0.001 соответственно, posthoс Duncan’s test); уровень 
мРНК Irs1 в мышцах снижался с возрастом только у самок 
( p < 0.05, posthoс Duncan’s test); уровень мРНК Pik3cd 
достоверно увеличивался с возрастом у самцов ( p < 0.01, 
posthoс Duncan’s test).

В жировой ткани показано влияние взаимодействия 
факторов на уровень мРНК всех исследованных генов 
(Insr, Irs1, Pik3cd – p < 0.05; Slc2a4 – p < 0.01). Фактор 
«возраст» оказывал ингибирующее влияние на уровень 
мРНК исследованных генов у самок и стимулирующее – у 
самцов, а именно: у самок уровень мРНК снижался, осо-
бенно Pik3cd и Slc2a4 (p < 0.05 в обоих случаях, posthoс 
Duncan’s test), у самцов – повышался, особенно Pik3cd 
( p < 0.05, posthoс Duncan’s test).

Обсуждение
Согласно полученным данным, молодые самки и самцы, 
помимо веса тела, различались по уровням инсулина и ТГ 
в крови. Уровень инсулина у молодых сытых самок был 
ниже, чем у самцов, что хорошо согласуется с повышен-
ными уровнями мРНК Pik3cd в печени, Irs1 в мышцах, Irs1 
и Slc2a4 в жировой ткани сытых самок по сравнению с 
самцами. Исходя из того, что снижение/повышение уровня 
мРНК генов белков трансдукции сигнала инсулина может 
быть молекулярной основой соответственно снижения/
повышения чувствительности ткани к инсулину, можно 
предположить, что у молодых самок в сытом состоянии 
чувствительность к инсулину всех исследованных тканей 
выше, чем у самцов. Соответственно, уровень инсулина, 
который необходим самкам для поддержания эугликемии 
в сытом состоянии, ниже, чем таковой у самцов. Таким 
образом, повышенный по сравнению с самцами уровень 
экспрессии генов белков трансдукции сигнала инсулина 
в печени, мышцах и жировой ткани у молодых самок 
может быть молекулярной основой их большей чувстви-
тельности к инсулину в сытом состоянии. В то же время 
уровень ТГ в крови после ночного голодания у молодых 
самок был незначительно, но достоверно выше по сравне-
нию с самцами, кроме того, у самок почти на 30 % были 
повышены уровень инсулина и показатель HOMA  IR 
(p = 0.08, posthoс Duncan’s test). В совокупности эти 
данные свидетельствует о сниженной чувствительности к 
инсулину на фоне голода. Для выяснения молекулярного 
механизма пониженной чувствительности к инсулину у 
молодых самок при голодании, повидимому, необходимо 

исследовать влияние голодания на уровень экспрессии 
генов белков трансдукции сигнала инсулина.

Полученные данные о половых различиях сигнальных 
путей, определяющих чувствительность к инсулину, в 
целом хорошо согласуются с данными, имеющимися в 
литературе. Особенности, связанные с полом, по уровню 
белков INSR, IRS2 и PI3K и их активности, а также по 
уровню мРНК соответствующих генов в печени у моло-
дых мышей не изучали. Особенности, связанные с полом, 
по уровню мРНК генов трансдукции сигнала инсулина в 
мышечной ткани у молодых животных тоже не изучали, 
однако показано, что в возрасте 15 недель уровень белка 
INSR в мышцах у самок и самцов мышей C57BL/6J не 
различается, тогда как уровни белков IRS1, PI3K и GLUT4 
у самок выше, чем у самцов (Shelley et al., 2009; Oh et al., 
2011). В жировой ткани у самок мышей C57BL/6 в воз-
расте 15 недель повышены уровни мРНК Irs1 и Slc2a4 
(Grove et al., 2010), а также белка GLUT4, по сравнению 
с самцами (Macotela et al., 2009). Эти данные свидетель-
ствуют о большей чувствительности к инсулину в жиро-
вой и мышечной тканях у молодых самок по сравнению 
с самцами, что совпадает с нашими результатами. При 
этом, как и в нашем эксперименте, у молодых (13 недель) 
самок и самцов мышей C57/BL6 толерантность к глюкозе 
и инсулину не различается (Dakin et al., 2015).

У взрослых животных половые различия по показа-
телям чувствительности к инсулину, согласно нашим 
данным, усиливались. В сытом состоянии у самок по срав-
нению с самцами были снижены уровни в крови инсулина 
и холестерина. Большая чувствительность к инсулину у 
сытых самок была ассоциирована с повышенными уров-
нями мРНК Irs2 и Pik3cd в печени, тогда как в мышечной 
ткани самок по сравнению с самцами были снижены 
уровни мРНК Pik3cd и Slc2a4, а в жировой – уровни 
мРНК Insr и Pik3cd. Половые различия по уровню мРНК 
могут служить молекулярной основой половых различий 
чувствительности к инсулину: большей чувствительности 
печени и меньшей – мышц и жировой ткани у взрослых 
сытых самок по сравнению с самцами. У взрослых самок 
уровни ТГ и холестерина в крови после ночного голодания 
были ниже, а толерантность к глюкозе натощак выше, 
чем у самцов. Поскольку чувствительность к инсулину в 
печени играет определяющую роль в чувствительности 
к инсулину целого организма, можно предположить, 
что у взрослых самок чувствительность к инсулину в 
печени повышена по сравнению с самцами как в сытом, 
так и в голодном состоянии. В то же время пониженная 
чувствительность жировой и мышечной ткани у самок, 
возможно, объясняет факт отсутствия половых различий 
по уровню глюкозы в крови у взрослых сытых животных. 
Согласно данным литературы, влияние пола животного 
на молекулярный механизм передачи сигнала инсулина 
у взрослых животных менее изучено. Показано, что в 
возрасте 24 недель в печени у самок мышей C57BL/6J 
повышен уровень мРНК Insr, а уровень мРНК Irs1/2 не 
различается (Spruss et al., 2012). В настоящее время неиз-
вестно, как пол животного влияет на уровень белков INSR, 
IRS2 и PI3K и их активность в печени у взрослых мышей.

Возрастные изменения чувствительности к инсулину 
зависели от пола животного: у самок чувствительность к 
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инсулину в целом повышалась, что подтверждается сни-
жением уровня глюкозы в крови после голодания и повы-
шением толерантности к глюкозе; у самцов – снижалась, 
о чем свидетельствует повышение уровня холестерина в 
крови у сытых и уровня ТГ в крови у голодных живот-
ных. Снижение чувствительности к инсулину у самцов с 
возрастом не сопровождалось развитием гипергликемии: 
уровень глюкозы в крови у сытых животных не отличался 
от такового у молодых, а после голодания был ниже, чем у 
молодых, как и у самок. Эти возрастные изменения были 
ассоциированы у самок с повышением уровня мРНК 
Irs2 в печени и со снижением уровней мРНК Insr и Irs1 
в мышцах и уровней мРНК Pik3cd и Slc2a4 в жировой 
ткани. У самцов возрастные изменения чувствительно
сти к инсулину были ассоциированы со снижением 
уровня мРНК Insr в печени и мышечной ткани, тогда как 
уровень мРНК Pik3cd в мышцах и уровни мРНК всех 
исследованных генов в жировой ткани повышались. Эти 
изменения могут служить молекулярной основой повы-
шения чувствительности к инсулину в печени и снижения 
чувствительность к инсулину в мышечной и жировой 
тканях с возрастом у самок, а также снижения чувстви-
тельности к инсулину в печени и мышцах и повышения 
чувствительности к инсулину в жировой ткани с возрас-
том у самцов. Следует заметить, что снижение с возрастом 
уровня мРНК Insr в мышцах у самцов, возможно, было 
компенсировано повышением уровня мРНК Pik3cd. По
видимому, чувствительность к инсулину в печени в обоих 
случаях имеет решающее влияние на чувствительность к 
инсулину организма в целом. У самок чувствительность 
печени к инсулину с возрастом увеличивается, соответ-
ственно повышается чувствительность в целом, тогда 
как снижение чувствительности к инсулину в мышечной 
и жировой тканях, возможно, препятствует снижению с 
возрастом уровня глюкозы в крови у сытых животных. 
У самцов, наоборот, чувствительность печени с возрас-
том снижается, соответственно снижается чувствитель-
ность в целом, однако толерантность к глюкозе у самцов 
с возрастом не меняется, что может быть обусловлено 
компенсаторным повышением чувствительности к инсу-
лину жировой и мышечной ткани. Кроме того, изменение 
чувствительности к инсулину в жировой и мышечной 
тканях, возможно, определяет ослабление с возрастом 
анаболического действия гормона у самок и усиление 
такового у самцов, что проявляется в большем увеличении 
веса тела и относительного веса жировой ткани у самцов.

В литературе имеются данные о влиянии возраста на 
чувствительность к инсулину у старых животных и по-
жилых людей (Barzilai et al., 2012; Anisimov et al., 2015; 
Markofski et al., 2015). В более раннем возрасте зависи-
мость чувствительности к инсулину от возраста изучена 
только у самок. Показано, что в период с 12 по 24 неделю 
у самок мышей C57BL/6J после ночного голодания сни-
жается уровень глюкозы, снижается (но не достоверно) 
показатель HOMAIR, тогда как уровень инсулина, а 
также толерантность к инсулину не меняются (Radavelli
Bagatinil et al., 2011), что хорошо согласуется с нашими 
данными. Особенности молекулярного механизма переда-
чи сигнала инсулина, связанные с возрастом, совершенно 
не изучены.

Исходя из полученных данных можно предположить, 
что в основе половых различий чувствительности к инсу-
лину в целом, а также повышения с возрастом толерант-
ности к глюкозе у самок лежит активация транскрипции 
генов, кодирующих белки трансдукции инсулинового 
сигнала в печени.
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Metabolic and motor activity 
effects of microalgae (Chlorella 
vulgaris) in laboratory mice
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In recent years, the microalgae (Chlorella vulgaris) have 
increasingly attracted great interest as a potential 
source of pharmacologically active compounds. Show-
ing anticoagulation, antioxidant and antitumor activities 
of Chlorella revealed its hypotensive properties. The 
aim of this study was to evaluate the effects of Chlorella 
suspension on the weight of the animals, their moving 
activity, and erythropoiesis. The study was performed 
on males and females of ICR mice. The animals from the 
experimental group drank only the Chlorella suspension 
during 3 weeks and were given standard food. Control 
animals drank during this period only water and had the 
same food. The body weight of males in the control and 
the experimental group with Chlorella did not change, 
while females in the experimental group showed an 
increase of body weight in a week. A similar pattern was 
obtained for estimation of animal body weight changes 
 relative to food consumption. The number of red blood 
cells in females and males from group with Chlorella in-
creased only after 3 weeks after the start of the expe-
riment. Hemoglobin also increased only after 3 weeks 
after the start of Chlorella consumption, but only for 
females. All groups of animals had the same motor 
activity during experiment. Blood sampling resulted 
in a reduction of activity in control males and females 
as well as in males with Chlorella. The motor activity 
of females with Chlorella after blood sampling did not 
change. So, consumption of the Chlorella  suspension by 
females leads to more effective digestion and resulted 
in increased body weight, improved erythropoiesis re-
sulted in increased red blood cells and hemoglobin and 
also increased their resistance to acute stress. The males 
in the same situation increased only the erythropoiesis. 

Key words: Chlorella; body weight; motor activity; red 
blood cells; hemoglobin; laboratory mice.

В последние годы микроводоросли привлекают все больший ин-
терес как источник потенциальных фармакологически активных 
соединений. На фоне большого разнообразия микроводорослей 
выделяется зеленая водоросль хлорелла (Chlorella vulgaris), для 
которой показаны гипотензивные эффекты, антикоагулянтная, 
антиоксидантная и противоопухолевая активности. Целью на-
сто ящей работы было оценить эффекты суспензии хлореллы на 
массу тела животных, их двигательную активность и эритропоэз. 
Иссле дование выполнено на самцах и самках мышей линии ICR. 
Животным из экспериментальной группы на протяжении трех не-
дель вместо воды предоставляли суспензию хлореллы при стан-
дартной кормовой диете. Масса тела у самцов из контрольной 
и экспериментальной групп практически не изменялась, тогда 
как у самок в экспериментальной группе отмечалось увеличение 
массы тела уже через неделю. Аналогичная ситуация наблюда-
лась при анализе привеса массы тела животного относительно 
потребленного корма. В экспериментальной группе количество 
эритроцитов увеличивалось через три недели после начала ис-
следования как у самок, так и у самцов. Гемоглобин также повы-
шался через три недели после начала эксперимента, но только у 
самок. Суточная двигательная активность животных всех групп 
была одинаковой и не изменялась на протяжении исследования. 
Процедура взятия крови приводила к снижению двигательной 
активности самцов и самок из контрольной группы и самцов, 
которые употребляли хлореллу. Двигательная активность самок, 
которые получали суспензию хлореллы, не изменялась после 
взятия крови. 

Ключевые слова: хлорелла; Chlorella; масса тела; двигательная 
активность; эритроциты; гемоглобин; лабораторные мыши.
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В последние годы водоросли привлекают все больший 
интерес как источник потенциальных фармакологи-
чески активных соединений, обладающих противови-

русной, антикоагулянтной, антиоксидантной или противо-
опухолевой активностью (Miyazawa et al., 1988; Guven 
et al., 1991; Duarte et al., 2001; Trento et al., 2001; Zhang 
et al., 2003). Многие биологически активные вещества, 
такие как полисахариды, белки, незаменимые жирные 
кислоты, бетакаротин и витамины, выделены из морских 
водорослей (Norziah, Ching, 2000; AguileraMorales et al., 
2005). Среди всего разнообразия водорослей широкое 
применение нашли одноклеточные зеленые водоросли 
хлорелла (Chlorella vulgaris), которые живут в пресной 
воде и встречаются практически повсеместно. Интерес к 
этим микроводорослям возник еще в середине прошлого 
века, когда была продемонстрирована их способность 
продуцировать большое количество относительно де-
шевого белка (Fowden, 1951, 1952). Высокая биотехно-
логическая доступность микроводорослей привела к их 
широкой коммерциализации, в основном в виде пищевых 
добавок для человека и животных (OhHama, Miyachi, 
1988; Iwamoto, 2003; Pulz, Gross, 2004; Khan et al., 2005; 
Morris et al., 2008). Относительная простота выращи
ва ния хлореллы позволила использовать ее в качестве 
ис точника не только белка, но и хлорофилла, лютеина и 
ряда микроэлементов (Jeon et al., 2012; Buono et al., 2014). 
Показано, что хлорелла оказывает благотворное воздей-
ствие на рост организма, состояние иммунной системы 
и антиоксидант ную активность (Guzmán et al., 2001). 
В настоящее время зеленые водоросли применяются при 
лечении гипертензии и модуляции иммунных реакций 
человека (Merchant, Andre, 2001; Lin et al., 2005; Yang et al., 
2006; An et al., 2010). Экстракты хлореллы используются 
при различных методах терапии опухолей (Tanaka et al., 
1998) и бактериальных инфекций (Ibusuki, Minamishima, 
1990; Queiroz et al., 2003; Santoyo et al., 2010), продемон-
стрирована их способность повышать выработку IFNγ 
и IL2, а также активировать клетки Th1 для укрепления 
иммунной системы и иммунной защиты (An et al., 2008). 
Показано, что эти водоросли могут затормозить процессы 
оксидативного стресса, тем самым подавляя наработку 
провоспалительных медиаторов в макрофагах и печени 
(Lee et al., 2003). Однако гематологические эффекты хло
реллы и ее влияние на поведение животных до сих пор 
мало изучены.

В настоящее время существует большое  разнообразие 
форм хлореллы, которые используются в качестве пи-
щевых добавок: высушенные порошкообразные микро-
водоросли, ферментированная хлорелла, экстракты и 
суспензии. Среди всего разнообразия выделяется высоко-
температурный водный экстракт CGF (chlorella growth fac-
tor), богатый аминокислотами, пептидами, витаминами, 
минеральными и нуклеиновыми кислотами (Merchant,   
Andre, 2001). Употребление CGF пациентами на про-
тяжении двухтрех месяцев способствовало снижению 
кровяного давления и уровня холестерина в крови, а так-
же приводило к ускорению заживления ран у пациентов. 
Применение высушенной порошкообразной хлореллы, 
которую добавляли в рацион курнесушек на протяжении 
35 дней, приводило к улучшению качества яиц с повы-

шенным содержанием лютеина в яичных желтках (Jeon 
et al., 2012; An et al., 2014). Возможности промышленного 
производства биомассы хлореллы и расширение спектра 
ее использования выдвигают ряд задач перед микробио-
логами и биотехнологами в области поиска высокопро-
дуктивных штаммов и оптимизации условий культивиро-
вания без потери уникальных свойств этих водорослей. 
Конечным результатом оценки качества полученного про-
дукта будут эффекты, оказываемые микроводорослями на 
состояние организма у птиц или млекопитающих. Целью 
данной работы было исследование эффектов суспензии 
микроводорослей хлорелла, полученной в фитобиореак-
торе вихревого типа, на массу тела мышей линии ICR, их 
дви гательную активность, число эритроцитов и уровень 
ге моглобина в крови. 

Материалы и методы
Исследование выполнено на 16 самцах и 16 самках мы-
шей аутбредной линии ICR в возрасте 6–8 нед. Перед 
началом эксперимента животных из семейных групп 
рассаживали индивидуально в стандартные пластиковые 
клетки с решетчатой металлической крышкой и далее 
содержали в конвенциональном виварии Института 
цитологии и генетики СО РАН (RFMEFI61914X0005 
и RFMEFI62114X0010) при естественном освещении, 
комнатной температуре и влажности. Кормили животных 
сухим гранулированным кормом для лабораторных живот-
ных «Чара» (производитель ЗАО «АссортиментАгро»). 
В пер вые семь дней (неделя «0») всем животным для питья 
предоставляли водопроводную воду ad libitum. Затем по-
ловину животных каждого пола на протяжении последу
ющих трех недель продолжали поить водопро водной во-
дой ad libitum (контрольная группа). Оставшимся восьми 
самцам и восьми самкам (экспериментальная группа) 
на протяжении трех недель (недели «1», «2» и «3») воду 
заменяли суспензией микроводорослей хлореллы (C. vul-
garis), которую предоставляли ad libitum. Так как сухой 
остаток биомассы микроводорослей в водной суспензии 
хлореллы составлял около 0.1 %, воду эксперименталь-
ным животным на период проведения исследования не 
предоставляли. Суспензию хлореллы получали в фито-
биореакторе вихревого типа Торнадо на минеральном 
субстрате, установленном в помещении с комнатной тем-
пературой и влажностью. При достижении концентрации 
микроводорослей в суспензии 12 × 107 Ед/ мл содержимое 
фитобиореактора использовали для поения животных.

Эксперименты на животных выполнены с соблюдени-
ем принципов гуманности в соответствии с директивой 
Европейского сообщества (86/609/ЕЕС). Оценку общей 
двигательной активности животного, когда регистриро-
вались любые его движения в клетке (включая все вер-
тикальные и горизонтальные), проводили непрерывно, 
начиная с 3го дня эксперимента на протяжении всего 
периода исследования при помощи авторской системы 
автоматического мониторинга (Петровский и др., 2012). 
Основу используемой системы составляли подключенные 
к персональному компьютеру инфракрасные датчики 
движения (всего 32), смонтированные над каждой клеткой 
с животным. Такая конструкция позволяла независимо 
регистрировать индивидуальные данные от каждого 
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животного. Фиксировали суммарное время активности 
животных в секундах за каждые 10 мин наблюдений. 
Взвешивание животных, корма в кормушке и жидкости в 
поилке (воды или суспензии хлореллы) проводили один 
раз в неделю. Привес рассчитывали как изменение массы 
тела животного по сравнению с предыдущим взвешивани-
ем. Величину потребления корма определяли по разнице 
значений массы гранулированного корма в кормушке 
между двумя точками взвешивания. Количество выпитой 
жидкости (воды или суспензии хлореллы) оценивали по 
разнице значений массы жидкости между двумя контроль-
ными точками. Дополнительно рассчитывали отношение 
изменения массы тела животных за контрольный период 
к потребленному корму как показатель эффективности 
усвоения корма животным (Рядчиков, 2014). Два раза, 
через две и три недели после первого предоставления 
суспензии хлореллы у животных брали образцы крови из 
ретроорбитального синуса при местной анестезии, после 
аппликации ватного тампона с новокаином. Содержание 
эритроцитов и концентрацию гемоглобина определяли в 
цельной крови на автоматическом ветеринарном гемоана-
лизаторе Hemascreen 18P (Hospitex diagnostics, Италия), 
согласно инструкции к прибору. Эвтаназию животных 
после завершения эксперимента осуществляли цервикаль-
ной дислокацией. Статистический анализ полученных 
результатов проводили с использованием многофактор-
ного дисперсионного анализа ANOVA. Все полученные 
результаты представлены в виде Mean ± SE. 

Результаты 
Масса тела животных изменялась на протяжении всего 
эксперимента (рис. 1). Двухфакторный дисперсионный 
анализ привеса массы тела животных, где факторами 
служили экспериментальная группа и пол животного, по-
казал достоверное влияние только пола как в конце недели 
«1», так и недели «2»: F1.31 = 7.14, p = 0.013 и F1.31 = 18.85, 
p = 0.002 соответственно. Влияния фактора принадлеж-
ности животных к контрольной или экспериментальной 
группам в конце недели «1» (F1.31 = 0.84, p = 0.367 и 
недели «2» (F1.31 = 0.87, p = 0.359), а также совместного 
влияния пола и группы в эти сроки (F1.31 = 1.62, p = 0.215 
и F1.31 = 3.06, p = 0.093 соответственно) не обнаружено. 
Через три недели наблюдалась иная картина. Было об-
наружено достоверное влияние на массу тела животных 
как пола (F1.31 = 17.64, p < 0.001), так и принадлежности 
животных к контрольной или экспериментальной груп
пам (F1.31 = 4.88, p = 0.037), но совместного влияния этих 
факторов не наблюдалось (F1.31 = 0.23, p = 0.633). Масса 
тела у самцов из контрольной и экспериментальной групп, 
а также у самок из контрольной группы практически не 
изменялась на протяжении исследования, тогда как у са-
мок из экспериментальной группы отмечалось увеличение 
массы тела уже через неделю (см. рис. 1). В период недель 
«2» и «3» самки, получавшие хлореллу, имели большие 
показатели прироста массы тела по сравнению с самками 
из контрольной группы. 

Аналогичная картина была получена при изучении 
данных привеса массы тела с учетом потребленного жи-
вотными корма (рис. 2). Двухфакторный дисперсионный 
анализ этого показателя выявил влияние пола животного 

как в конце недели «1» (F1.31 = 10.07, p = 0.004), так и 
недели «2» (F1.31 = 20.43, p < 0.001). Влияния фактора 
принадлежности животных к контрольной или экспери-
ментальной группам и совместного эффекта факторов 
группы и пола как для недели «1» (F1.31 = 0.16, p = 0.690 
и F1.31 = 1.66, p = 0.210 соответственно), так и для недели 
«2» (F1.31 = 1.49, p = 0.294 и F1.31 = 2.97, p = 0.098 соот-
ветственно не) обнаружено. Для недели «3» отмечалось 
достоверное влияние как пола (F1.31 = 18.16, p < 0.001), так 
и группы (F1.31 = 4.85, p = 0.035) на значения этого пока-
зателя. Совместного достоверного влияния этих фак торов 
на привес массы тела с учетом потребленного животными 
корма не наблюдалось (F1.31 = 0.61, p = 0.441). 

Анализ эффектов потребления микроводорослей на со
держание эритроцитов в образцах крови показал, что и 
самцы, и самки демонстрировали повышение значений 
этого показателя (рис. 3). Двухфакторный дисперсионный 
анализ выявил достоверное влияние потребления микро-
водорослей только через три недели (F1.31 = 6.45, p = 0.018) 
после начала предоставления хлореллы. Через две недели 
эффекты потребления хлореллы были на грани достовер-

Fig.  1. Weight gain in males and females from the control and 
experimental groups after week 1, week 2, and week 3 of the experiment.

Fig. 2. Weight gain per consumed food in males and females from the 
control and experimental groups after 1, 2, and 3 weeks of the experiment.
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Fig. 3. Erythrocytes in the blood of males and females from the control 
and experimental groups before the experiment (week 0), at the end of 
week 2, and at the end of week 3. 

Fig.  4. Blood hemoglobin in males and females from the control and 
experimental groups before the experiment (week 0), at the end of 
week 2, and at the end of week 3. 

Fig. 5. Locomotory activities of animals in the study averaged over groups.
Gray and white stripes are night and day times, respectively. 
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ности (F1.31 = 3.49, p = 0.074). Пол животных как для не-
дели «2», так и для недели «3» после начала эксперимента 
не оказывал влияния на содержание эритроцитов в крови 
животных (F1.31 = 0.42, p = 0.521 и F1.31 = 2.55, p = 0.123 
соответственно). Перед началом эксперимента (неделя 
«0») различий по полу или принадлежности животного к 
группе в уровне эритроцитов не обнаружено (F1.31 = 0.65, 
p = 0.429 и F1.31 = 1.83, p = 0.189 соответственно).

Уровень гемоглобина в крови исследуемых животных 
изменялся синхронно с количеством эритроцитов (рис. 4). 
При двухфакторном дисперсионном анализе в начале экс-
перимента (неделя «0») не отмечались различия в уровне 
гемоглобина по полу (F1.31 = 0.57, p = 0.457), принадлеж-
ности животного к группе (F1.31 = 2.22, p = 0.149) или их 
совместном действии (F1.31 = 0.34, p = 0.565). Аналогич-
ная картина наблюдалась через две недели после начала 
эксперимента. Эффектов пола (F1.31 = 1.55, p = 0.225), 
экспериментальной группы (F1.31 = 2.42, p = 0.133) и их 
совместного действия (F1.31 = 0.32, p = 0.577) не обнаруже
но. Через три недели после начала употребления живот
ны ми микроводорослей наблюдалось увеличение гемогло-

бина в крови по сравнению с контрольными животными 
(F1.31 = 8.49, p = 0.008), причем у самок это увеличение 
было более выраженным (F1.31 = 5.96, p = 0.022). Совмест-
ного действия пола и экспериментальной группы на по-
казатели гемоглобина не выявлено (F1.31 = 0.53, p = 0.475).

Самцы и самки из контрольной и эксперименталь-
ной групп имели одинаковую высокую двигательную 
активность в ночное время. В дневные часы активность 
животных снижалась, достигая практически нулевых зна
чений (рис. 5). На протяжении всего эксперимента ночная 
активность животных менялась незначительно, кроме 
нескольких суток после взятия крови.

Исследование поведения животных показало, что жи-
вотные из экспериментальной группы слабо реагировали 
на стрессирующую процедуру взятия крови на 28й день 
эксперимента (неделя «3») в отличие от животных из 
контрольной группы в этот же период (рис. 6). Результаты 
трехфакторного дисперсионного анализа выявили, что 
двигательная активность животных определялась как 
принадлежностью к контрольной или экспериментальной 
группе (F1.31 = 9.73, p = 0.003), так и полом животных 
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Метаболические показатели и двигательная активность 
у мышей под воздействием Chlorella vulgaris

(F1.31 = 13.89, p < 0.001) или продолжительностью воз-
действия (F1.31 = 7.75, p = 0.009). В первые сутки после 
взятия крови двигательная активность самцов снижа-
лась, но в экспериментальной группе она была выше 
(39.13 ± 8.04 %), чем в контрольной (29.12 ± 4.34 %). На 
вторые сутки двигательная активность самцов увеличива-
лась как в экспериментальной, так и контрольной группе. 
Самцы, которым предоставляли хлореллу, были более 
активны и на вторые сутки по сравнению с контрольными 
животными: 75.03 ± 12.51 и 39.13 ± 8.04 % соответствен-
но. Самки в меньшей степени реагировали на процедуру 
взятия крови, чем самцы. Самки, которым предоставляли 
хлореллу, очень слабо реагировали на процедуру взятия 
крови. В первые и вторые сутки после взятия крови ак-
тивность самок мало отличалась от исходного уровня и 
составляла 94.09 ± 6.28 % и 101.33 ± 7.53 % соответствен-
но. В контрольной группе активность самок снижалась в 
первые сутки до значений 51.74 ± 7.81 % и на вторые сутки 
частично восстанавливалась до уровня 72.26 ± 11.82 % от 
исходной активности (см. рис. 6). 

Обсуждение
Благодаря своим уникальным свойствам и доступности, 
микроводоросли уже нашли широкое применение в сель
ском хозяйстве (OhHama, Miyachi, 1988; Iwamoto, 2003; 
Pulz, Gross, 2004; Khan et al., 2005; Morris et al., 2008). 
Прежде всего, показаны положительные эффекты этих 
микроорганизмов на увеличение массы тела у сельскохо-
зяйственных животных. Так, например, у свиней отмеча-
лось увеличение массы тела при употреблении хлореллы 
(Yan et al., 2012). Добавление в рацион бройлеров хлорел-
лы также способствовало увеличению их массы тела по 
сравнению с контрольными птицами (An et al., 2016; Choi 
et al., 2016). Аналогичные результаты по лучены для пекин-
ской утки (Oh et al., 2015). Включение в рацион этих птиц 
хлореллы на протяжении шести недель не только приводи-
ло к заметному увеличению массы, но и сопровождалось 
повышением качества мяса птиц, в котором отмечалось 
увеличение содержания ка ро тиноидов, величины pH и 
способности задерживать во ду. Полученные нами высокие 
показатели роста массы тела мышей, которые употребляли 
суспензию хлореллы, согласуются с литературными дан-
ными. Однако увеличение массы тела при употреблении 
суспензии хлореллы наблюдалось только у самок мышей 
через три недели приема микроводорослей. Аналогичная 
картина наблюдалась и при анализе изменения массы тела 
животного с учетом потребленного корма. Оказалось, что 
только самки, употреблявшие хлореллу, более эффективно 
усваивают корм и набирают массу тела по сравнению с 
контрольными животными (см. рис. 2). У самцов досто
верного увеличения массы тела не наблюдалось. Возмож
но, это было связано с недостаточно долгим периодом 
упо требления хлореллы животными и низким процентом 
водорослей в суспензии. Действительно, обнаруженные 
другими исследователя ми эффекты хлорреллы на массу 
тела животных получе ны при употреблении большего 
количества водорослей более продолжительное время. 
Например, увеличение массы тела у пекинской утки фик-
сировалось через шесть недель приема 0.2 % хлореллы 
(Oh et al., 2015). У свиней наблюдали увеличение массы 

тела после шести недель включения в рацион 0.1 и 0.2 % 
хлореллы (Yan et al., 2012). Отмеченное увеличение массы 
тела животных, принимавших хлореллу, возможно, связа-
но с найденными в этих водорослях стимуляторами роста, 
которые могут влиять на показатели массы тела живот-
ных (Han et al., 2002). С другой стороны, в эксперименте 
на мышах показано, что хлорелла способна защитить 
животных от иммуносупрессивного действия стресса и 
связанного с этим образования язвы желудка (Hasegawa 
et al., 2000). Возможно, протективные свойства хлореллы 
на состояние желудочнокишечного тракта также могут 
реализовываться через повышение эффективности пище-
варения в увеличении массы тела животных. 

Потребление микроводорослей только у самок  мышей 
приводило к изменению количества эритроцитов и уров
ня гемоглобина в крови. Но этот эффект отмечался толь
ко через три недели потребления хлореллы, когда уро
вень гемоглобина (см. рис. 4) и содержание эритроцитов  
(см. рис. 3) достоверно увеличивались. Ранее было пока-
зано, что у крыс на фоне анемии присутствие в рационе 
5 и 10 % хлореллы через месяц приводило к повышению 
уровня гемоглобина и эритроцитов в крови, тогда как при-
ем 1 % хлореллы таких эффектов не оказывал (Matsuura 
et al., 1991). В исследовании эффектов другой микро-
водоросли, спирулины, прием на протяжении 12 недель 
у пожилых женщин и мужчин сопровождался подъемом 
уровня гемоглобина, но количество эритроцитов за этот 
период увеличивалось только у мужчин. С другой сторо-
ны, в литературе имеются данные об отсутствии стимули-
рующего эффекта микроводорослей на показатели крови 
у животных. Так, включение в рацион свиней 0.1 и 0.2 % 
суспензии хлореллы на протяжении шести недель не при
водило к изменению уровня эритроцитов, лейкоцитов и 
лимфоцитов в крови (Yan et al., 2012). Таким образом, 
эффекты микроводорослей во многом определяются их 
количеством в рационе и продолжительностью употреб
ления. Отсутствие значимых эффектов употребления хло
реллы у самцов может быть связано с недостаточной про-
должительностью приема микроводорослей. 

Исследование эффектов хлореллы на поведение жи-
вотных не выявило видимых половых различий. Однако 
анализ поведения животных после стрессирующего воз  

Fig. 6. Daily averaged locomotory activities of animals one day (day 28 of 
the experiment) and two days (day 29) after blood sampling in comparison 
with the baseline level of daily activity. The daily activity averaged over 
the previous three days (days 25, 26, and 27 of the experiment) is taken 
to be 100 %.
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действия, которое отмечается при взятии крови у живот
ного, обнаружил значительные различия между контроль-
ными и экспериментальными животными. Оказалось, 
что активность самок, употреблявших хлореллу, не из-
менялась после взятия крови, а активность самцов вос-
станавливалась уже на вторые сутки после воздействия 
(см. рис. 6). Несмотря на многочисленные исследования, 
в которых были показаны антиоксидантные и противовос-
палительные свойства хлореллы, противоопухолевые или 
другие положительные эффекты на организмы животных 
или человека (Vijayavel et al., 2007; Wang et al., 2010; Pa-
nahi et al., 2012a, b, 2013; Kim et al., 2015; Kubatka et al., 
2015), работы по влиянию микроводорослей на поведение 
практически отсутствуют. Тем не менее при исследовании 
эффектов хлореллы, которую использовали как дополне-
ние к стандартной схеме терапии антидепрессантами па-
циентов с диагнозом Большое депрессивное расстройство 
(БДР), характеризующееся в том числе утратой интересов, 
снижением энергичности и повышенной утомляемостью, 
была показана ее эффективность (Panahi et al., 2015). 
У пациентов, принимавших антидепрессанты на фоне 
употребления хлореллы, отмечалось более значительное 
улучшение физического состояния и когнитивных способ-
ностей по сравнению с группой, где для лечения исполь-
зовали только антидепрессанты. Известно, что длительное 
негативное стрессирующее воздействие сопровождается 
угнетением многих функций организма, приводит также к 
снижению физической активности и развитию депрессив-
ного состояния (Slavich, Irwin, 2014). Полученные нами 
данные о более эффективном восстановлении активности 
животных, употреблявших хлореллу, в ответ на стресси-
рующее воздействие согласуются с результатами, выяв-
ленными при изучении эффектов хлореллы в терапии БДР 
(Panahi et al., 2015), и свидетельствуют о потенцирующем 
влиянии хлореллы на активность животных. Аналогичные 
результаты получены при исследовании стрессирующих 
эффектов принудительного плавания на выносливость 
мышей (Mizoguchi et al., 2011). Показано, что самцы мы
шей линии BALB/c, употреблявшие хлореллу в концентра-
ции 0.5 %, обладали большей выносливостью и плавали 
дольше, чем животные из контрольной группы.

Таким образом, употребление суспензии хлореллы при
водит у самок к более эффективному усвоению корма и, 
как следствие, к увеличению их массы тела, улучшает 
эритропоэз и увеличивает содержание гемоглобина в 
эритроцитах через три недели употребления микроводо-
рослей, а также повышает их устойчивость к воздействию 
острого стресса. У самцов употребление хлореллы приво-
дит только к увеличению эритроцитов в крови. 
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Olfactory transport efficiency 
of the amorphous and crystalline 
manganese oxide nanoparticles
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The ability to deliver particulated xenobiotics and 
therapeutic drugs directly from the nasal cavity to the 
central nervous system, bypassing the hemato-ence-
phalic barrier, determines a high importance of investi-
gation of factors influencing this process. It was shown 
that the bioavailability of solid particles is influenced 
by their size and surface charge. At the same time, the 
impact of a crystal structure (crystalline/amorphous) 
has been poorly investigated. In this study, using 
sexually mature male C57BL/6J mice, we analyzed the 
efficiency of the nose-to-brain transport of crystal-
line and amorphous manganese oxide nanoparticles. 
T1-weighted magnetic resonance imaging (MRI) was 
used to evaluate the accumulation of manganese 
nanoparticles in olfactory bulb (OB) and olfactory 
epithelium (OE). So, it has been established that amor-
phous particles have higher accumulation rate in OE 
and OB in comparison with crystalline particles after 
their intranasal administration. The unequal ability of 
amorphous and crystalline particles to overcome the 
mucosal layer covering the OE may be one of the pos-
sible reasons for the different nose-to-brain transport 
efficiency of particulated matter. Indeed, the introduc-
tion of mucolytic (dithiothreitol) 20 minutes prior to 
intranasal particle application did not influence the 
accumulation of amorphous particles in OE and OB, 
but enhanced the efficiency of crystalline nanopar-
ticle entry. Data on the different intake of amorphous 
and crystalline nanoparticles from the nasal cavity to 
the brain, as well as the evidence for the key role of 
the mucosal layer in differentiating the penetrating 
power of these particles will be useful in developing 
approaches to assessing air pollution and optimizing 
the methods of inhalation therapy.

Key words: amorphous and crystalline nanoparticles; 
olfactory transport; mucosal layer; magnetic resonance 
imaging.

Известно, что наноразмерные твердые аэрозоли способны посту-
пать из носовой полости в мозг в обход гематоэнцефалического 
барьера. Необходимость исследования факторов, влияющих на 
назальный транспорт наночастиц, обусловлена тем, что таким 
образом в мозг могут проникать как ксенобиотики, так и терапев-
тические препараты. Показано, что биодоступность твердых час-
тиц определяет их размер и поверхностный заряд. Вместе с тем 
влияние структуры кристаллической решетки практически не 
исследовано. В данной работе, выполненной на  половозрелых 
самцах мышей C57BL/6J, проанализирована эффективность поступ-
ления в ольфакторный эпителий (ОЭ) и обонятельные луковицы 
(ОЛ) интраназально апплицированных наночастиц оксидов мар-
ганца с аморфной и кристаллической структурой. Для оценки на-  
коп ления магнито-контрастных наночастиц марганца в ОЛ и ОЭ ис-
пользовали Т1-взвешенную магнитно-резонансную томографию. 
Установлено, что аморфные частицы накапливаются в ОЭ и ОЛ в 
большей степени, чем кристаллические. Одной из причин различ-
ного поступления в головной мозг интраназально введенных 
нанообъектов может быть неодинаковая способность аморфных и 
кристалических частиц преодолевать мукозальный слой, покры-
вающий ОЭ. Действительно, введение муколитика (дитиотреитол) 
за 20 мин до аппликации не увеличивало накопление в ОЭ и ОЛ 
аморфных частиц, но повышало эффективность поступления кри-
сталлических наночастиц. Сведения о различном поступлении 
аморфных и кристаллических наночастиц из носовой полости 
в мозг, а также обоснование ключевой роли мукозального слоя 
в дифференцировании проникающей способности этих частиц 
будут полезны и при разработке подходов к оценке токсикологи-
ческой опасности воздушной среды, и для оптимизации методов 
ингаляционной терапии. 

Ключевые слова: аморфные и кристаллические наночастицы; 
ольфакторный транспорт; мукозальный слой; магнитно-
резонансная томография. 
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Образование твердых наноразмерных аэрозолей про-
исходит в результате как естественных процессов 
(лесные пожары, извержения вулканов и пылевые 

бури), так и действия антропогенных факторов (добыча 
полезных ископаемых, сжигание топлива в двигателях, 
электростанциях и т. д.) (Borm, 2002; Kittelson et al., 2004; 
Barman et al., 2009). Таким образом, субмикронные и нано-
размерные аэрозоли присутствовали в атмосфере задолго 
до нанотехнологического бума и продолжают представ-
лять серьезную проблему для здоровья людей. Основной 
вектор современных исследований токсических эффектов 
наночастиц и наноаэрозолей направлен на изучение их 
поражающего воздействия на респираторную и сердечно
сосудистую системы (Donaldson et al., 2002; Chen et al., 
2008; Brook et al., 2010; Kampfrath et al., 2011). При этом 
респираторная система рассматривается в качестве одной 
из основных портальных систем для поступления наноча-
стиц в организм. Однако, помимо очевидного воздействия 
наноаэрозолей на респираторную и сердечнососудистую 
системы, частицы могут захватываться ольфакторным 
эпителием носовой полости и проникать в центральную 
нервную систему (ЦНС) в обход гематоэнцефалического 
барьера, где способны ускорять развитие нейродегенера-
тивных заболеваний (Genter et al., 2012; Heusinkveld et al., 
2016; Parmalee, Aschner, 2016; Patchin et al., 2016). Нейро
паталогии, возникающие в результате воздействия на 
организм наноаэрозолей, трудно исследовать вследствие 
отсроченного характера их возникновения. Тем не менее 
при сопоставлении результатов эпидемиологических ис-
следований на людях, а также данных экспериментов на 
мышах можно предположить, что наночастицы вносят 
значительный вклад в эти процессы (Wu et al., 2011; 
Sharma et al., 2012; Trickler et al., 2012; Iqbal et al., 2013). 
Эпидемиологические наблюдения, в том числе вошедшие 
в отчеты Всемирной организации здравоохранения, указы-
вают на то, что субмикронные и наноразмерные аэрозоли 
являются существенными факторами риска для болезней, 
обусловленных нарушением центральных механизмов 
регуляции, в том числе и нейродегенеративных патологий. 
Иными словами, мозг – одна из значимых мишеней для 
токсического действия наночастиц, присутствующих в 
воздушной среде. Причем, как показывают последние 
исследования, накопление в мозге вдыхаемых наночас
тиц определяется на 80 % их поступлением из носовой 
полости и только на 20 % – из легких (Kreyling, 2016).

Нейрональный захват (ольфакторные нейроны, нейро-
ны тройничного нерва) и их последующий аксональный 
транссинаптический транспорт в более глубокие струк-
туры мозга – наиболее вероятный путь проникновения 
твердых частиц из носовой полости в мозг (Elder et al., 
2006; Genter et al., 2012; Patchin et al., 2016). Участие 
клеточного транспорта в перемещении твердых частиц 
из носовой полости в мозг впервые показано на примере 
нейротропных вирусов. Их проникновение подавляется 
введением ингибиторов аксонального транспорта или 
веществ, индуцирующих апоптоз ольфакторных ней-
ронов (Stroop et al., 1984; Morales et al., 1988; Ryzhikov 
et al., 1995). Одним из важнейших факторов, определя-
ющим эффективность захвата наноразмерных объектов 
ольфакторным эпителием (ОЭ) при их интраназальной 

аппликации, является диффузия частиц сквозь слой слизи, 
в который погружены окончания обонятельных нейронов 
(Lai et al., 2007; Crater, Carrier, 2010). Мукозальный ма-
трикс представляет собой вязкоупругий гель, состоящий 
из высокомолекулярных гликопротеинов, с одной сторо-
ны, формирующий первый химический барьер на пути 
проникновения в организм патогенов и ксенобиотиков, с 
другой, снижающий эффективность доставки лекарствен-
ных средств на основе частиц за счет пространственных и/
или адгезионных взаи модействий. Поэтому исследование 
факторов, влияющих на процесс диффузии наноразмер-
ных объектов сквозь мукозальный слой, имеет важное 
как эпидемиологическое, так и терапевтическое значение. 

На эффективность проникновения наночастиц сквозь 
мукозальный слой влияют такие их свойства, как размер, 
гидрофильность и, в меньшей степени, дзетапотенциал 
(Lai et al., 2009). Влияние структуры кристаллической 
решетки на этот процесс практически не исследовано. 
При этом для ряда слаборастворимых фармпрепаратов 
показана большая биодоступность аморфных форм по 
сравнению с кристаллическими (Yang et al., 2010).

В решении этой задачи большое значение имеет под-
бор модельных нанообъектов, обладающих различными 
структурными характеристиками (кристаллические или 
аморфные), в том числе размерами и дзетапотенциалом, 
а также доступными для прижизненной визуализации 
методами биоимиджинга. Всем эти требованиям отвечают 
нерастворимые магнитоконтрастные частицы оксидов 
марганца. Марганец способен значительно сокращать вре-
мя спинрешетчатой релаксации протонов, что позволяет 
довольно точно определить места его локализации при 
проведении магнитнорезонансной томографии (МРТ). 
Ранее нами было показано, что через 12 ч после одно-
кратного интраназального введения мышам наночастиц 
оксида марганца (MnOНЧ) наблюдалось значительное 
увеличение уровня МРТсигнала в ОЭ и обонятельных лу-
ковицах (ОЛ) животных, обусловленное накоплением Mn. 
Причем интенсивность МРТсигнала высокодостоверно 
коррелировала с содержанием марганца в тканях мозга, 
которое было измерено методом атомноэмиссионной 
спектроскопии (Moshkin et al., 2014). В данном исследова-
нии, используя Т1взвешенную МРТ in vivo, мы сравнили 
проникновение аморфных наночастиц (Mn3O4НЧ аморф.)  
и частиц с выраженной кристаллической структурой 
(Mn3O4НЧ кристал.) через мукозальный слой и их после ду
ющее накопление в ОЭ мыши при однократном интрана-
зальном введении. Для оценки влияния параметров муко
зального геля на эффективность проникновения частиц 
в ОЭ предварительно перед введением коллоида носовую 
полость обрабатывали раствором муколитика (дитио-
треитол), снижающего вязкость продуцируемой слизи.

Материалы и методы
Животные. Работа выполнена на базе Центра генетиче
ских ресурсов лабораторных животных Института цито-
логии и генетики СО РАН. Эксперименты поставлены на 
самцах мышей SPFстатуса инбредной линии C57BL/6J 
в возрасте 12–14 нед (28–32 г). После отсадки в трехне-
дельном возрасте и до исследований животных содержа-
ли группами по пять особей одного пола в стандартных 
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клетках (35 × 25 × 12 см) при температуре 22–24 °С и ис-
кусственном световом режиме 14С : 10Т. Брикетированный 
корм («Чара», Павловский Посад) и воду мыши получали 
ad libitum. В качестве подстилочного материала применя-
ли обеспыленные древесные опилки.

Наночастицы. В работе использовано два типа нано-
частиц (НЧ) оксида марганца – коммерчески доступные 
кристаллические наночастицы Mn3O4 (Mn3O4НЧкристал., 
US3340, USNANO, США), а также полученные в резуль-
тате гидролиза хлорида марганца (II) наночастицы Mn3O4 
(Mn3O4НЧаморф.).

Для получения Mn3O4НЧаморф. к 0.5 мл 0.2 М раство-
ра MnCl2, содержащего в качестве кэппирующего агента 
12 % Tween 20, добавляли 0.5 мл 0.4 М раствора KOH, 
содержащего 16  % Tween 20, после чего активно пере-
мешивали с помощью вортекса в течение 30 с. Далее 
полученные частицы отмывали, для чего их осаждали 
центрифугированием при 18 000 G в течение 15 мин. Все 

операции проводили при комнатной температуре. После 
удаления надосадочной жидкости к осадку частиц до-
бавляли деионизированную воду в объеме, равном объ-
ему исходного раствора, и сонифицировали в течение 1 ч 
при температуре 4 ºC на ультразвуковом гомогенизаторе 
QSonica Q700 с непогружным зондом Cup Horn (5.5» cup) 
(QSonica, США) (110 В, 50/60 Гц, частота 20 кГц, мощ-
ность 300 Вт/л; число циклов ON/OFF (30 c/30 c) – 60). 
Процедуру отмывки проводили четыре раза, после чего 
получали стабильный коллоидный раствор.

Характеристика использованных наночастиц. Фи-
зикохимические характеристики использованных частиц 
представлены на рис. 1, а. 

Mорфологию и размеры наночастиц изучали с помо-
щью просвечивающей электронной микроскопии (ПЭМ). 
Микроскоп – JEM 1400 (JEOL, Япония) с цифровой 
камерой Veleta (SIS, Германия). Характеристику кристал-
лической решетки использованных в работе наночастиц 

Fig. 1. Physicochemical characterization of amorphous and crystalline Mn3O4 nanoparticles.  
(a) Crystal lattice parameters (left), morphology (center), and size (right). Upper row, amorphous particles; lower row, crystalline particles. Characterization of the 
crystalline phase in a Mn3O4-NP sample by powder diffraction at the synchrotron radiation facility, Institute of Nuclear Physics, Novosibirsk. Colloid photographs 
were taken by high-resolution TEM. Parameters: hydrodynamic radii (d) and ζ potentials of Mn3O4-NPamorph and Mn3O4-NPcryst (b) Dependence of reciprocal 
relaxation times T1 and T2 on manganese concentrations in Mn3O4-NPamorph and Mn3O4-NPcryst samples. 
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Эффективность ольфакторного транспорта аморфных 
и кристаллических наночастиц оксидов марганца

(Mn3O4НЧаморф., Mn3O4НЧкристал.) проводили с помощью 
порошковой дифрактометрии на станции синхротронно-
го излучения (ИЯФ СО РАН) (Evdokov et al., 2009) (см. 
рис. 1, а).

Параметры наночастиц в суспензии определяли мето-
дом динамического светорассеяния при углах рассеяния 
90° и температуре 22 °C и электрофореза с помощью Zeta-
sizer NanoZS (Malvern, Великобритания) в соответствии 
с протоколом производителя (см. рис. 1, а).

Марганец является парамагнетиком, поэтому способен 
сокращать время спинрешетчатой релаксации (T1) при 
проведении МРТ. Для всех наночастиц были получены 
характеристические времена релаксации на сверхвы-
сокопольном томографе BioSpec 117/16 USR (Bruker, 
Германия) – 11.7 Тл. Обратные величины релаксации 
(T1–1, мс–1 и T2–1, мс–1) находились в прямо пропорцио
нальной зависимости от концентрации марганца в об-
разцах (см. рис. 1, б). Далее в экспериментах in vivo было 
показано, что уровень МРТсигнала в ОЛ через 12 ч после 
интраназальной аппликации Mn3O4НЧкристал. прямо про-
порционален концентрации марганца в образце (рис. 2, а). 

Это дало нам возможность перейти к количественным 
оценкам эффективности захвата и транспорта магнито-
контрастных наночастиц из носовой полости в мозг. Ис-
пользуя данный подход, мы определили, что концентрация 
Mn3O4НЧ в обонятельных луковицах мыши достигает 
максимума через сутки после их однократного интрана-
зального введения. Для того чтобы оценить вклад в на-
блюдаемые эффекты возможного частичного растворения 
кристаллических и аморфных Mn3O4НЧ, проведена оцен-

ка растворимости используемых частиц при различных 
рН в биологических средах. Измерение растворимости 
проводили, основываясь на том, что релаксивность ионов 
марганца примерно в 50 раз выше релаксивности исполь-
зуемых частиц, поэтому при растворении частиц резко 
возрастает релаксивность раствора, что позволяет опреде-
лить концентрацию ионов в растворе. Зная началь ное со-
держание марганца в пробе в виде нерастворимых частиц 
и количество ионов марганца в растворе, возможно оце-
нить динамику растворения наночастиц (см. рис. 2, б, в). 

Для интраназального введения использовали колло-
идные растворы наночастиц с концентрацией марганца 
5.5 г/л. За 1 ч до введения растворы наночастиц дис-
пергировали на ультразвуковом гомогенизаторе при 
частоте 20 кГц, мощности 300 Вт. Образец подвергали 
сонификации в течение 30 одноминутных циклов (30 с 
ON и 30 с OFF) и далее определяли параметры с помощью 
динамического углового светорассеяния (см. рис. 1, а). 

Схема экспериментов. При исследовании накопления 
различных наночастиц марганца в ОЭ и ОЛ ненаркоти-
зированным животным (для каждого типа наночастиц 
n = 6) вводили по 10 мкл коллоидного раствора частиц 
в одну ноздрю. Дважды через 30 мин и 12 ч проводили 
МРТсканирование ОЭ и ОЛ. Накопление наночастиц в 
этих структурах оценивали с помощью Т1взвешенных 
МРТизображений. В пилотных экспериментах показано, 
что значения МРТсигнала в ОЭ достигают своего мак-
симума через 30 мин после введения, а в ОЛ – через 12 ч.

Для того чтобы исследовать влияние вязкости мукозаль-
ного слоя на эффективность захвата наночастиц марганца 

Fig. 2. The potential of Mn3O4-NPamorph and Mn3O4-NPcryst as contrasts and their solubility in biologic media. 
(a) Correlation between the MRI signal amplitude in mouse olfactory bulbs (OBs) in T1-weighed images and manganese concentrations in 
OB tissue 24 h after intranasal Mn3O4-NPcryst application. The accumulation of nanoparticles in tissues was assessed from MRI responses 
in T1-weighed images normalized to the reference. Manganese concentrations in tissues were measured by atomic emission spectroscopy 
with two-jet arc plasma. (b, c) Dynamics of the dissolution of (b) Mn3O4-NPamorph and (c) Mn3O4-NPcryst at pH 6.8 (citrate buffer) and pH 4.0 
(citrate buffer) within 10 days.
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ОЭ, мышам (для каждого типа наночастиц n = 6) за 20 мин 
до назальной аппликации наночастиц в каждую ноздрю 
вводили по 10 мкл 0.01 М дитиотреитола, снижающего 
вязкость продуцируемой слизи, после чего через 30 мин 
проводили МРТсканирование. 

МРТисследования. Накопление магнитоконстраст-
ных наночастиц в ОЭ и ОЛ мыши исследовано с помощью 
МРТ на сверхвысокопольном томографе BioSpec 117/16 
USR (Bruker, Германия) – 11.7 Тл. 

За 5 мин до исследования мышей обездвиживали газо-
вым наркозом (Isofluran, Baxter Healthcare Corp., США) 
при помощи наркозного аппарата (The Univentor 400 
 Anaesthesia Unit, Univentor, Мальта). Температуру живот-
ных поддерживали за счет водного контура в томографи
ческом столикекроватке, имевшем температуру поверх
но сти 30 °С. Под нижнюю часть туловища помещали 
пнев матический датчик дыхания (SA Instruments, Stony 
Brook, N.Y., США), что позволяло контролировать глу-
бину наркоза.

Информация о распределении марганца по структурам 
мозга мыши получена по результатам Т1взвешенных 
изображений с использованием метода FLASH (fast low 
angele shot) со следующими параметрами: импульсная по-
следовательность (TE = 2.5 мс, TR = 200 мс), изобра жения 
(размер 2.5 × 2.5 см; матрица 512 × 512 точек; толщина 
среза 0.5 мм; размеры вокселя 75 мкл × 75 мкл × 0.5 мм; 
расстояние между срезами 0.5 мм; количество срезов 15; 
ориентация срезов аксиальная). Общее время сканирова-
ния составляло 6 мин.

Накопление частиц марганца в клетках ОЭ и ОЛ выра-
жали как отношение уровня МРТсигнала в исследуемых 
структурах к уровню МРТсигнала в референсе, которым 
служила микропробирка с фосфатным буфером (0.5 мл), 
помещенная вдоль головы мыши. Обработку МРТсканов 
проводили в программе ImageJ.

Статистика. Множественные сравнения средних про-
водили с помощью LSDтеста (least significant difference). 
Оценку взаимозависимостей исследуемых признаков 
проводили при использовании параметрического коэф-
фициента корреляции Пирсона. Данные выражали как 
средние ± SE.

Результаты
Характеристика использованных наночастиц. Mор
фологию и размеры Mn3O4НЧаморф. и Mn3O4НЧкристал. 
(см. рис. 1, а) изучали с помощью ПЭМ. Коллоидный рас-
твор Mn3O4НЧкристал. сформирован частицами кубической 
формы. По результатам межплоскостных измерений этот 
образец состоял из частиц с размерами 50–80 нм, име  
ющих оформленную кристаллическую решетку, соответ-
ствующую сложному оксиду марганца (II, III) Mn3O4 (см. 
рис. 1, а). Mn3O4НЧаморф. представлял собой коллоидный 
раствор агломератов сферических частиц с размерами 
от 30 до 100 нм. Результаты измерения межплоскост-
ных расстояний и низкого контраста частиц на ПЭМ
изображениях позволяют заключить, что эти частицы 
имеют аморфную структуру (см. рис. 1, а). 

Параметры кристаллической решетки трех образцов ча-
стиц исследованы методом порошковой дифракто метрии. 
Идентификация фаз осуществлялась c исполь зованием 

базы данных программы Match!, разработан ной фирмой 
Crystal Impact. Установлено, что коллоид Mn3O4- НЧ  кристал. 
является монофазным оксидом марганца Mn3O4 (см. 
рис. 1, а). Mn3O4НЧаморф. имели слабо сформированную 
кристаллическую решетку, соответствующую оксиду 
марганца Mn3O4.

Все использованные для интраназального введения об-
разцы частиц находились в коллоидном состоянии. Гидро-
динамический радиус частиц в суспензии измеряли перед 
каждой аппликацией методом динамического светового 
рассеяния. Дзетапотенциал (ζ) определяли с помощью 
электрофореза в Uобразной кювете. Достоверных от-
личий по этим параметрам в использованных образцах 
не установлено (см. рис. 1, а). 

Для оценки эффективности МРТконтрастов измеряли 
r1 и r2 релаксивность – величины, обратно пропорцио-
нальные способности химических соединений сокращать 
время спинрешетчатой (Т1) и спинспиновой (Т2) ре-
лаксации. Исследование релаксивности использованных 
частиц показало, что Mn3O4НЧаморф. и Mn3O4- НЧ  кристал. 
не имели статистически значимых различий по данному 
параметру (см. рис. 1, б). Из полученных данных следу-
ет, что для достижения одного и того же уровня МРТ
сигнала необходимо в первом приближении одинаковое 
количество частиц Mn3O4НЧаморф. и Mn3O4- НЧ   кристал.. 
Для того чтобы оценить вклад в наблюдаемые эффекты 
возможного частичного растворения кристаллических и 
аморфных Mn3O4НЧ, проведена оценка растворимости 
используемых частиц при различных рН в биологических 
средах. Показано, что при рН 6.0–7.5 за сутки растворению 
подвергается менее 0.1 % от массы всех частиц в раство-
ре. При рН = 4.0, соответствующей лизосомальной рН, 
за сутки растворяется менее 8 % от массы всех частиц в 
растворе (рис. 2, б, в). Таким образом, учитывая, что рН 
мукозального слоя колеблется в пределах 6.8–7.8 (Lai et 
al., 2009), при исследовании проницаемости мукозального 
слоя для наночастиц растворением Mn3O4НЧ при взаи-
модействии с муцином можно пренебречь, а возможный 
вклад частичного растворения Mn3O4НЧ в изменение 
уровня МРТсигнала в луковицах мышей после их захвата 
клетками эпителия будет так или иначе пропорционален 
количеству захваченных частиц, что может вносить си-
стематическую ошибку в пределах 8 %, но не помешает 
проводить межгрупповые сравнения.

Интраназальное введение наночастиц марганца. 
Накопление в ОЭ наночастиц марганца, оцененное как 
уровень МРТсигнала в клетках назального эпителия 
через 30 мин после введения коллоидных растворов, 
было достовер но выше для наночастиц Mn3O4НЧаморф. 
по сравнению с таковым для Mn3O4НЧкристал. (рис. 3, а, б; 
LSDтест, p < 0.05). 

Назальная аппликация муколитика за 20 мин до введе
ния коллоидных растворов полностью нивелировала раз
личия по уровню МРТсигнала в ОЭ между исследуемы
ми наночастицами. Это было достигнуто за счет того, 
что введение муколитика, не влияя на накопле ние в ОЭ 
Mn3O4- НЧаморф., достоверно усиливало проникновение в 
ОЭ Mn3O4- НЧ  кристал. (см. рис. 3, а). Повторная томогра
фия задейство ван ных в экспериментах животных пока-
зала, что значения МРТсигнала в ОЛ через 12 ч после 
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Эффективность ольфакторного транспорта аморфных 
и кристаллических наночастиц оксидов марганца

аппликации наночастиц высокодостоверно кор релирова
ли (r = 0.82) с уровнем МРТсигнала в ОЭ, измеренным 
че рез 30 мин после введения наночастиц (см. рис. 3, в). 
При этом в экспериментах без предварительного введе-
ния муколитика большее накопление марганца отмечено 
для Mn3O4- НЧ   аморф. по сравнению с Mn3O4- НЧ

  кристал. 
(см. рис. 3, в, г). Как и в случае с ОЭ, предварительное 
введение муколитика нивелировало различия между 
группами по уровню МРТсигнала в ОЛ (см. рис. 3, в). 

Обсуждение
Эффективность нейронального захвата и транспорта на
ночастиц во многом зависит от их свойств – размера, 
гидрофобности, дзетапотенциала (Lai et al., 2009). Менее 
изучена роль кристаллической или аморфной структуры 
наночастиц. В данной работе проведено сравнительное 
исследование способности к перемещению из носовой 
полости в мозг аморфных и кристаллических наночас
тиц оксидов марганца. Полуколичественная оценка их 
накопления выполнена на основе значений позитивного 

контраста на Т1взвешенных МРТизображениях ОЭ. Как 
следует из наших результатов, величина МРТсигнала 
высокодостоверно коррелирует с содержанием марганца 
в тканях мозга (Moshkin et al., 2014). 

Поскольку значительных различий в контрастных 
свойствах (релаксивности) и размере (гидродинамический 
радиус, диаметр «зерен») используемых наночастиц не на-
блюдалось, можно заключить, что для достижения одного 
и того же уровня МРТсигнала в ОЛ и ОЭ необходимо 
одно и то же количество наночастиц. Таким образом, мы 
показали, что проникновение Mn3O4- НЧаморф. из носовой 
полости в мозг происходит более эффективно по сравне-
нию с Mn3O4- НЧ

  кристал..
Первым барьером на пути проникновения наночастиц 

из носовой полости в мозг является мукозальный слой, 
покрывающий поверхность ОЭ. На эффективность про-
никновения через мукозальный слой и последующего 
ольфакторного захвата твердых частиц могут влиять как 
их размеры, химический состав и поверхностный заряд, 
так и менее очевидные свойства, как, например, структура 
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Fig. 3. Accumulation of amorphous and crystalline Mn3O4 nanoparticles after intranasal application. 
(a) The effect of a mucolytic (dithiothreitol) on the accumulation of amorphous and crystalline particles in OE after intranasal application. 
The accumulation of nanoparticles in tissues was assessed from MRI responses in T1-weighed images normalized to the reference.  
(b) Coronary T1-weighed MR images of the nasal cavity taken 30 min after intranasal application of the colloid solution of the particles.  
(c) The effect of the mucolytic on the accumulation of amorphous and crystalline particles in OB after intranasal application. The 
accumulation of nanoparticles in tissues was assessed from MRI responses in T1-weighed images normalized to the reference. (d) Coronary 
T1-weighed MR images of OB taken 12 h after intranasal application of MnO-NP, Mn2O3-NP, and Mn3O4-NP.  
White arrows indicate hyperintensity sites apparent from the accumulation of manganese oxide particles; R, the reference (phosphate-
buffered saline). A, B, significance of differences between mean values (LSD test, p < 0.05). *Differences significant at p < 0.05 according 
to the Student t test. 
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кристаллической решетки. Ранее было продемонстриро-
вано, что в ЦНС с помощью назального транспорта про-
никают в мозг преимущественно ультратонкие частицы 
размером < 0.2 мкм (Mistry et al., 2009). Известно, что 
частицы с отрицательным и нейтральным поверхностным 
зарядом преодолевают мукозальный слой лучше, чем 
частицы с положительным зарядом (Norris, Sinko, 1997; 
Mistry et al., 2009). Кроме того, показано, что совместное 
использование наночастиц и муколитиков, меняющих 
вязкость продуцируемой слизи, увеличивает эффектив-
ность проникновения частиц через мукозальный слой 
(Ferrari et al., 2001). 

Для проверки гипотезы о том, что наблюдаемые разли-
чия в накоплении интраназально введенных наночастиц 
в головном мозге связаны с более эффективным про-
никновением аморфных частиц через мукозальный слой 
по сравнению с кристаллическими, мы предварительно 
обрабатывали носовую полость раствором муколитика. 
Согласно полученным результатам, интраназальное введе 
 ние муколитика не повлияло на эффективность проник-
новения аморфных Mn3O4- НЧ, увеличив при этом накоп
ление в ОЭ и ОЛ кристаллических Mn3O4- НЧ. Учитывая 
отсутствие значимых различий по гидродинамическим 
размерам и поверхностному потенциалу между кристал-
лическими и аморфными наночастицами, можно пред-
положить, что большее накопление Mn3O4НЧаморф. в ОЛ 
при их интраназальной аппликации обусловлено тем, что 
для этих частиц мукозальный слой ОЭ более проницаем 
в сравнении с Mn3O4- НЧ

  кристал.. Возможно, гидрофиль-
ность аморфных частиц выше, чем кристаллических, 
что, как следует из данных, полученных in vitro, может 
значительно увеличить интенсивность их проникновения 
через мукозальный слой (Lai et al., 2009). Это подтверж-
дается рядом теоретических и экспериментальных ис-
следований, в которых показано, что по мере уменьшения 
степени упорядоченности кристаллической структуры 
химического соединения возрастает его гидрофильность 
(Hancock, Parks, 2000; Gupta et al., 2004; Good, Rodríguez
Hornedo, 2009; Murdande et al., 2010). Кроме того, для 
некоторых слаборастворимых фармпрепаратов показано, 
что использование более гидрофильных аморфных форм 
позволяет увеличить по сравнению с кристаллическими 
биодоступность соединения за счет увеличения концен-
трации частиц в предъявляемом коллоидном растворе 
(Miyazaki et al., 1975; Yang et al., 2010). 

Таким образом, полученные нами результаты свиде-
тельствуют о том, что аморфные и кристаллические на-
ночастицы оксидов марганца существенно различаются 
по эффективности преодоления мукозального слоя ОЭ 
и, соответственно, по способности к проникновению из 
носовой полости в мозг. Эти сведения могут быть полез-
ны при разработке подходов к оценке токсикологической 
опасности воздушной среды, поскольку известно, что 
в состав промышленных твердых аэрозолей входят не 
только кристаллические, но и аморфные формы оксидов 
металлов (Minni et al., 1984; Antonini et al., 2006). Кроме 
того, понимание существенного влияния мукозального 
слоя на эффективность транспорта наночастиц может 
найти при ложение при разработке ингаляционных мето-
дов терапевтического воздействия.
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Huntington’s disease is a hereditary neurodegenera-
tive disorder caused by CAG trinucleotide repeat 
expansion in the first exon of HTT gene. The mutant 
HTT protein has an elongated polyglutamine tract and 
forms aggregates in the nuclei and cytoplasm of the 
striatal neurons. The pathological processes occurring 
in the medium spiny neurons of Huntington’s disease 
patients lead to neurodegeneration and consequently 
to the death. The molecular mechanisms of the patho-
logy development are difficult to study due to the 
limited material availability and late onset of the mani-
festation. Therefore, one of the important tasks is ge-
neration of an in vitro model system of Huntington’s 
disease based on human cell cultures. The new ge-
nome editing approaches, such as CRISPR/Cas9, allow 
us to generate isogenic cell lines that can be useful for 
drug screening and studying mechanisms of molecu-
lar and cellular events triggered by certain mutation 
on an equal genetic background. Here, we investi-
gated the viability and proliferative rate of several 
mutant HEK293 cell clones with mutations in the first 
exon of HTT gene. The mutant clones were obtained 
earlier using CRISPR/Cas9 genome editing technology. 
We showed that mutant cells partially reproduce the 
pathological phenotype, that is, they have reduced 
proliferation activity, an increased level of apoptosis 
and high sensitivity to treatment with 5μM MG132 
proteasome inhibitor compared to the original HEK293 
Phoenix cell line. Our results indicate that the mutation 
in the first exon of HTT gene affects not only neurons, 
but also other types of cells, and HEK293 cell clones 
bearing the mutation can serve as in vitro model for 
studying some mechanisms of HTT functioning. 

Key words: Huntington’s disease; cell models; genome 
editing.

Болезнь Хантингтона – наследственное нейродегенеративное 
заболевание человека, которое вызвано мутацией в гене НТТ. 
Мутантный белок НТТ имеет удлиненный полиглутаминовый тракт 
и образует агрегаты в ядре и цитоплазме средних шипиковых ней-
ронов стриатума, приводя их к гибели. Механизмы развития за-
болевания до конца не изучены, ввиду ограниченной доступности 
биоматериала и позднего проявления болезни. Именно поэтому 
одной из актуальных задач является создание модельных систем 
болезни Хантингтона на основе культивируемых клеток челове-
ка. Сочетание клеточных технологий и системы редактирования 
генома CRISPR/ Cas9 позволит изучать молекулярные и клеточные 
механизмы развития патологии. Ранее в лаборатории эпигенетики 
развития  Института цитологии и генетики СО РАН была разработа-
на методика внесения мутации, вызывающей болезнь Хантингтона, 
в геном клеток человека и получены мутантные клоны клеток 
линии HEK293, моделирующие болезнь Хантингтона. В данной 
работе мы показали, что мутантные клетки частично воспроиз-
водят патологический фенотип, а именно: обладают сни женной 
пролиферативной активностью, повышенным уровнем апоптоза 
и высокой чувствительностью к ингибитору протеасом (MG132). 
Полученные результаты свидетельствуют о том, что мутация, вы-
зывающая болезнь Хантингтона, влияет не только на нейроны, но 
и на другие типы клеток.

Ключевые слова: болезнь Хантингтона; клеточные модели; 
редактирование генома.
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Болезнь Хантингтона (БХ) – нейродегенеративное за-
болевание, которое наследуется по аутосомнодоми-
нантному типу и характеризуется прогрессиру ющей 

хореей, когнитивными изменениями и деменцией (Martin, 
Gusella, 1986). БХ встречается приблизительно в семиде-
сяти случаях на 100 000 человек. Это заболевание вызвано 
экспансией тринуклеотидных повторов CAG (цитозин
аденингуанин) в первом экзоне гена HTT (Huntingtin), 
расположенном на коротком плече хромосомы 4 (4p16.3). 
В норме количество триплетов CAG варьирует от 9 до 36, у 
больных пациентов их число может достигать 115. Обыч-
но первые симптомы начинают проявляться в возрасте 
35–45 лет. При этом время начала болезни коррелирует с 
длиной тракта повто ров CAG: чем их больше, тем раньше 
проявляется заболевание (Walker, 2007). 

Удлиненный тракт тринуклеотидных повторов CAG в 
гене приводит к образованию протяженного полиглутами-
нового (PolyQ) тракта в синтезируемом белке хантингтин 
(MacDonald et al., 1993). Вследствие возникновения этого 
тракта мутантный хантингтин перестает выполнять свою 
физиологическую функцию в клетках, а также нарушает 
работу и транспорт митохондрий (Orr et al., 2009; Mochel, 
Haller, 2011; Song et al., 2011), транскрипционный аппа-
рат (Baydyuk, Xu, 2012; Seredenina, LuthiCarter, 2012) и 
другие клеточные процессы. В дальнейшем мутантный 
белок образует цитоплазматические агрегаты и ядерные 
включения в средних шипиковых нейронах стриатума, а на 
поздних стадиях заболевания – в клетках коры головного 
мозга (Labbadia, Morimoto, 2013). 

В настоящее время БХ является неизлечимой, и ее те-
рапия сводится к применению симптоматических средств, 
которые могут временно улучшить состояние больного, 
но не дадут стабильного пожизненного результата. Это 
связано с тем, что в деталях все тонкости патогенеза не 
изучены, поэтому затруднителен выбор потенциальных 
терапевтических мишеней. Поскольку этим заболеванием 
страдают только люди, создание модели, наиболее точно 
воспроизводящей патологические процессы (на основе 
человека), невозможно по этическим причинам. Моде-
ли БХ на основе животных демонстрируют моторные 
и когнитивные симптомы и фенотипические признаки 
заболевания, и их широко используют в исследованиях 
(Ramaswamy et al., 2007). Однако такие модели не могут 
в полной мере отражать и воспроизводить все аспекты БХ 
у человека ввиду значительных генетических различий 
и относительно короткой продолжительности жизни ис-
следуемых организмов. Поэтому наиболее подходящим 
объектом для исследования БХ считаются модельные 
системы на основе культивируемых клеток человека. 

В последние несколько лет исследователи активно при
меняют технологию редактирования генома CRISPR/ Cas9 
на культивируемых клетках человека (Freiermuth et al., 
2017). Система CRISPR/Cas9 позволяет эффективно и на
правленно модифицировать геном клеток. Так, уже по
лучены линии клеток от пациентов, страдающих БХ, с 
исправленной мутацией (An et al., 2012).

Ранее были получены клоны клеток линии HEK293, не-
сущие различные мутации (встройки удлиненного тракта 
CAG и делеции разного размера) в первом экзоне гена HTT 
(Малахова и др., 2016). Эта линия клеток была выбрана 

для исследования в связи с тем, что ее легко культивиро-
вать и она хорошо поддается различным генетическим 
манипуляциям. Кроме того, клетки HEK293 обладают 
некоторыми нейральными свойствами (Shaw et al., 2002), 
что позволяет проводить корреляции с процессами, про-
исходящими в нейронах. В данной работе мы исследо-
вали влияние мутантного белка НТТ на пролиферацию, 
уровень апоптоза и другие показатели жизнеспособности 
клеток линии НЕК293 с целью оценки способности му-
тантных клонов НЕК293 моделировать БХ in vitro. 

Материалы и методы
Культивирование клеток. Работа проводилась на куль-
туре клеток HEK293 (human embryonic kidney). Всего в 
работе исследовали восемь линий HEK293 с мутациями 
в первом экзоне гена HTT: со встройками удлиненных 
трактов тринуклеотидных повторов (4B, 6H, 5C, 3B), 
делециями (8H, 8D), встройкой и делецией (4E). Наличие 
мутации в первом экзоне гена HTT подтверждали с помо-
щью стандартной ПЦР (последовательности праймеров 
приведены в табл. 1). В качестве отрицательного контроля 
использована линия HEK293 Phoenix (Ph). Клетки куль-
тивировали в среде, содержащей 45 % DMEM, 45 % F12, 
10 % FBS, 1mM Lглутамин (Thermo Fisher Scientific), 1 % 
PenStrep (Lonza). 

Иммунофлуоресценция. Клетки фиксировали с по-
мощью 4 % параформальдегида (ПФА) 15 мин, пермеа-
билизовали в 0.5 % Triton X100 в течение 30 мин, затем 
добавляли 1 % BSA в PBS (блокирующий буфер) на 
30 мин. Инкубировали с первичными антителами 16 ч при 
4 °С, затем со вторыми антителами – 2 ч при комнатной 
температуре и 5 мин с 1 мкг/мл DAPI (Sigma). Использо-
ванные антитела указаны в табл. 2. Визуализировали на 
микроскопе Nikon TiEclipse с помощью программного 
обеспечения фирмы. Для теста на чувствительность к 
ингибитору протеасом MG132 инкубировали клетки с 
5 мкМ MG132 (Santa Cruz) 12 ч перед фиксацией. 

Тест на активность пролиферации. Активность про-
лиферации клеток исследовали с помощью набора Cell 
Proliferation Kit II XTT (Roche) по протоколу произво-
дителя через 2.5 ч после добавления реагентов. Клетки 
рассаживали по 5 · 104 на лунку 96ячеечного планшета. 
Оптическую плотность образцов измеряли с использо-
ванием сканирующего спектрофотометра Perkin Elmer 
(2030 Multilabel Reader Victor X3) на 2й, 3й и 4й день 
после пересадки.

Тест на уровень апоптоза. Уровень апоптоза клеток 
исследовали с помощью набора ApoDETECT Annexin 
VFITC Kit (Life Technologies) по протоколу производи-
теля и анализировали с помощью проточной цитометрии 
на сортере клеток S3e BioRad. 

Статистическая обработка данных. Статистическую 
обработку данных для тестов на уровень пролиферации 
и апоптоза проводили в программе R. Достоверность от-
личий оценивали с помощью критерия Вилкоксона.

Выделение РНК, синтез кДНК и ОТПЦР. РНК выде-
ляли из культур клеток с помощью TRIzol Reagent (Thermo 
Fisher Scientific), согласно инструкции производителя. 
Синтез кДНК осуществляли с использованием фермента 
обратной транскриптазы (ОТ) SuperScriptIII (Invitrogen). 
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ОТПЦР проводили в стандартных условиях с использо-
ванием праймеров, приведенных в табл. 1.

Результаты
Экспрессия нейральных маркеров в линии клеток 
НЕК293. Чтобы подтвердить экспрессию маркеров ней
ральных клеток в клетках линии HEK293, проведено 
имму нофлуоресцентное окрашивание. Выявлено, что эта 
клеточная линия экспрессирует Vimentin и ISL1 – маркеры 
пред шественников нейронов и маркеры астроцитов GFAP 
и S100B (рис. 1, а, б, г, д). Также в отдельных клетках 
наблюдается экспрессия нейрофиламента NF200 (см. 
рис. 1, в). 

Экспрессия HTT в мутантных клонах линии HEK293.  
Исследовано восемь линий HEK293, имеющих в первом 
экзоне гена HTT встройки либо делеции разного размера 
(рис. 2). 

Для подтверждения экспрессии HTT в исследуемых 
линиях клеток проведена ОТПЦР. Показано, что НТТ 
экспрессируется как в линии клеток без мутаций, так и 
в мутантных клетках (рис. 3). В качестве положитель-
ного контроля проведена ОТПЦР на экспрессию гена  
GAPDH. 

Отсутствие белковых агрегатов в мутантных клет
ках и их повышенная чувствительность к ингибитору 
протеасом. Для выявления наличия белковых агрегатов 
проведено иммунофлуоресцентное окрашивание анти-
телами на PolyQтракт. Для этого были выбраны три ли-
нии: Phoenix с нормальными аллелями HTT, 4B с двумя 

мутантными аллелями и 6H с одним нормальным и одним 
мутантным аллелем. Показано, что белковые агрегаты ни 
в одной из клеточных линий не формируются (рис. 4, a). 
Известно, что при воздействии на клетки веществом 
MG132, которое является ингибитором протеасом, может 
повышаться количество цитоплазматических включений 
в клеточных линиях, имеющих мутации в гене HTT (Jeon 
et al., 2012). Поэтому с целью инициирования образования 
белковых агрегатов клетки перед окрашиванием инкуби-
ровали с 5 мкМ MG132, однако агрегаты также не были 
выявлены. Мутантные линии 4B и 6H в присутствии ин-
гибитора протеасом MG132 визуально демонстрировали 
повышенный уровень клеточной гибели по сравнению с 
контрольной линией (см. рис. 4, б).

Отрицательное влияние мутаций на жизнеспособ
ность клеток. С помощью окраски на Annexin V/PI вы-
явлены следующие группы клеток: живые, окрашиваю-
щиеся на ранние маркеры апоптоза; погибшие от апоптоза 
(поздний апоптоз); погибшие от некроза (табл. 3). Между 
мутантными линиями и контролем (Phoenix) наблюдалась 
тенденция к увеличению количества клеток, окрашиваю-
щихся на ранние маркеры апоптоза (см. табл. 3, значения 
первого столбца). Разброс значений представлен на рис. 5. 
По сравнению с линией без мутации доля клеток, по-
гибающих от апоптоза, в некоторых мутантных линиях 
имеет тенденцию к увеличению. Это линии, несущие 
встройки удлиненного тракта тринуклеотидных повторов 
CAG (3B, 5C, 6H), и линия, несущая и встройку, и деле 
цию (4E).

table 1. Primers

Gene Forward primer Reverse primer

gDNA_HTT CCCAAGGCCACCTCGGCTCAGAGTC CGCAGGCTGCAGGGTTACCGCCATC

cDNA_HTT AGGAGCTCTCCTTCTCTCCG TTCTCCGGAACATTCCAGACTTG

cDNA_GAPDH TGTTGCCATCAATGACCCCTT CTCCACGACGTACTCAGCG

table 2. Antibodies

Antibody Isotype Dilution Manufacturer Catalog No.

Primary antibodies

Anti-PolyQ Mouse monoclonal, IgG1k 1 : 1000 Millipore MAB1574

Anti-Neurofilament 200 Rabbit polyclonal 1 : 1000 Sigma N4142

Anti-Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) » 1 : 200 Millipore AB5804

Anti-Vimentin » 1 : 200 Abcam ab45939

Anti-S100B Mouse monoclonal, IgG1k 1 : 500 Sigma SAB1402349

Anti-Isl1 Rabbit polyclonal 1 : 500 Abcam ab20670

Secondary antibodies

Alexa Fluor 488 goat anti mouse IgG1 Goat polyclonal 1 : 400 Thermo Fisher Scientific A21121

Alexa Fluor 488 goat anti rabbit IgG (H + L) » 1 : 400 » A11008

Alexa Fluor 568 goat anti mouse IgG (H + L) » 1 : 400 » A11004
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Fig. 1. Fluorescence of neural markers in HEK293 cells. 
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Fig. 2. PCR-based confirmation of mutations in the first exon of HTT in 
HEK293 clones.

Fig. 3. RT-PCR-based confirmation of HTT expression in HEK293 clones.

Fig. 4. PolyQ fluorescence in HEK293 clones.
(а) immunostaining without MG132, (b) immunostaining after treatment with 5 μM MG132. 
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Сниженная пролиферативная активность мутант
ных клеток. В результате анализа клеток на уровень 
пролиферативной активности выявлено, что мутантные 
линии пролиферируют медленнее (рис. 6). Для наглядно-
сти полученные данные были объединены в три группы: 
линии клеток со встройками в первом экзоне гена НТТ 

(6H, 3B, 5C), линии клеток с делециями (8D и 8H) и линия 
без мутации в гене HTT (Phoenix). Статистическая обра-
ботка данных показала достоверное отличие в скорости 
пролиферации групп линий на 1й и 2й день: линии со 
встройками пролиферируют медленнее. На 3й день от-
личие в скорости пролиферации недостоверно. 
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Обсуждение
В настоящей работе исследовано влияние мутаций в 
первом экзоне гена НТТ на жизнедеятельность клеток 
линии HEK293 с помощью различных методов анализа. 
Мы показали, что линия HEK293 обладает некоторыми 
свойствами нейральных клеток, поэтому может быть 
использована в исследовании отдельных механизмов 
развития нейродегенеративных заболеваний.

Несмотря на то что экспрессия НТТ подтвердилась во 
всех исследуемых клеточных линиях, белковых агрегатов 
в цитоплазме мутантных клеток не наблюдалось. Возмож-
но, белковые агрегаты формируются только в клетках с 
низкой пролиферативной активностью, долгой продолжи-
тельностью жизни и длинным клеточным циклом, когда 
не происходит ремоделирования цитоплазмы (Currais 
et al., 2017; Kim et al., 2017). Такими характеристиками 
обладают нейроны, однако остается неясным, почему 
при БХ погибают преимущественно средние шипиковые 
нейроны стриатума. 

Не обнаружив внутриклеточных агрегатов в мутантных 
клетках, мы решили индуцировать их формирование с 
помощью ингибитора протеасом MG132, так как ранее в 
исследованиях его уже использовали в этих целях (Jeon et 
al., 2012; Nekrasov et al., 2016). В ходе этого эксперимента 
показано, что белковые агрегаты также не образуются, 
но клетки, несущие мутацию, более чувствительны к 
добавлению ингибитора. Возможно, это связано с тем, 
что не только наличие мутантного HTT может приводить 
к гибели клеток, но также недостаток HTT дикого типа 
значительно сказывается на их выживаемости. HTT вы-
полняет важную роль в регуляции аутофагии: он участвует 
в формировании и транспортировке аутофагосом внутри 
клеток (Martin et al., 2015). Таким образом, в условиях от-
сутствия или нехватки нормального белка дополнительное 
ингибирование другого пути утилизации отработавших 
белков – протеолиза – является критичным для жизне-
способности клеток. 

При оценке жизнеспособности клеток мы обнаружили, 
что клетки со встройкой удлиненного тракта повторов 
CAG характеризуются более высоким уровнем апоптоза 
по сравнению как с отрицательным контролем (Phoenix), 
так с линией, несущей делецию. Более того, активность 
пролиферации в первые два дня достоверно снижена толь-
ко у клеточных линий со встройками. На 3й день анализа 
это отличие недостоверно, что может быть связано с тем, 
что скорость пролиферации контрольной линии Phoenix 
вышла на плато. Различий между пролиферативной ак-
тивностью контрольной линии и линиями с делециями не 
обнаружено ни в один из дней эксперимента. Это свиде-
тельствует о том, что наличие полиглутаминового тракта 
в мутантном белке НТТ оказывает более негативный 
эффект, чем делеция в соответствующем локусе.

Полученные в нашем исследовании результаты демон-
стрируют, что мутации в первом экзоне гена HTT в клетках 

table 3. Annexin V/PI staining of HEK293 clones 

Clone Annexin+ / PI- cells, % Early apoptosis) Annexin+ / PI+ cells, % Late apoptosis) Annexin- / PI+ cells, % (Necrosis)

Ph 1.41 0.91 1.50 2.78 2.04 1.58 10.93 8.26 8.22

8D 1.60 2.78 0.97 1.59 2.42 1.11 4.31 6.83 7.06

4B 2.81 1.91 11.97 2.14 1.68 3.96 14.13 9.79 15.74

4E 14.93 10.59 8.32 11.41 7.39 2.59 12.81 9.76 14.30

3B 1.85 1.74 2.28 1.57 1.70 1.83 4.79 6.25 5.24

6H 2.24 1.56 1.79 2.23 1.69 2.78 6.49 5.22 6.08

5C 7.50 3.47 2.32 2.32 2.38 2.61 8.52 5.74 5.77
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Fig. 5. Data scattering in the analysis of apoptosis level in HEK293 clones. 

Fig. 6. Analysis of proliferation levels in HEK293 cell clones. 
The proliferation rate of clones with deletions does not differ from the Phoe-
nix control line (p > 0.05). The proliferation rates of clones carrying inserts dif-
fer significantly from the Phoenix control line on the first (p = 0.04719) and 
second (p = 0.02244) days of measurements. On the third day, the difference  
is insignificant (p > 0.05).
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линии HEK293 оказывают негативное влияние на некото-
рые физиологические свойства клеток. Такая клеточная 
модель хороша тем, что несмотря на внесенные мутации, 
клетки остаются жизнеспособными. Это позволит изучать 
функционирование нормального и мутантного HTT в 
течение длительного времени и использовать данные 
модели для долговременных исследований. Однако, по-
скольку у человека симптомы БХ начинают проявляться 
в возрасте примерно 40 лет, вполне вероятно, что для 
воссоздания более корректного мутантного фенотипа in 
vitro необходимо исследовать нейроны после длительно-
го культивирования. В связи с тем, что именно средние 
шипиковые нейроны стриатума наиболее подвержены 
влиянию мутантного HTT, исследование этого типа клеток 
позволит получить наиболее точные результаты. Поэтому 
для моделирования БХ in vitro необходимо также полу-
чать индуцированные плюрипотентные стволовые клетки 
человека, несущие необходимую мутацию, и дифферен-
цировать их в релевантные типы клеток. 

В этом исследовании мы подтвердили экспрессию 
нескольких нейральных маркеров в клетках HEK293 и 
продемонстрировали, что внесенные мутации оказыва-
ют влияние на различные физиологические показатели 
полученных клеток, такие как скорость пролиферации, 
уровень апоптоза в нормальных условиях и при клеточном 
стрессе. Таким образом, мутации, вызывающие БХ, ока-
зывают негативный эффект не только на те типы клеток, 
которые традиционно считаются ключевыми в развитии 
патологического фенотипа, но и, в частности, на клетки 
линии НЕК293.
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Among the pathogenic complex of the common wheat 
there is a causal agent of leaf and stem diseases: (rusts 
and powdery mildew), which has economic importan ce 
for most of the Russian regions. We propose a method-
ological approach for confirmation of effec tiveness of 
wheat genes conferring broad-spectrum resistance 
to different types of fungal diseases, which integrates 
traditional field tests and current genotyping tech-
niques with molecular DNA markers. The pro posed 
approach includes the following steps: 1) evaluating of 
wheat genotypes using molecular DNA markers; 2) field 
tests for genotypes; 3) confirma tion of effective ness 
of broad-spectrum resistance genes by matching field 
scores and data from mole cular markers. A protocol 
has been proposed for geno typing varieties and wheat 
lines using markers linked to Lr16/Sr23, Lr24/ Sr24, Lr19/
Sr25, Lr26/Sr31/Yr9/Pm8, Lr37/Sr38/Yr17 and the gene 
Lr34(=Sr57/Yr18/Pm38) with a pleiotropic effect. Mark-
ers to the genes Lr6Ai#2/Sr6Ai#2/Pm6Ai#2 transferred 
from Thinopyrum intermedium into the genomes of 
Russian wheat varieties and markers to a new translo-
cation from Aegi lops spel toides with a group of genes, 
designated as LrAsp7/SrAsp7/PmAsp7, were tested. 
When evaluating the contribution of the genes (includ-
ing genes located on the alien translocations) to the for-
mation of common wheat resistance to fungal diseases, 
it is necessary to use an extended sample, including 
genotypes carrying the same group of genes in a differ-
ent genetic background. In addition, recommendations 
are given on the terms and frequency of monitoring of 
fungal diseases in Western Siberia, depending on the 
pathogen. The methodological approach proposed in 
the article can be used for identification and evaluation 
of the efficacy of the genes determining protection of 
wheat from fungal diseases. This approach is applicable 
in the investigation of genetic collections consisting of 
isogenic lines, sources and donors of resistance genes, 
as well as in the development of wheat genotypes 
 using marker-assisted selection.

Key words: field screening for resistance; molecular 
markers; broad-spectrum resistance against fungal 
diseases; Lr; Sr; Pm; Triticum aestivum.

Возбудители листостебельных инфекций мягкой пшеницы Triticum 
aestivum имеют экономическое значение для большинства регио-
нов Российской Федерации. Среди них наиболее распространены 
различные виды ржавчин и мучнистая роса. Нами усовершенство-
ван методический подход для постулирования эффективности ге-
нов, определяющих групповую устойчивость пшеницы к грибным 
заболеваниям; он объединяет традиционные методы фитопатоло-
гической оценки в поле и современные технологии генотипирова-
ния с помощью молекулярных ДНК-маркеров. Схема разработан-
ной методики включает следующие этапы: 1) изучение генотипов 
пшеницы с использованием молекулярных маркеров; 2) оценка 
генотипов в полевых условиях; 3) сопоставление данных фитопа-
тологической оценки и молекулярного маркирования для выявле-
ния образцов пшеницы с эффективной групповой устойчивостью 
к фитопатогенам. Приведены рекомендации по генотипированию 
сортообразцов и линий пшеницы с использованием маркеров к 
генам Lr16/Sr23, Lr24/Sr24, Lr19/Sr25, Lr26/Sr31/Yr9/Pm8, Lr37/Sr38/Yr17 
и гена с плейотропным эффектом Lr34(=Sr57/Yr18/Pm38). Апроби-
рованы маркеры для российских сортообразцов и линий, несущих 
хромосому от Thinopyrum intermedium с группой генов Lr6Ai#2/
Sr6Ai#2/Pm6Ai#2 и новую транслокацию от Aegilops speltoides с 
группой генов, обозначенных нами LrAsp7/SrAsp7/PmAsp7. При 
оценке вклада генов (включая гены, расположенные в районах 
транслокаций) в формирование устойчивости мягкой пшеницы к 
грибным инфекциям необходимо использовать расширенную вы-
борку генотипов, в том числе несущих одну и ту же группу генов в 
различном генетическом окружении. Дополнительно предложены 
сроки и периодичность учета развития грибных заболеваний в 
условиях Западной Сибири в зависимости от возбудителя. Пред-
ложенный в настоящей статье методический подход может быть 
использован для идентификации и оценки эффективности групп 
генов, обеспечивающих защиту пшеницы от листостебельных 
болезней. Данный подход применим при изучении генетических 
коллекций, состоящих из изогенных линий, источников и доноров 
генов устойчивости, а также при отборе генотипов пшеницы с ис-
пользованием маркер-ориентированной селекции.

Ключевые слова: полевая оценка устойчивости; молекулярные 
маркеры; групповая устойчивость к грибным заболеваниям; Lr; Sr; 
Pm; Triticum aestivum.
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В регионах с умеренным климатом, таких как центр и 
северозапад России, Урал и Западная Сибирь, по-
стоянным фактором, снижающим урожай зерновых, 

является комплекс листостебельных патогенов грибного 
происхождения. Среди них распространены возбудители 
бурой и стеблевой ржавчины, а также мучнистой росы 
(Сочалова, Лихенко, 2011; Гультяева и др., 2014). 

Бурая ржавчина (возбудитель – биотрофный парази-
тический гриб Puccinia triticina) – одно из наиболее рас-
пространенных и вредоносных заболеваний пшеницы во 
всем мире. Интенсивное развитие болезни в разных кли-
матических зонах обусловлено пластичностью и высокой 
репродуктивной способностью патогена. В Российской 
Федерации бурая ржавчина встречается повсеместно. 
Ежегодно она уносит до 10 % урожая, а в годы эпифито-
тийного развития потери урожая могут достигать 30 % 
и более (Коваленко и др., 2012). Наибольшее развитие 
болезни наблюдается в фазу цветения пшеницы, когда 
рекомендуется проводить серию фитопатологических 
учетов. 

Стеблевая ржавчина (возбудитель – биотрофный па-
разитический гриб Puccinia graminis) на протяжении 
многих лет не носила эпифитотийного характера разви-
тия. Однако в последнее десятилетие заболевание стало 
приобретать хозяйственное значение в связи со смеще-
нием климатических показателей северных регионов в 
сторону благоприятных условий для развития инфекции. 
Характерная черта этого вида ржавчины заключается в 
том, что она может практически полностью уничтожать 
посевы пшеницы, если поражение наблюдается в ранние 
фазы развития пшеницы. Особую опасность представляет 
новая раса стеблевой ржавчины Ug99 и ее модификации, 
которая после эпифитотии на северовостоке Африки 
распространяется по всему миру, в том числе в сторону 
Российской Федерации. 

Мучнистая роса (возбудитель – облигатный узкоспециа
лизированный паразитический гриб Blumeria graminis) 
при массовом развитии вызывает недобор урожая 10–15 % 
и более (Санин и др., 2002). Одновременное возделывание 
озимой и яровой пшеницы обеспечивает перезимовку 
патогена в виде мицелия, что повышает экономическое 
значение патогена, делая его возбудителем одной из самых 
опасных болезней злаков. 

Основой успешного проведения профилактических и 
защитных мероприятий от грибных инфекций пшеницы 
являются как правильная и своевременная их диагностика, 
так и скрининг устойчивости сортового материала (Санин 
и др., 2010). Среди методов оценки устойчивости гено-
типов пшеницы к фитопатогенам наиболее достоверные 
результаты показывает лабораторный анализ реакций 
растений на заражение патотипами грибов с известными 
генами вирулентности (Гешеле, 1978). При этом для ана-
лиза инфекционных типов на проростках пшеницы или 
отрезках листьев используют специальные оценочные 
шкалы (Койшыбаев и др., 2014), суть большинства кото-
рых сводится к присвоению баллов от 0 до 4 различным 
по качеству типам поражения (где нулю соответствует 
иммунность растения). Однако подобная оценка воз-
можна только при наличии коллекции патотипов гриба 
с известными генами вирулентности. Поэтому в целях 

выяснения эффективности генов устойчивости к пато  
генному  комплексу возможно ограничиться полевой оцен
кой сортового материала, если она организована в регио
не статистически, что было обосновано исследованиями 
уче ных из Венгрии, Чехии, Франции и Нидерландов 
( Mesterhazy et al., 2000). Для массового полевого скри-
нинга устойчивости к видам ржавчины селекционного и 
коллекционного материала рекомендуются разные шкалы, 
среди которых наиболее удобна шкала CIMMYT, совме-
щающая два показателя: тип реакции (качественный) и 
степень пораженности листьев и стеблей (количествен-
ный). Для полевой оценки устойчивости селекционного 
материала к мучнистой росе пользуются 9бальной шка-
лой Мережко, разработанной во Всероссийском НИИ рас
тениеводства (ВИР), присваи вающей максимальный балл 
иммунному растению. Кроме того, существует междуна-
родная шкала CIMMYT, описывающая степень пораже-
ния листьев мучнистой росой в процентах (Койшыбаев  
и др., 2014). 

Визуальный анализ не позволяет корректно провести 
оценку фенотипа устойчивости в случаях наложения сим-
птомов нескольких листостебельных инфекций. Кроме 
того, степень проявления генов устойчивости зависит от 
генетического фона, а также от абиотических факторов 
и условий внешней среды. Так, например, гены устойчи-
вости к бурой ржавчине Lr11, Lr14a, Lr15, Lr18 являются 
температурочувствительными и теряют свою активность 
при повышении температуры (McIntosh et al., 1995). В этих 
условиях применение молекулярных маркеров для иден-
тификации генов устойчивости к инфекциям увеличивает 
эффективность селекции на иммунитет, в частности при 
создании генотипов с групповой устойчивостью к гриб-
ным заболеваниям. 

В последнее время разработано много ДНКмаркеров, 
предлагаемых для диагностики генов устойчивости и ис-
пользования в схемах маркерориентированной селекции 
зерновых культур MAS (markerassisted selection) (http://
maswheat.ucdavis.edu/). Основной принцип MAS заключа-
ется в идентификации тесного сцепления между маркером 
и геном, контролирующим признак, и использовании 
ассоциаций маркер–признак в практических целях для 
создания новых сортов и селекционных линий (Леонова, 
2013). Однако прежде ассортимент разработанных моле-
кулярных маркеров должен проходить верификацию на 
разном генетическом фоне, включая генетические коллек-
ции изогенных линий, содержащих гены устойчивости. 
Рекомендованными для дальнейшего использования в 
MAS могут быть только маркеры, для которых случаи 
ложного положительного или отрицательного результата 
исключены. Именно по этой причине настоящий этап 
развития MAS характеризуется как повсеместная апро-
бация ДНКмаркеров на разном сортовом материале с 
выявлением универсальных систем идентификации генов, 
в том числе генов устойчивости к инфекциям. Групповая 
устойчивость может обеспечиваться генными локусами, 
имеющими плейотропный эффект, которые обуславлива-
ют частичную устойчивость к бурой, стеблевой и желтой 
ржавчине и мучнистой росе: Lr46 (=Yr29/Sr58/Pm39), Lr67 
(=Yr46/Sr55/Pm46) и Lr34 (=Sr57//Yr18/Pm38) (Krattinger 
et al., 2016). В ряде случаев групповая устойчивость обе-
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спечивается генами, которые расположены в чужеродных 
транслокациях, в связи с чем чаще всего наследуются 
единой группой. При этом отдельные гены в группе мо-
гут быть не эффективны в регионе изза специфической 
структуры патогенного комплекса, что важно учитывать 
при введении данной транслокации в селекционный ма-
териал. Так, эффективность транслокации Lr26/Sr31/Yr9/
Pm8 в большинстве регионов Российской Федерации на-
блюдается по отношению к стеблевой ржавчине, а в ряде 
регионов – и к мучнистой росе (Сочалова, Лихенко, 2011; 
Гультяева и др., 2015). Хорошим примером транслокации, 
в большинстве регионов эффективно защищающей пше-
ницу страны от бурой и стеблевой ржавчины, является 
группа сцепления Lr19/Sr25, однако исключением служит 
регион Поволжья, где в популяции P. triticina выявлена 
высокая частота патотипов, вирулентных к Lr19 (Гультя-
ева и др., 2015). 

Нами разработан методический подход для постулиро-
вания эффективности комплекса генов, тесно сцепленных 
между собой и отвечающих за устойчивость к разным 
фитопатогенам, в коллекциях гибридов и сортообразцов 
пшеницы. Под эффективностью таких групп генов или 
генных локусов понимается их способность обеспечивать 
защиту растения от нескольких грибных возбудителей. 
Как правило, при этом подразумевается определенный 
географический ареал со специфическим для него виру-
лентным составом патогенных популяций. 

В настоящее время в зарубежных и отечественных 
коллекциях озимой и яровой пшеницы распространены 
гибридные линии и сортообразцы пшеницы, имеющие 
группы сцепления Lr16/Sr23, Lr24/Sr24, Lr19/Sr25, Lr26/
Sr31/Yr9/Pm8, Lr37/Sr38/Yr17 и ген с плейотропным 
эффектом Lr34 (=Sr57//Yr18/Pm38) (Белан и др., 2012; 
Dakouri et al., 2013; Садовая и др., 2014; Shamanin et al., 
2016). Кроме того, в последние годы установлено, что в 
России широкое распространение получили сорта, не-
сущие практически интактную хромосому от пырея с 
группой генов Lr6Ai#2/Sr6Ai#2/Pm6Ai#2, как, например, 
у сортов Тулайковская 5, 10, 100 (Salina et al., 2015). Но-
вая транслокация от Aegilops speltoides с группой генов, 
обозначенных нами как LrAsp7/SrAsp7/PmAsp7, недавно 
описана в коллекционном материале Института цитологии 
и генетики СО РАН (Petrash et al., 2016). 

Процедура поддержания любой коллекции путем 
размножения семенного материала влечет за собой не-
обходимость проверки генетической чистоты изучаемых 
образцов. Предложенный нами методический подход 
позволяет провести верификацию коллекций гибридов 
и сортообразцов пшеницы на присутствие восьми тесно 
сцепленных групп генов: Lr16/Sr23, Lr24/Sr24, Lr19/Sr25, 
Lr26/Sr31/Yr9/Pm8, Lr37/Sr38/Yr17, Lr6Ai#2/Sr6Ai#2/
Pm6Ai#2, LrAsp7/SrAsp7/PmAsp7 и гена с плейотропным 
эффектом Lr34 (=Sr57/Yr18/Pm38), определяющих груп-
повую устойчивость к фитопатогенам. 

В методику входит: 1) изучение генотипов пшеницы 
с использованием молекулярных маркеров; 2) оценка 
генотипов в полевых условиях; 3) сопоставление данных 
фитопатологической оценки и молекулярного маркиро-
вания для выявления образцов пшеницы с эффективной 
групповой устойчивостью к фитопатогенам.

Изучение генотипов пшеницы 
с использованием молекулярных маркеров 
К настоящему времени в научной литературе предложен 
широкий выбор молекулярных маркеров генов устойчи-
вости к грибным заболеваниям, в том числе и чужеродных 
транслокаций, несущих комплекс генов, тесно сцеплен-
ных друг с другом, и генов с плейтропным эффектом. 
Каждый из этих генов обуславливает устойчивость к 
определенному виду патогена. В случае эффективной 
устойчивости ко всем патогенам наблюдается фенотипи-
ческое проявление группового иммунитета у изучаемых 
образцов пшеницы. В нашем исследовании проведена 
процедура верификации маркеров, позволяющих выявить 
группу генов к разным фитопатогенам, и оптимизирован 
протокол их использования в маркерориентированной 
селекции на групповой иммунитет. Верификацию мар-
керов проводили на коллекциях яровой мягкой пшеницы 
Всероссийского НИИ фитопатологии (ВНИИФ), Омского 
государственного аграрного университета (ОмГАУ) и 
Сибирского НИИ растениеводства и селекции – филиала 
ИЦиГ СО РАН (СибНИИРС). В качестве положительного 
контроля на присутствие генов устойчивости к грибным 
заболеваниям использовали международные наборы 
почти изогенных линий пшеницы, созданных на сортах 
Тэтчер (Long, Kolmer, 1989) и Маркиз (Roelfs, Martens, 
1988). В целях облегчения процедуры генотипирования 
образцов оптимизирована реакционная смесь для про-
ведения анализа ПЦР.

Пробоподготовка и оборудование
Для экстракции ДНК используют 5–7дневные проростки 
или растения пшеницы, выращенные в поле или теплице, 
при этом берут фрагмент листа одного растения, длиной 
не более 25 мм. Для оценки необходим анализ не менее 
пяти растений каждого изучаемого образца, на первом 
этапе анализа ПЦР допустимо объединение аликвот. Фраг-
мент листа хранят при температуре от 0 до +5 °С, если 
выделение ДНК планируется в этот же день, или в усло-
виях от –20 до –70 °С, если выделение ДНК планируется 
позже. Для охлаждения или хранения собранный материал 
помещают в пластиковые пробирки или упаковки. 

Необходимым оборудованием для экстракции ДНК, 
постановки ПЦР и визуализации ее результата являют-
ся: микроцентрифуга для пробирок типа Эппендорф до 
16 000 g, термостат или водяная баня, набор дозаторов 
переменного объема (диапазон 0.5 – 1000 мкл), вортекс
шейкер для перемешивания микропробирок типа Эппен-
дорф объемом 0.2 – 1.5 мл, амплификатор, горизонтальная 
камера для электрофореза, источник тока и система гель
документирования. 

Последовательность анализа
Качество результатов генотипирования зависит, в пер-
вую очередь, от правильно подобранного молекулярного 
маркера к тестируемому гену и достигается при оптими
зировании смеси для ПЦР, режима амплификации и сис
темы визуализации продуктов ПЦР. Немаловажен и выбор 
метода выделения ДНК из растительных образцов. 

Этап 1. Экстракция ДНК. Методики выделения ДНК 
из растительных образцов, которые используют в раз-
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личных лабораториях, имеют общий принцип: лизис 
клеточной стенки, дезактивация эндонуклеаз, очистка от 
белковой фракции и преципитация молекулы ДНК. Рас-
пространенным действующим реагентом буфера, лизиру-
ющего растительную клеточную стенку, является ЦТАБ – 
СTABмодифицированный метод ДНК экстрак ции, 
который подробно описан в работе (Stepien et al., 2003). По 
результатам сравнения качественных и количественных 
характеристик ДНК, мы предлагаем для подготовки рас-
тительных образцов при маркерном анализе использовать 
альтернативную систему лизирующего буфера на основе 
додецилсульфата натрия (SDS), в состав которого также 
включен пиросульфит натрия, замедляющий реакции 
окисления (Plaschke et al., 1995). Основные компоненты 
буфера, оптимизированные в процессе работы, приведены 
в Доп. материалах 11. В результате удается получить пре-
параты ДНК приемлемого качества (соотношение погло-
щения при длинах волн 260 нм и 280 нм не менее 1.8) и в 
количестве, необходимом для генотипирования (1–5 мкг).

Этап 2. Амплификация и визуализация продуктов 
ПЦР. Состав реакционной смеси для ПЦР, как правило, 
содержит следующие компоненты: прямой и обратный 
праймеры, олигонуклеотиды, Taqполимеразу, буфер с 
ионами Mg2+ и воду mQ. Разработчики маркеров обычно 
указывают концентрации праймеров на объем смеси, 
необходимые для качественной ПЦРамплификации 
маркера. Однако для упрощения лабораторной работы 
по тестированию генетического материала с использова-
нием широкого набора маркеров удобнее использовать 
универсальную пропись. Реакционная смесь оптимизи-
рована нами для амплификации большинства известных 
молекулярных маркеров (Доп. материалы 2). Нами также 
апробирована коммерческая ПЦРсмесь БиоМастер HS
Taq ПЦРColor (2×) (ООО «Биолабмикс»), которая по-
зволяет сократить число шагов пипетирования, так как 
содержит олигонуклеотиды, Taqполимеразу и буфер. 
Кроме того, добавленные в ПЦРсмесь красители (ксилен 
1 Дополнительные материалы 1–12 см. в Приложении по адресу: 
http://www.bionet.nsc.ru/vogis/download/pict-2017-21/appx10.pdf

цианол, бромфеноловый синий, Orange G, тартразин) не 
влияют на работу Taqполимеразы и позволяют наносить 
продукты амплификации сразу на гель (Доп. материалы 3). 

Условия проведения ПЦРамплификации оптимизи-
рованы нами для каждого молекулярного маркера на 
широкой выборке генотипов. Праймеры представляют 
собой олигонуклеотиды, синтезированные фирмой ООО 
«БИОССЕТ». Их последовательности представлены в 
литературе, за исключением праймеров для маркеров 
Xicg6A#2 и Xicg7S#118, разработанных в ИЦиГ СО 
РАН для идентификации группы генов Lr6Ai#2/Sr6Ai#2/
Pm6Ai#2 и LrAsp7/SrAsp7/PmAsp7, охарактеризованных 
ранее (Доп. материалы 4) (Salina et al., 2015; Petrash et 
al., 2016). В Доп. материалах 4 приведена информация о 
некоторых сортах, которые, по результатам проведенной 
нами идентификации, могут быть рекомендованы для ис-
пользования в качестве положительных контролей изуча-
емой группы генов. Функцию отрицательного контроля 
может выполнять универсально восприимчивый сорт или 
сортообразец, не несущий изучаемого гена. Подобраны 
условия, обеспечивающие эффективную амплификацию 
молекулярных маркеров, которые представлены в Доп. 
материалах 5. Альтернативные маркеры, используемые 
для идентификации указанных выше групп генов, и их 
верификация в отечественных лабораториях приведены 
в Доп. материалах 4.

Этап 3. Документирование и анализ результатов. 
Электрофорез продуктов ПЦР проводится согласно усло-
виям, представленным в Доп. материалах 5. В процессе 
приготовления агарозного геля на 100 мл расплавленной 
агарозы добавляется 5 мкл 1 % раствора этидия бромида 
для последующей визуализации фрагментов ДНК в УФ
свете. В Доп. материалах 6 и на рис. 1 приведена длина 
фрагментов ПЦР, маркирующих доминантные аллели 
изучаемых групп генов устойчивости. Кодоминантный 
маркер позволяет выявить гетерозиготное состояние ге
нов, которое будет определяться парой фрагментов раз
личного молекулярного веса: rаллель (resistant) и sаллель 
(susceptible) гена устойчивости. Фрагменты ПЦР, отлич

Fig. 1. Electrophoretic images for markers for group resistance genes Lr16/Sr23 (wms 210), Lr24/Sr24 (Sr24#12), Lr19/Sr25 (wmc221), Lr26/Sr31/Yr9/Pm8 
(scm9, fragment 207 bp), Lr37/Sr38/Yr17 (ventriup_LN2), Lr34(Sr57/Yr18/Pm38) (L34 plus), Lr6Ai#2/Sr6Ai#2/Pm6Ai#2 (icg6A#2), LrAsp7/SrAsp7/PmAsp7 
(icg7S#118).
(+) Wheat accession carrying the group of resistance genes under study (r allele) as a positive control, see Supplement, Table 4. (–) Negative control (Thatcher 
or Chernyava 13 cvs.; s allele). 1, Wheat line homozygous for the r allele; 2, heterozygous wheat line with the r and s alleles; M, 100-bp molecular weight ladder.  
The asterisk indicates the 200-bp rung. 

+ + + + + + + +

*
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wms210 wms221 ventriup_LN2 L34plus icg6A#2 icg7S#118scm9Sr24#12

M M M M M M– – – – – – – –
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ные по длине от указанных в Доп. материалах 6 и при-
сутствующие у отрицательного контроля, не рассматри-
ваются при постулировании группы генов. Например, при 
оценке группы генов LrAsp7/SrAsp7/PmAsp7 с использо-
ванием маркера Xicg7S#118 рассматривается фрагмент 
длиной около 680 п. н., соответствующий rаллелю, и 
фрагмент 630 п. н. (sаллель) (см. Доп. материалы 6). 
Фрагмент ПЦР длиной 1000 п. н. (см. рис.1, icg7S#118) ис-
ключается из анализа, так как не соответствует описанным 
выше требованиям. Также следует обращать внимание на 
то, что один и тот же маркер может идентифицировать 
различные группы генов, как в случае маркера scm9, вы-
являющего различные ржаные транслокации – 1RS.1BL 
(длина фрагмента 207 п. н.) и 1RS.1AL (длина фрагмента 
228 п. н.). В этом случае, если происхождение транс-
локации неизвестно, следует использовать гели с более 
высокой разрешающей способностью, чем приведено в 
Доп. материалах 5. 

Оценка устойчивости генотипов пшеницы  
в полевых условиях  
к комплексу грибных заболеваний 
Для проведения полевой оценки и отбора генотипов пше-
ницы с устойчивостью к комплексу грибных патогенов 
необходимо выполнение следующих условий.
1. Достоверность результатов обеспечивается высевом 

сортообразцов в нескольких повторностях на естествен-
ном инфекционном фоне при соблюдении дистанции 
между опытами от 1.5 км. 

2. Проверка генов устойчивости у разных генотипов по
зволяет обнаружить вклад генотипической среды в 
реакцию на заражение.

3. В оценку обязательно должны включаться восприимчи-
вые контроли к инфекциям. Для большинства регионов 
страны показательную восприимчивость к комплексу 
грибных заболеваний проявляют сорта яровой пшеницы 
Чернява 13, Скала, Хакасская. Кроме того, в оценку 
включают сорта, на основе которых созданы линии. 

4. Сроки учета и их периодичности должны устанавли-
ваться в зависимости от региона и возбудителя. Для 
листостебельных патогенов это период, определяемый 
развитием флаглиста и фазами зрелости зерна в колосе. 
По результатам многолетних наблюдений за развитием 
фитопатогенного комплекса грибных заболеваний на 
посевах пшеницы в Западной Сибири, мы рекомендуем 
схему, представленную на рис. 2. Сроки маршрутных 
обследований в Центральном регионе России из ре-
комендаций по проведению фитосанитарного мони-
торинга, составленных в ВНИИФ, приведены в Доп. 
материалах 7. 

5. Желательным является соблюдение унифицированного 
подхода к скринингу устойчивости сортообразцов к 
комплексу патогенов на базе стандартных шкал для 
оценки грибных инфекций. В частности, для удобства 
обработки результатов полевого обследования мы пред-
лагаем в качестве эффективных в регионе условно рас-
сматривать те группы сцепления, которые обеспечивали 
устойчивость ко всем соответствующим возбудителям 
инфекций на естественном инфекционном фоне. То 
есть, например, после заключения о групповой устойчи-

вости генотипов с транслокацией Lr24/Sr24 как к бурой, 
так и к стеблевой ржавчине, она может рассматриваться 
как эффективная в регионе. 
Вывод об эффективности трансло ка ции Lr6Ai#2/Sr6Ai#2/ 

Pm6Ai#2 будет сделан после описания устойчивости ге-
нотипов к ржавчинным заболеваниям и мучнистой росе. 
При этом мы предлагаем оперировать только двумя по-
казателями: эффективностью («1») и неэффективностью 
(«0») гена/группы генов, что позволит получить наиболее 
строгую оценку заявленных групп генов, в соответствии 
с целью, поставленной при разработке данного мето-
дического подхода. В табл. 1 приведены соответствия 
предлагаемых нами условных обозначений и наиболее 
распространенных оценочных шкал. Описание различ-
ных оценочных шкал и соответствующие иллюстрации 
типов поражения пшеницы ржавчинными грибами и 
мучнистой росой для удобства использования собраны в 
Доп. материалах 8–11.

Постулирование эффективной устойчивости 
к грибным заболеваниям в селекционном 
материале
В соответствии с предложенным методическим подходом 
эффективность гена или группы генов в генотипе выявля-
ют путем сопоставления данных полевой оценки устойчи-
вости и молекулярного маркирования. Совпадение услов-
ного обозначения эффективности «1» и положительного 
сигнала молекулярного маркера мы предлагаем рассма-
тривать как основание для постулирования эффективно-
сти гена/группы сцепления. Рассмотрим пример примене-
ния процедур предложенного методического подхода для 
постулирования эффективных генов к разным болезням в 
материале сибирской коллекции мягкой яровой пшеницы, 
являющейся собственностью генофонда растительных 
ресурсов СибНИИРС. По данным ПЦРанализа геноти-
пирования, селекционный материал защищен генами, 
определяющими устойчивость к ржавчинным болезням 
и мучнистой росе (Lr19/Sr25; Lr24/Sr24; Lr26/Sr31/Yr9/
Pm8; Lr6Ai#2/Sr6Ai#2/Pm6Ai#2; LrAsp7/SrAsp7/PmAsp7), 
и плейотропным геном Lr34(=Sr57/Yr18/Pm38). Полевая 
оценка изученной коллекции пшеницы на устойчивость 
к комплексу грибных заболеваний выполнена согласно 
нашим рекомендациям. Расположение полей и наличие 
инфекционного участка в СибНИИРС позволили выпол-
нить достоверную оценку вариантов опыта в условиях 
естественного инфекционного фона в трех повторностях 
(I, II, III) во время летнего периода вегетации в 2016 г. Ре-
зультаты приведены в Доп. материалах 12. Устойчивость 
генотипов оценивали с помощью шкал ВИР и CIMMYT, 
после чего генам и группам сцепления были присвоены 
условные обозначения их эффективности по табл. 1. 

На заключительном этапе проведено сопоставление 
результатов данных полевой оценки устойчивости и моле-
кулярного маркирования генов устойчивости к стеблевой, 
бурой ржавчинам, мучнистой росе. Совпадение условного 
обозначения эффективности «1» и положительного сигна-
ла соответствующего молекулярного маркера рассматри-
валось как основание для постулирования эффективности 
гена или группы сцепления, определяющей групповую 
устойчивость генотипа. Случаи, когда линия или сорт 
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проявляли высокий уровень устойчивости к нескольким 
заболеваниям, при этом положительного сигнала ни с 
одним из маркеров к изучаемым генам не было выявлено, 
являются основанием для дальнейшего поиска в данном 
образце других эффективных генов. 

В результате оценки устойчивости генотипов пшеницы 
в условиях фитопатогенного комплекса лесостепи При-
обья Новосибирской области выявлена эффективность 
групп генов Lr19/Sr25, Lr26/Sr31/Pm8, Lr6Ai#2/Sr6Ai#2/
Pm6Ai#2, Lr7Asp/Sr7Asp/Pm7Asp. Неэффективными 
являются гены Lr34(=Sr57/Yr18/Pm38), Lr16/Sr23, Lr37/
Sr38, что показывает сопоставление данных полевого об-

следования большинства генотипов, несущих изучаемые 
гены (табл. 2). 

Мы предполагаем для сорта Экада 85 наличие других 
генов устойчивости к ржавчинным болезням и мучнистой 
росе, которые подлежат выяснению. 

Селекция на иммунитет – сложная проблема не только 
в России, но и в других странах мира, так как вновь созда-
ваемые сорта быстро теряют устойчивость вследствие по-
явления новых вирулентных рас патогена. В связи с этим 
приобретают экономическое значение создание сортов с 
длительной устойчивостью, а также пирамидирование 
нескольких генов устойчивости к комплексу патогенов в 

Fig. 2. Conformity of wheat plant developmental stages and the terms of tests for foliar diseases in West Siberia. The international 
Zadoks wheat growth staging scale is presented as in (Sanin et al., 2010). 

table 1. Matching of the proposed conventional indices of the efficiency of genes/linkage groups for rusts  
and powdery mildew and the commonly recognized scales for assessment of the resistance of wheat genotypes

Proposed designations Rusts Powdery mildew

After Stakman et al., 1962 According  
to the CIMMYT scale

After Merezhko, 1999 According  
to the CIMMYT scale

Inefficiency 0 3–4, X+ 90S-MS, 40-60MR, TS 1, 3, 5 20–80 %

Efficiency 1 1–2 30MR-5R, TR, 0 7, 9 10 %

Tillering

7 10 21 25 29 31 32 37 39 49 51–59 61–69 71–92

Zadoks numerical scale

Observation terms

Terms of route examinations

Disease

Powdery mildew
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одном генотипе. Удовлетворительный результат отбора ис-
ходного материала для селекции на иммунитет возможно 
получить только путем совмещения классических и со-
временных методов селекции. Маркерориентированная 
селекция уже зарекомендовала себя как гарантированно 
быстрый подход создания новых линий и сортов пшеницы 
(Салина, 2016). Маркерный анализ является обязательной 
процедурой изложенного в статье методического подхо-
да, в связи с чем постулирование эффективности генов 
устойчивости в сортах и линиях пшеницы становится 
возможным при значительной экономии времени и ре-
сурсов. Форма модифицированной нами ПЦРсистемы 
экономит время пробоподготовки и снижает вероятность 
контаминации за счет минимизированного числа шагов 
пипетирования, поэтому доступна даже для неспециали-
зированных генетических лабораторий. Представленный 
в настоящей статье методический подход может быть ис-
пользован для идентификации тесно сцепленных групп 
генов, обеспечивающих устойчивость к нескольким видам 
патогена с целью верификации коллекций пшеницы, а 
также проведения маркерориентированной селекции.
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