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Исследование посвящено изучению гуморального взаимодействия органов – источников важней-
шего морфогенетического фактора – норадреналина (НА) в общей системе циркуляции у крыс в
неонатальном периоде развития. В качестве одного из механизмов такого взаимодействия мы рас-
сматривали изменение синтеза НА в центральных и периферических органах при выключении его
синтеза в мозге у неонатальных крыс. С этой целью в мозге, надпочечниках и органе Цукеркандля
определяли уровень экспрессии генов и содержание ферментов синтеза НА – тирозингидроксила-
зы (ТГ) и дофамин-β-гидроксилазы (ДБГ). Выключение синтеза НА при разрушении норадренер-
гических нейронов вызывали введением в желудочки мозга неонатальных крыс анти-ДБГ-сапори-
на – антител против дофамин-β-гидроксилазы, связанных с цитотоксином сапорином. Содержа-
ние мРНК ТГ и ДБГ в органах определяли с помощью ПЦР в реальном времени, содержание белков
ферментов – методом Вестерн-блоттинга. Показано, что выключение синтеза НА в мозге двухднев-
ных животных через 48 ч приводит к резкому повышению содержания мРНК ТГ и ДБГ в надпочеч-
никах и органе Цукеркандля при сохранении содержания обоих ферментов на уровне контроля.
Эти данные свидетельствуют о компенсаторном усилении экспрессия генов ферментов синтеза НА
на уровне транскрипции в результате гуморального взаимодействия центральных и перифериче-
ских источников НА в неонатальном периоде онтогенеза.
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ВВЕДЕНИЕ

На всех этапах онтогенеза жизнедеятельность
организма и сохранение гомеостаза обеспечивает-
ся эндогенными химическими сигналами. К таким
сигнальным молекулам, обладающим наиболее
широким спектром физиологического действия во
взрослом и развивающемся организме, относится
норадреналин (НА). У взрослых животных НА ока-
зывает кратковременное обратимое влияние на
клетки и органы-мишени, а в развивающемся орга-
низме – еще и долгосрочное необратимое “морфо-
генетическое” влияние в критические периоды
морфогенеза (Lauder, 1993; Nguyen et al., 2001).

НА синтезируется в нейронах головного мозга,
в симпатических ганглиях и в хромаффинных
клетках мозгового вещества надпочечников и па-
раганглиев. В перинатальном периоде развития у

крыс все эти органы являются источниками НА в
общей системе циркуляции (Moore and Bloom,
1979; Tischler, 1989; Угрюмов, 1999; Goldstein et al.,
2003; Huber et al., 2009; Никишина и др., 2016). В
это время концентрация НА в периферической
крови поддерживается на уровне, сравнимом с
его уровнем в портальной системе циркуляции
взрослых животных, т.е. она достаточна для регу-
ляции функций органов-мишеней (Thomas et al.,
1989; Зубова и др., 2015а). При этом каждый из ис-
точников НА вносит определенный вклад в под-
держание этой концентрации (Муртазина и др.,
2016). В это же время – у крыс до 7-го дня жизни
отсутствует симпатическая регуляция как самих
источников НА, так и их мишеней (сердце, лег-
кие, лимфоидные органы) (Seidler, Slotkin, 1985;
Tomlinson, Coupland, 1990; Bellinger et al., 1992;
Hildreth et al., 2009). При этом функционирует не
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нервная, а гуморальная регуляция. Согласно до-
минирующей в настоящее время концепции фор-
мирования нейроэндокринных регуляций в онто-
генезе, периферические эндокринные железы,
включая параганглии, функционируют автоном-
но до окончательного созревания мозга и станов-
ления гипоталамо-гипофизарного контроля этих
желез. Однако недавно нами были получены дан-
ные, свидетельствующие в пользу нашего пред-
положения о гуморальном (эндокринном) взаи-
модействии между органами – источниками НА в
онтогенезе через специфические ауторецепторы,
экспрессия генов которых обнаруживается в
нервных и хромаффинных клетках уже в прена-
тальном периоде развития (Fujinaga, Scott, 1997).
Ранее мы показали, что 1) мозг в неонатальном
периоде развития до формирования гематоэнце-
фалического барьера является источником НА в
периферической крови; 2) ингибирование синте-
за НА в мозге приводит к снижению концентра-
ции НА в периферической крови и изменению
секреторной активности – содержания и выделе-
ния НА – его периферических источников (Зубо-
ва и др., 2015а, 2015б; Никишина и др., 2016; Бон-
даренко и др., 2017).

Секреторная активность органов – источни-
ков НА определяется их способностью синтези-
ровать, запасать и выделять НА.

Целью данной работы было изучение молеку-
лярно-генетических механизмов синтеза НА в
центральных и периферических органах – источ-
никах НА при ингибировании его синтеза в мозге
у неонатальных крыс.

В задачи работы входило оценить в мозге, над-
почечниках и органе Цукеркандля у неонаталь-
ных крыс:

1. Уровень экспрессии генов ферментов синте-
за НА (тирозингидроксилазы – ТГ и дофамин-β-
гидроксилазы – ДБГ).

2. Содержание ферментов синтеза НА (ТГ и
ДБГ).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные. Работа проведена на самцах крыс
популяции Вистар на 2-й и 4-й дни жизни. День
рождения крысят считали первым днем жизни.
Крыс 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 2-й день жизни в желудочки мозга
вводили анти-ДБГ-сапорин – гибридный молеку-
лярный комплекс, состоящий из антител против
дофамин-β-гидроксилазы, связанных с цитоток-
сином сапорином (Wiley, Kline, 2000; Coradazzi,
2010). Всего было использовано 28 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.

Взятие и обработка материала. У крыс через 48 ч
после внутри желудочковых введений на 2-й день
жизни анти-ДБГ-сапорина под наркозом (хлорал-
гидрат 400 мг/кг, Sigma, США) собирали мозг (од-
но полушарие), надпочечники, орган Цукерканд-
ля. На пробу приходился материал от одного жи-
вотного.

Содержание мРНК ТГ и ДБГ в органах опре-
деляли с помощью ПЦР в реальном времени, ко-
торое проводили на автоматическом амплифи-
каторе 7500 Real-Time PCR System (Applied Bio-
systems, США) с использованием смеси
qPCRmix-HS SYBR + ROX (Fermentas, США) и
специфических олигонуклеотидов (Евроген,
Россия; Литех, Россия). Смысловая последова-
тельность к ТГ 5'-AGTCTGGCCTTCCGCGT-
GTTTCAA-3'; антисмысловая последователь-
ность 5'-CCCCCAGAGATGCAAGTCCAATG-3',
смысловая последовательность к ДБГ 5'-GCC-
GAAATCTGGAATCCGCATCTT-3'; антисмысло-
вая последовательность 5'-TGGGGGCTGTAGT-
GGTTGTCTCTG-3. Значения экспрессии генов
ферментов нормировали на экспрессию гена “до-
машнего хозяйства” GAPDH. Уровень экспрес-
сии гена GAPDH определяли с использованием
праймеров: смыслового – 5'-CTGACATGCCG-
CCTGGAGAAA-3' и антисмыслового – 5'-TGG-
AAGAATGGGAGTTGCTGTTGA-3'. Расчет от-
носительной экспрессии гена проводили мето-
дом ΔΔCt с учетом эффективности ПЦР, который
определяли методом построения стандартных
кривых (Bookout et al., 2006).

Содержание ТГ и ДБГ в органах определяли
методом Вестерн-блоттинга. ОЦ гомогенизиро-
вали в RIPA-буфере (50 мМ Трис (pH 8), 150 мМ
NaCl, 0.1% SDS, 1% NP40) с помощью ультразвуко-
вого гомогенизатора (Labsonic M “Sartorius AG”,
Германия) и центрифугировали при 2000 g и 4°C в
течение 20 мин. В супернатантах определяли со-
держание белка методом “BCA”. Затем к 100 мкл
супернатанта добавляли 5 мкл β-меркаптоэтано-
ла и кипятили 5 мин. Полученные осветленные
гомогенаты использовали для Вестерн-блоттинга.
Электрофорез выполняли по методу Лэммли (Lae-
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mmli, 1970). На дорожку наносили равное коли-
чество белка (20 мкг белка на ТГ и 40 мкг ДБГ). В
качестве маркеров молекулярных масс использо-
вали коммерческий препарат (Thermo Scientific
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, Thermo
Scientific, США). Перенос белков на нитроцел-
люлозную мембрану осуществляли в течение 1 ч
15 мин при 290 мА в буфере для переноса (25 мМ
Tрис-HCl, рН 7.5, 192 мМ глицин, 20% этанол).
Качество переноса оценивали после окрашива-
ния Понсо С. Мембраны отмывали от красителя
в TNT буфере (10 мМ Трис-HCl, pH 7.5, 150 мМ
NaCl, 0.1% Tween 20). Для предотвращения не-
специфической сорбции антител мембраны инку-
бировали в блокирующем растворе (5% обезжи-
ренное молоко, 0.1% Tween-20) в течение 1 часа
при комнатной температуре. Затем в течение
10 часов с моноклональными антителами мыши к
ТГ (1 : 1500) (Sigma, США) и поликлональными
антителами овцы к ДБГ (1 : 1000) (Abcam, США)
при 4°С. По окончании инкубации мембраны не-
сколько раз промывали в TNT буфере и инкубиро-
вали со вторыми антителами (конъюгированными с
пероксидазой хрена) к IgG мыши (1 : 50000) и овцы
(1 : 50000) (Thermo Scientific, США) в течение 2 ч
при 20°C. После инкубации со вторыми антите-
лами мембраны несколько раз промывали в TNT
буфере и проявляли стандартным методом уси-
ленной хемилюминесценции (ECL) с помощью
набора Amersham (ECL Western Blotting Detection
Reagent, США). Рентгеновские пленки сканиро-
вали и полученные изображения обрабатывали в

программе ImageJ, оценивая интегральное погло-
щение белковых полос. Содержание ТГ и ДБГ
было нормировано на общее содержание белка и
выражено в процентах от контроля.

Полученные данные обрабатывали статисти-
чески в программе GraphPad Prism6 с помощью
критерия Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Экспрессия генов ТГ и ДБГ в мозге, надпочечни-
ках и ОЦ через 48 ч после стереотаксического вве-
дения анти-ДБГ-сапорина в мозг двухдневных
крыс. Согласно полученным нами результатам
через 48 ч после введения анти-ДБГ-сапорина в
мозг двухдневных крыс экспрессия гена ТГ в моз-
ге, выраженная содержанием мРНК ТГ относи-
тельно контрольного гена GAPDH, была на 56%
выше, чем в контроле, в надпочечниках – на 53%
выше, чем в контроле, а в органе Цукеркандля на
55.8% выше, чем в контроле (рис. 1).

Содержание мРНК ДБГ в мозге после введе-
ния анти-ДБГ-сапорина в мозг двухдневных крыс
не изменилось по сравнением с контролем, в над-
почечниках возросло на 59.4%, а в органе Цукер-
кандля – на 60.8% (рис. 2).

Содержание ТГ и ДБГ в мозге, надпочечниках и
ОЦ через 48 ч после стереотаксического введения
анти-ДБГ-сапорина в мозг двухдневных крыс. Со-
держание белка ТГ после введения анти-ДБГ-са-
порина в мозг двухдневных крыс не изменилось

Рис. 1. Содержание мРНК тирозингидроксилазы
(ТГ) в мозге, надпочечниках и органе Цукеркандля
через 48 ч после стереотаксического введения 0.5 мкг
анти-ДБГ-сапорина в мозг крысам на второй день
жизни. * p < 0.05 между контролем и опытом.
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Рис. 2. Содержание мРНК дофамин-β-гидроксилазы
(ДБГ) в мозге, надпочечниках и органе Цукеркандля
через 48 ч после стереотаксического введения 0.5 мкг
анти-ДБГ-сапорина в мозг крысам на второй день
жизни. * p < 0.05 между контролем и опытом.
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по сравнению с контролем ни в мозге, ни в надпо-
чечниках, ни в органе Цукеркандля (рис. 3).

Содержание белка ДБГ после введения анти-
ДБГ-сапорина в мозг двухдневных крыс не изме-
нилось по сравнению с контролем ни в мозге, ни в
надпочечниках, ни в органе Цукеркандля (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ
Поддержание физиологически активной кон-

центрации НА в плазме крови является необхо-
димым условием для нормального развития орга-
низма. Нарушение метаболизма НА в перинаталь-
ном периоде развития приводит к необратимым

Рис. 3. Содержание тирозингидроксилазы (ТГ) в мозге, надпочечниках, в органе Цукеркандля (а, б) через 48 ч после
стереотаксического введения 0.5 мкг анти-ДБГ-сапорина крысам на второй день жизни.
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Рис. 4. Содержание дофамин-β-гидроксилазы (ДБГ) в мозге, надпочечниках, в органе Цукеркандля (а, б) через 48 ч по-
сле стереотаксического введения 0.5 мкг анти-ДБГ-сапорина крысам на второй день жизни.
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изменениям, часто не совместимым с жизнью
(Thomas et al., 1995; Viemari et al., 2004; Hildreth
et al., 2009; Kinney, Thach, 2009). В данной работе
мы постарались приблизиться к пониманию ме-
ханизмов пластичности органов-источников НА,
обеспечивающих гомеостаз НА. С этой целью мы
оценивали молекулярно-генетические механиз-
мы синтеза НА в центральных и периферических
органах-источниках НА при ингибировании его
синтеза в мозге у крыс в неонатальном периоде
развития. В качестве показателей, характеризую-
щих синтез НА, мы рассматривали экспрессию
генов и содержание 2-х основных ферментов –
ТГ и ДБГ. ТГ является скорость лимитирующим
ферментом всей цепи реакций превращения ти-
розина в НА, ДБГ – является последним фермен-
том синтеза в рассматриваемой цепи реакций.

Для выключения синтеза НА в норадренергиче-
ских нейронах мозга использовали анти-ДБГ-са-
порин, относящийся к аксонально транспортируе-
мым иммунотоксинам. При введении в желудочки
мозга он диффундирует по нейрональной поверх-
ности и связывается с молекулой-мишенью (дофа-
мин-β-гидроксилаза) на плазматической мембра-
не аксонов. Затем этот комплекс захватывается в
клетку эндоцитозом и после освобождения и по-
ступления токсина в цитоплазму в течение не-
скольких часов продвигается по аксону к телу
нейрона, еще какое-то время (часы) необходимо
для поступления его к рибосомам, ингибирова-
ния синтеза белка и нарушения функции нейро-
на. Гибель же нейронов продолжается от не-
скольких дней до двух недель (Wiley, Kline, 2000).

Ранее мы показали, что через 48 ч после введе-
ния анти-ДБГ-сапорина в желудочки мозга крыс
на 2-й день жизни содержание НА в мозге снизи-
лось в 3 раза, а в периферических органах не из-
менилось, т.е. именно через 48 ч токсин избира-
тельно разрушил норадренергические нейроны
мозга и не затронул синтез НА в других клетках.
При этом концентрация НА в плазме крови снизи-
лась в 1.5 раза (Никишина и др., 2016). Через 72 ч на
этой же модели изменилась секреторная актив-
ность периферических органов, синтезирующих
НА (содержание и выделение НА), что сопровож-
далось восстановлением уровня НА в плазме кро-
ви (Никишина и др., 2016; Бондаренко и др.,
2017). Поскольку содержание НА в ткани это ре-
зультирующая синтеза и выделения, в данной ра-
боте мы оценивали синтез НА в мозге и перифери-
ческих источниках при выключении его в мозге.

При оценке экспрессии генов основных фер-
ментов синтеза НА – ТГ и ДБГ в мозге через 48 ч
после введения анти-ДБГ-сапорина в мозг мы об-
наружили значительное увеличение содержания
мРНК ТГ и сохранение содержания мРНК ДБГ на
уровне контроля, однако содержание ферментов не
изменилось. Учитывая, что число ДБГ-иммуно-

позитивных нейронов было снижено после вве-
дения анти-ДБГ-сапорина на 32% (Бондаренко и
др., 2017), мы полагаем, что в сохранившихся но-
радренергических нейронах продолжается экс-
прессия гена ДБГ, с чем и связано отсутствие из-
менения содержания мРНК ДБГ по сравнению с
контролем.

Экспрессию ферментов синтеза НА мы опреде-
ляли в целом мозге, который включает системы,
как норадренергические, так и дофаминергиче-
ские. Известно, что терминали аксонов норадре-
нергических нейронов голубого пятна обнаружи-
ваются в структурах среднего мозга (Mejías-Aponte
et al., 2009) и НА может оказывать ингибирующее
действие на секрецию дофамина через альфа 2-ад-
ренорецепторы (Guiard et al., 2008). Учитывая та-
кое воздействие НА на дофаминергические нейро-
ны можно предположить, что при ингибировании
синтеза НА, происходит увеличение экспрессии ТГ
как скорость лимитирующего фермента в дофами-
нергических нейронах.

В надпочечниках через 48 ч после ингибирова-
ния синтеза НА в мозге двухдневных крыс уро-
вень мРНК ТГ и ДБГ резко возрастал, тогда как
содержание ферментов не изменилось. Предпо-
лагается, что усиление экспрессии генов основ-
ных ферментов синтеза НА является началом
компенсаторной реакции усиления их синтеза в
ответ на снижение уровня НА в периферической
крови. Это предположение подтверждается и тем,
что через 72 ч после введения в желудочки мозга
анти-ДБГ-сапорина содержание НА в надпочеч-
никах и спонтанное выделение НА достоверно
увеличиваются (Никишина и др., 2016). Все это
вместе свидетельствует о компенсаторном усиле-
нии синтеза НА в надпочечниках при ингибиро-
вании его синтеза в мозге.

Наряду с оценкой синтеза НА в хромаффин-
ной ткани надпочечников мы также рассматривали
синтез НА во вненадпочечниковой хромаффинной
ткани, наиболее крупное скопление которой пред-
ставлено ОЦ. ОЦ достигает максимальной функ-
циональной активности у крыс к третьему дню
жизни и далее претерпевает инволюцию к концу
второй недели жизни (Schober et al., 2013). Через
48 ч после введения в желудочки мозга анти-ДБГ-
сапорина содержание мРНК ТГ и ДБГ резко воз-
росло, а содержание самих ферментов ТГ и ДБГ
не изменилось. Интересно, что в предыдущих ис-
следованиях на этой же модели через 72 ч содер-
жание НА в ОЦ было немного снижено по срав-
нению с контролем, однако при отсутствии изме-
нений в спонтанном выделении изменился
характер стимулированного выделения: если в
контроле отсутствует реакция ОЦ на К+-деполя-
ризацию, то после ингибирования синтеза НА в
мозге появляется способность отвечать на стиму-
ляцию (Никишина и др., 2016; Бондаренко и др.,
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2017). Можно предположить, что такая же ком-
пенсаторная реакция ОЦ в виде усиления экс-
прессии ферментов синтеза НА наблюдается и в
данной работе.

Важно отметить, что ингибирование синтеза
НА в мозге через 48 ч привело к росту экспрессии
генов ТГ и ДБГ в периферических источниках
НА – надпочечниках и ОЦ, в то время как содер-
жание этих ферментов оставалось неизменным.
Скорее всего это связано с тем, что изменения на
уровне транскрипции происходит гораздо рань-
ше (быстрее), чем изменение на уровне трансля-
ции. Так, в ранее проведенном исследовании чет-
ко прослеживался поэтапный ответ перифериче-
ских источников НА на ингибирование его
синтеза в мозге – через 48 ч после введения ток-
сина происходило снижение содержания НА в
мозге и концентрации в плазме крови, тогда как в
периферических органах содержание НА не ме-
нялось. Однако еще через 24 ч (т.е. через 72 ч по-
сле введения токсина) происходило компенса-
торное восстановление концентрации НА в крови
до контрольного уровня и повышение содержания
НА в надпочечниках (Никишина и др., 2016). По-
этому мы полагаем, что обнаруженное нами усиле-
ние экспрессии генов ферментов синтеза НА –
это первый этап такой компенсаторной реакции
периферических источников НА, а повышение
содержания самих ферментов мы можем увидеть
позднее.

Таким образом, в проведенном исследовании
показано, что при ингибировании синтеза НА в
мозге неонатальных животных резко возрастает
экспрессия генов ферментов синтеза НА – ТГ и
ДБГ в надпочечниках и органе Цукеркандля, что
свидетельствует о компенсаторном усилении экс-
прессии этих ферментов на уровне транскрипции в
результате гуморального взаимодействия источ-
ников норадреналина в неонатальном периоде
онтогенеза.

Работа поддержана грантом РНФ № 14-15-
01122.
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The study is devoted to investigating the humoral interaction of the organs that are major sources of the mor-
phogenetic factor noradrenaline (noradrenaline) in the general circulation system of rats in the neonatal pe-
riod of development. The change in the synthesis of noradrenaline in the central and peripheral organs when
its synthesis in the brains of neonatal rats is switched off was considered as one of the mechanisms of such
interaction. For this purpose, the level of gene expression and the content of enzymes involved in the synthe-
sis of noradrenaline—tyrosine hydroxylase (TH) and dopamine-β-hydroxylase (DBH)—was determined in
the brain, adrenal glands, and the organ of Zuckerkandl. The synthesis of noradrenaline after destruction of
noradrenergic neurons was switched off by injecting anti-DBH-saporin antibodies against dopamine-β-hy-
droxylase conjugated to the cytotoxin saporin into the cerebral ventricles of neonatal rats. The content of TH
and DBH mRNA in organs was determined by real-time PCR, and the protein content of enzymes was de-
termined by Western blotting. It is shown that, 48 h after switching off the synthesis of noradrenaline in the
brain of 2-day-old animals, a sharp increase in TH and DBH mRNA content in adrenal glands and the organ
of Zuckerkandl was observed, although the content of both enzymes was retained at the control level. These
data indicate a compensatory enhancement of expression of the genes encoding noradrenaline synthesis en-
zymes at the transcriptional level as a result of humoral interaction of central and peripheral sources of nor-
adrenaline in the neonatal period of ontogeny.

Keywords: noradrenaline, brain, adrenal glands, organ of Zuckerkandl, general circulation system, immuno-
toxin, ontogeny, rat
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