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Проведенное исследование направлено на проверку нашего предположения о том, что между орга-
нами, секретирующими норадреналин (НА) в перинатальном периоде онтогенеза, существует гумо-
ральное взаимодействие, направленное на поддержание физиологически активной концентрации НА
в крови. В качестве объектов исследований в данной работе использовали транзиторные органы –
мозг, орган Цукеркандля, и постоянный эндокринный орган крыс – надпочечники, секретирую-
щие НА в общую систему. Для решения поставленных в данном исследовании задач секреторную
активность (содержание НА) надпочечников и органа Цукеркандля оценивали при разрушении
НА-ергических нейронов мозга а) путем провоцирования их избирательной гибели введением в же-
лудочки мозга неонатальных крысят гибридного молекулярного комплекса, состоящего из антител
против дофамин-β-гидроксилазы (ДБГ), связанных с цитотоксином сапорином – анти-ДБГ-сапо-
рин; б) путем микрохирургического разрушения мозга плодов (энцефалэктомия плодов in utero).
Показано, что через 72 ч после фармакологического выключения синтеза норадреналина в мозге
новорожденных крыс или микрохирургического выключения синтеза норадреналина в мозге пло-
дов происходит повышение концентрации норадреналина в надпочечниках и снижение в органе
Цукеркандля. Таким образом, на моделях хронического выключения синтеза норадреналина в моз-
ге крыс в пре- и раннем постнатальном периодах развития показано изменение секреторной актив-
ности периферических источников норадреналина, что по-видимому способствует сохранению
физиологически активной концентрации норадреналина в общей системе циркуляции.

Ключевые слова: норадреналин, гематоэнцефалический барьер, онтогенез, мозг, надпочечники, ор-
ган Цукеркандля, общая система циркуляции, нейротоксин, крыса
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ВВЕДЕНИЕ
Регуляция развития и функционирования ор-

ганизма в онтогенезе обеспечивается биологиче-
ски активными веществами, действующими в ка-
честве морфогенетических или транскрипцион-
ных факторов через рецепторы на клетках и
органах-мишенях (Lauder, 1993; Nguyen et al.,
2001). К таким веществам, обладающим широким
спектром физиологического действия, относится
норадреналин (НА), который синтезируется ней-
ронами головного мозга и симпатической нерв-
ной системы, а также хромаффинными клетками
надпочечников и параганглиев, в основном, ор-
ганом Цукеркандля (ОЦ) (Moore and Bloom, 1979;

Goldstein et al., 2003; Huber et al., 2009; Tank and
Wong, 2015). В онтогенезе у грызунов НА секретиру-
ется нейронами мозга и хромаффинными клетками
надпочечников и ОЦ уже в середине пренатального
периода (Tischler, 1989; Угрюмов, 1999; Huber et al.,
2009). С этого момента и до раннего постнатального
периода НА играет роль морфогенетического фак-
тора, определяющего развитие клеток- и органов-
мишеней (Nedergaard et al., 1995; Berger-Sweeney and
Hohmann, 1997; Viemary et al., 2004; Kreider et al.,
2004; Blanchi and Sieweke, 2008).

Нарушение метаболизма НА в критические
периоды онтогенеза приводит у животных к нару-
шению развития сердечно-сосудистой и дыха-
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тельной систем, а у человека – к развитию тяже-
лых врожденных заболеваний, а также повышает
риск возникновения синдрома внезапной дет-
ской смерти (Thomas et al., 1995; Barker, 2002; Vie-
mary et al., 2004; Hildreth et al., 2009; Kinney,
Thach, 2009).

В пре – и раннем постнатальном периодах раз-
вития организма концентрация НА в общей си-
стеме циркуляции поддерживается на достаточно
высоком уровне, сравнимом с его уровнем в пор-
тальной системе циркуляции взрослых животных
(Thomas et al., 1989; Зубова и др., 2015а). Среди ис-
точников НА в крови особый интерес представ-
ляют органы, которые секретируют НА только в
определенный период онтогенеза, когда проис-
ходит регуляция развития клеток – и органов-ми-
шеней. Одним из них является орган Цукерканд-
ля, функционирующий у крыс в перинатальном
периоде и претерпевающий инволюцию в раннем
постнатальном периоде – к концу второй недели
жизни (Schober et al., 2012). Еще одним транзи-
торным источником НА в общей системе цирку-
ляции в перинатальном периоде является мозг,
который согласно нашим данным в отсутствие ге-
матоэнцефалического барьера (ГЭБ) играет роль
эндокринного органа (Ugrumov et al., 2005, 2012;
Zubova et al., 2014).

Результаты проведенных нами ранее исследо-
ваний (Зубова и др., 2015) позволили предполо-
жить, что в перинатальном периоде онтогенеза
поддержание определенной концентрации НА в
плазме крови осуществляется благодаря гумо-
ральному взаимодействию между органами, син-
тезирующими НА. Учитывая отсутствие нервной
и преобладание гуморальной регуляции норадре-
налином периферических органов в перинаталь-
ном периоде развития (Tomlinson, Coupland,
1990; Bellinger et al., 1992), эти исследования при-
обретают особое значение.

Цель: проверка предположения о том, что в
онтогенезе до формирования вегетативной ин-
нервации органов существует взаимная гумо-
ральная (эндокринная) регуляция временных и
постоянных эндокринных источников норадре-
налина.

Задачи:

1) определение концентрации норадреналина
в надпочечниках и органе Цукеркандля при раз-
рушении норадренергической системы мозга в
перинатальном периоде развития у крыс.

2) сравнительная характеристика реакции ор-
ганов-источников норадрадреналина при разру-
шении норадренергической системы мозга в пе-
ринатальном периоде развития у крыс.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Работа проведена на самцах крыс популяции

Вистар на 18-й эмбриональный день (Э18), Э21,
2-й день постнатального периода развития (П2),
П3, П4, П5. День обнаружения сперматозоидов в
вагинальном мазке считали первым днем бере-
менности, день рождения крысят считали 1-ым
днем жизни. Животных содержали в стандартных
условиях вивария при свободном доступе к пище
и воде.

Хроническое ингибирование синтеза НА
в мозге крыс

Для разрушения норадренергических нейро-
нов крысятам на П2 в желудочки мозга вводили
анти-ДБГ-сапорин – гибридный молекулярный
комплекс, состоящий из антител против дофа-
мин-β-гидроксилазы, связанных с цитотоксином
сапорином (Coradazzi, 2010, Wiley, 2000).

Всего было использовано 60 животных.
В опыте 0.5 мкг анти-ДБГ-сапорина в 2 мкл

0.9% NaCl стереотаксически вводили в боковой
желудочек мозга. Для этого крысам под изофура-
новым наркозом на голове разрезали кожу и лате-
рально от брегмы вырезали в черепной коробке
отверстие 2 × 2 мм. Затем животных помещали в
стереотаксический прибор, адаптированный для
молодых животных, и вводили стеклянную мик-
роканюлю (диаметр 50 мкм), содержащую рас-
твор для инъекции и соединенную тефлоновой
трубкой с микрошприцем Hamilton, в боковой
желудочек мозга по координатам 1.2 мм латераль-
но от брегмы, 2.0–2.5 мм вглубь мозга. Контроль-
ным животным вводили 2 мкл 0.9% NaCl .

Микрохирургическое выключение синтеза НА
в мозге крыс

У самок на 18-й день беременности под нембу-
таловым наркозом (40 мг/кг веса) осуществляли
лапаротомию и проводили энцефалэктомию пло-
дов in utero, т.е. микрохирургически разрушали пе-
редний мозг и частично средний и ромбовидный
мозг по описанной ранее методике (Mitskevich et al.,
1970). Ложно оперированные животные служили
контролем. Всего использовано 46 плодов.

Взятие и обработка материала
У крыс через 24, 48 или 72 ч после внутрижелу-

дочковых введений на П2 анти-ДБГ-сапорина
собирали кровь из сердца, мозг (одно полуша-
рие), надпочечники, орган Цукеркандля, сердце
и двенадцатиперстную кишку. На пробу прихо-
дился материал от одного животного.

У плодов крыс после энцефалэктомии in utero
на Э18 через 72 ч собирали кровь из сердца, над-



ОНТОГЕНЕЗ  том 47  № 5  2016

ВЗАИМНАЯ ГУМОРАЛЬНАЯ РЕГУЛЯЦИЯ 289

почечники и орган Цукеркандля. Кровь пулиро-
вали от 2-х плодов, в остальных случаях на пробу
приходился материал от одного животного.

Кровь переносили в пробирку, содержащую
30 мкл 5% раствора ЭДТА (Sigma, США) и 10 мкл
10% раствора метабисульфита натрия (Sigma,
США). Затем отделяли плазму от форменных эле-
ментов центрифугированием при 400 g в течение
10 мин и добавляли в нее 250 пмоль/мл 3,4-дигид-
роксибензиламин гидробромида (ДГБА) – внут-
ренний стандарт (Sigma, США) в 0.1 н HClO4. Для
освобождения от высокомолекулярных белков
плазму центрифугировали при 2000 g 20 мин, пере-
носили в чистую пробирку и хранили при –70°С до
определения НА.

Выделенные мозг и периферические органы
гомогенизировали в 10 объемах 0.1 н HClO4, содер-
жащей 500 пмоль/мл ДГБА, при помощи ультра-
звукового гомогенизатора (Labsonic M, Sartorius),
центрифугировали при 2000 g в течение 20 мин и в
полученном супернатанте определяли НА. Перед
определением НА экстрагировали на оксиде алю-
миния.

Измерение НА в плазме крови и в образцах
ткани проводили при помощи обратно–фазной
ВЭЖХ (Amperometric detector LC-4B, Bioanalyti-
cal Systems, США) при потенциале 850 мВ. Пробы
вводили в инжектор (Rheodyne 7125, США) с пет-
лей объемом 100 мкл. Разделение производили на
10-сантиметровой колонке с внутренним диамет-
ром 4 мм и наполнителем С-18, 3.3 мкм
(Dr. Maisch GmbH, Германия). Подвижной фа-
зой служил 0.1 М цитратно-фосфатный буфер,
содержащий 0.3 мМ октансульфоната натрия
(Sigma, США), 0.1 мМ ЭДТА (Sigma, США) и 8%
ацетонитрила (Sigma, США) (pH 3.0). Скорость
потока 0.8 мл/мин обеспечивалась насосом (Gil-
son 307, Франция). Пики катехоламинов и мета-
болитов идентифицировали, ориентируясь на
время выхода веществ в стандарте, содержание
рассчитывали методом внутреннего стандарта,
используя отношение площадей пиков в стан-
дартной смеси и в образце, с помощью програм-
мы “Мультихром” (Россия).

Концентрацию НА вычисляли путем сравне-
ния величины пика в пробе с величиной пика в
стандарте. Полученные данные обрабатывали
статистически с помощью F-теста для оценки од-
нородности выборки и теста Стьюдента для опре-
деления достоверности различий. Оба теста вхо-
дят в пакеты программ Sigma Plot Version 9.1 и
GraphPad Prism Version 5.0 для Windows (Graph-
Pad Software, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Норадреналин в крови, мозге и периферических 
органах через 24 ч после стереотаксического 

введения анти-ДБГ-сапорина
Через 24 ч после введения анти-ДБГ-сапорина

в боковые желудочки мозга крыс на П2 концен-
трация НА не изменялась ни в плазме, ни в орга-
нах по сравнению с контролем (рис. 1).

Норадреналин в крови, мозге и периферических 
органах через 48 ч после стереотаксического 

введения анти-ДБГ-сапорина
Через 48 ч после введения анти-ДБГ-сапорина

в боковые желудочки мозга крыс на П2 концен-
трация НА в мозге падает почти в три раза по
сравнению с контролем, а в плазме крови снижа-
ется в 1.5 раза. В надпочечниках, ОЦ, сердце и в
двенадцатиперстной кишке концентрация НА не
изменялась (рис. 2).

Норадреналин в крови, мозге и периферических 
органах через 72 ч после стереотаксического 

введения анти-ДБГ-сапорина
Через 72 ч после введения анти-ДБГ-сапорина

в боковые желудочки мозга на П2 концентрация
НА в мозге падает в 2.4 раза по сравнению с кон-
тролем, тогда как в плазме крови повышается в
1.5 раза, в надпочечниках – повышается в 1.4 ра-
за, в ОЦ – снижается в 1.5 раза. В сердце и в две-
надцатиперстной кишке (контроль) концентра-
ция НА на модели не изменялась (рис. 3).

Норадреналин в крови и периферических органах 
плодов крыс через 72 ч после энцефалэктомии

18-дневных плодов in utero
Концентрация НА в крови у энцефалэктоми-

рованных плодов не изменилась по сравнению с
ложнооперированным контролем, тогда как в
надпочечниках она возрастала в 1.7 раза, а в ОЦ
снижалась вдвое (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ
Исследование направлено на проверку нашего

предположения о том, что в онтогенезе до форми-
рования вегетативной иннервации существует
взаимная гуморальная (эндокринная) регуляция
временных и постоянных эндокринных источни-
ков НА по принципу прямых и обратных связей.
Ранее мы показали, что в пре- и раннем постна-
тальном периодах онтогенеза в крови поддержи-
вается физиологически активная концентрация
НА (Зубова и др., 2015а).

В качестве объектов исследований в данной
работе использовали транзиторные органы –
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мозг, орган Цукеркандля, и постоянный эндо-
кринный орган крыс – мозговое вещество надпо-
чечников, секретирующие НА в общую систему
циркуляции.

Для решения поставленных в данном исследо-
вании задач секреторную активность (содержа-
ние НА) надпочечников и органа Цукеркандля
оценивали при разрушении НА-ергических ней-
ронов мозга способами:

1) путем провоцирования их избирательной ги-
бели введением в желудочки мозга неонатальных
крысят гибридного молекулярного комплекса, со-
стоящего из антител против дофамин-β-гидрокси-
лазы (ДБГ), связанных с цитотоксином сапори-
ном – анти-ДБГ-сапорин (Coradazzi, 2010; Wiley,
2000);

2) путем микрохирургического разрушения
мозга (энцефалэктомия плодов in utero).

Как известно, синтез НА осуществляется в сек-
реторных гранулах путем превращения дофамина в
НА с помощью дофамин-β-гидроксилазы – фер-
мента, содержащегося в гранулах в свободной
форме или встроенного в мембрану гранулы. В
процессе выделения из клетки содержимого гра-
нулы экзоцитозом мембрана гранулы с включен-
ной в нее дофамин-β-гидроксилазой встраивает-
ся в плазматическую мембрану (Wiley, 2000,
Wrenn, 1996), становясь мишенью для молекуляр-
ного комплекса антитело–токсин. Далее этот
комплекс захватывается в клетку эндоцитозом и
после освобождения и поступления токсина в ци-
топлазму вызывает гибель клетки. Введение ан-

Рис. 1. Концентрация норадреналина в мозге, плазме крови, надпочечниках, органе Цукеркандля (ОЦ), сердце и
12-и перстной кишке (12-пк) через 24 ч после стереотаксического введения 0.5 мкг анти-ДБГ сапорина в мозг 2-х дневных
крысят. * P < 0.05, различия между предыдущим и последующим значениями.
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ти-ДБГ-сапорина в боковые желудочки мозга
должно оказать действие только на НА-ергиче-
ские нейроны, однако в виду отсутствия ГЭБ
нельзя было исключить диффузию нейротоксина
в кровь, и, как следствие, его действие на НА-
синтезирующие клетки в периферических орга-
нах. В качестве контроля влияния нейротоксина
на периферические источники НА мы использо-
вали двенадцатиперстную кишку и сердце, обла-
дающие богатой симпатической иннервацией.

В предварительных экспериментах сначала был
проведен подбор дозы токсина, которая бы вызыва-
ла гибель значительной части НА-их нейронов в

мозге, однако при диффузии в кровь не вызывала бы
гибель НА-синтезирующих хромаффинных клеток.
Нами была выбрана доза 0.5 мкг, т.к. по данным ли-
тературы эта доза вызывала значительное снижение
концентрации НА в мозге (Wrenn et al., 1996). Далее
необходимо было выбрать время после введения
токсина в подобранной дозе для измерения у жи-
вотных содержания НА в периферических НА-
синтезирующих органах и в крови. В этом случае
мы могли опираться только на собственные дан-
ные по действию другого нейротоксина – 6-ГДА
(Зубова и др., 2015а).

Рис. 2. Концентрация норадреналина в мозге, плазме крови, надпочечниках, органе Цукеркандля (ОЦ), сердце и
12-и перстной кишке (12-пк) через 48 ч после стереотаксического введения 0.5 мкг анти-ДБГ сапорина в мозг 2-х дневных
крысят. * P < 0.05, различия между предыдущим и последующим значениями.
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Оказалось, что через 24 часа после введения
анти-ДБГ-сапорина в боковые желудочки мозга
концентрация НА не изменялась нигде по срав-
нению с контролем, тогда как ранее при введении
6-ГДА мы обнаруживали резкое снижение в мозге
и плазме крови. По-видимому 24-х часов не до-
статочно для эффекта анти-ДБГ-сапорина, т.к.
сапорин действует через рибосомы, нарушая син-
тез белков в клетках, а 6-ГДА действует через ми-
тохондрии, вызывая окислительный стресс и
быструю гибель клетки.

Значительное снижение концентрации НА в
мозге мы наблюдали через 48 ч после введения
нейротоксина и в это время в периферических
органах изменений не произошло. Это означает,

что именно через 48 ч нейротоксин избирательно
разрушил норадренергические нейроны и не за-
тронул синтез НА в других клетках. При этом
концентрация НА в плазме крови снизилась.

Ранее через 72 ч после введения другого нейро-
токсина – 6-ГДА – на фоне резкого снижения
концентрации НА в мозге мы не обнаружили из-
менений в крови и предположили, что в ответ на
выключение мозгового источника НА в крови в
течение трех дней, прошедших после введения
нейротоксина, произошло компенсаторное вы-
деление НА из других источников – хромаффин-
ных клеток надпочечников и ОЦ, в результате че-
го концентрация НА в крови не изменилась (Зу-
бова и др., 2015б). В данной работе через 72 ч

Рис. 3. Концентрация норадреналина в мозге, плазме крови, надпочечниках, органе Цукеркандля (ОЦ), сердце и
12-и перстной кишке (12-пк) через 72 ч после стереотаксического введения 0.5 мкг анти-ДБГ сапорина в мозг 2-х дневных
крысят. * P < 0.05, различия между предыдущим и последующим значениями.
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после введения анти-ДБГ-сапорина концентра-
ция НА в плазме крови даже повысилась, в над-
почечниках – выросла, а в ОЦ – снизилась.

Описанные выше изменения наблюдались по-
сле рождения, поэтому нам представлялось важ-
ным оценить, происходят ли подобные измене-
ния в органах-источниках НА и в пренатальном
периоде, в активной фазе морфогенеза. Посколь-
ку технически невозможно стереотаксически
ввести ингибитор синтеза катехоламинов в мозг
плодов in utero, как мы это делали у неонатальных
крыс, в данной работе мы проводили энцефалэк-
томию плодов крыс на Э18 с последующей оцен-
кой через три дня изменения концентрации НА в
периферической крови, надпочечниках и ОЦ по

сравнению с ложнооперированными плодами.
Оказалось, концентрация НА в плазме крови эн-
цефалэктомированных плодов не изменилась,
тогда как в надпочечниках концентрация НА по-
высились, а в ОЦ – снизились. В ранее проведен-
ных нами работах энцефалэктомия плодов in utero
приводила к снижению концентрации дофамина
(ДА) и гонадотропин-рилизинг гормона (ГРГ) в
периферической крови у плодов крыс (Ugrumov,
2010). Это расхождение с нашими предыдущими
работами, вероятно, обусловлено тем, что основ-
ным источником ДА и ГРГ, содержащихся в пе-
риферической крови до закрытия ГЭБ, является
мозг, в то время как НА секретируется не только
мозгом, но периферической симпато-адренало-

Рис. 4. Концентрация норадреналина в плазме крови, надпочечниках и содержание в органе Цукеркандля (ОЦ) через
72 ч после энцефалэктомии 18-и дневных плодов in utero. * P < 0.05, различия между энцефалэктомированными и лож-
нооперированными (контроль плодами).
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вой системой и вне надпочечниковой хро-
маффинной тканью. В этом случае в ответ на вы-
ключение мозгового источника НА в течение трех
дней, прошедших после энцефалэктомии плодов,
скорее всего произошло компенсаторное выделе-
ние НА из периферических источников, о чем сви-
детельствует изменение концентрации НА в над-
почечниках и органе Цукеркандля.

Такие разнонаправленные изменения концен-
трации НА в надпочечниках и ОЦ после выклю-
чения синтеза НА в мозге могут быть связаны с
особенностями секреции НА в надпочечниковой
и вне надпочечниковой хромаффинной ткани.
Так как содержание НА в ткани это суммарный по-
казатель его синтеза и выделения, то повышение
концентрации НА в надпочечниках свидетельствует
о превалировании синтеза НА над его выделением в
этой ткани. Снижение содержания НА в ОЦ после
введения анти-ДБГ-сапорина скорее всего связано с
тем, что скорость выделения из этого органа прева-
лирует над скоростью синтеза НА.

НА играет критическую (жизненно важную)
роль в течение перинатального периода развития
и важность поддержания тонкого баланса катехо-
ламинов в процессе перинатального развития хо-
рошо изучена (Nguyen et al., 2001; Kinney, Thach,
2009). У большинства животных и у крыс, в част-
ности, симпатическая иннервация чревным нер-
вом периферических источников НА отсутствует
до 7-го дня жизни. Поэтому регуляция синтеза и
выделения НА из хромаффинных клеток надпо-
чечников и парагангиев (ОЦ) в этот период раз-
вития может осуществляться благодаря эндо-
кринному негативному feedback контролю через
существующие адренорецепторы (Bournaud et al.,
2007; Moura et al., 2006).

Можно полагать, что снижение концентрации
НА мозге, вызванное в наших экспериментах вы-
ключением синтеза НА в мозге, привело через 48 ч к
снижению НА в плазме крови, а затем через еще че-
рез 24 ч (т.е. в целом через 72 ч после операции) к
компенсаторному повышению секреции НА други-
ми источниками НА (н/п, ОЦ). В результате уровень
НА в крови вернулся к физиологической норме.

Для изучения конкретных молекулярных ме-
ханизмов взаимной гуморальной регуляции эн-
докринных источников норадреналина необхо-
димо проведение дальнейших исследований их
секреторной активности.

Таким образом, на моделях хронического вы-
ключения синтеза НА в мозге крыс в пре- и неона-
тальном периодах развития показано изменение
секреторной активности периферических источни-
ков НА, что, по-видимому, способствует поддержа-
нию физиологически активной концентрации НА в
общей системе циркуляции. Полученные данные
свидетельствуют о гуморальной взаимосвязи вре-

менных и постоянных источников норадреналина в
перинатальном периоде онтогенеза.

Работа поддержана грантом РНФ № 14-15-01122.
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The goal of the present study was to verify our hypothesis of humoral interaction between the norepinephrine
secreting organs in the perinatal period of ontogenesis that is aimed at the sustaining of physiologically active
level of norepinephrine in blood. The objects of the study were the transitory organs, such as brain, Zucker-
kandl’s organ, and adrenals, the permanent endocrine organ of rats that releases norepinephrine into the
bloodstream. To reach this goal, we assessed the adrenal secretory activity (norepinephrine level) and activity
of the Zuckerkandl’s organ under the conditions of destructed noradrenergic neurons of brain caused by (1) their
selective death induced by introduction of a hybrid molecular complex, which consisted of antibodies against do-
pamine-β-hydroxylase (DBH) conjugated with saporin cytotoxin (anti-DBH-saporin) into the encephalocoels of
neonatal rats; and (2) microsurgical in utero destruction of embryo’s brain (in utero encephalotomy). It was ob-
served that 72 h after either pharmacological or microsurgical norepinephrine synthesis turn off in the newborn
rat’s brain, the level of norepinephrine was increased in adrenals and, conversely, decreased in the Zuckerkandl’s
organ. Therefore, the experiments with model chronical turn off on norepinephrine synthesis in prenatal and early
postnatal rat’s brain revealed changes in the secretory activity of peripheral norepinephrine sources. This, appar-
ently, favors the sustaining of physiologically active norepinephrine level in the bloodstream.

Keywords: norepinephrine, hematoencephalic barrier, ontogenesis, brain, adrenals, Zuckerkandl’s organ,
bloodstream, neurotoxin, rat
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