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Исследование направлено на изучение механизмов гуморальной взаиморегуляции норадреналин-
продуцирующих органов у крыс в перинатальном периоде развития. Через 48 и 72 ч после введения
иммунотоксина (анти-дофамин-бета-гидроксилаза-сапорин) в желудочки мозга крыс, в мозге, над-
почечниках определяли активность ферментов синтеза норадреналина – тирозингидроксилазы и
дофамин-бета-гидроксилазы. Было показано, что через 48 ч после введения иммунотоксина в мозг
активность тирозингидроксилазы в мозге падает, при этом через 72 ч восстанавливается до уровня
контроля, что указывает на то, что в выживших нейронах усиливается синтез норадреналина. В над-
почечниках через 72 ч после введения иммунотоксина в мозг увеличивается активность дофамин-
бета-гидроксилазы, что свидетельствует о компенсаторном увеличении скорости синтеза норадре-
налина в надпочечниках при ингибировании синтеза норадреналина в мозге.
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В перинатальном периоде развития физиоло-
гически активные вещества играют важную роль
в регуляции развития и функционирования орга-
низма в качестве индукторов развития. Синтез
этих веществ и поддержание в крови их физиоло-
гически активной концентрации является необ-
ходимым условием нормального развития, сохра-
нения гомеостаза и целостности организма [1, 2].
Одним из таких физиологически активных ве-
ществ является норадреналин (НА), который в
перинатальном периоде развития – критический
период морфогенеза, участвует в регуляции раз-
вития центральной нервной системы, сердечно-
сосудистой и дыхательной систем [3].

НА синтезируется в нейронах головного мозга
и симпатической нервной системы, а также в хро-
маффинных клетках надпочечников и параган-
глиев. Все эти органы в критический период мор-
фогенеза могут быть источниками НА в общей
системе циркуляции крови [4, 5]. На основании
результатов, проведенных ранее исследований,
мы предположили, что в перинатальном периоде
развития поддержание физиологически активной

концентрации НА в плазме крови осуществляет-
ся благодаря гуморальному взаимодействию
между его центральными и периферическими ис-
точниками. Доказательством этого было сначала
снижение, а затем восстановление уровня НА в
крови после ингибирования его синтеза в мозге
[6]. Кроме того, при вызванном снижении уровня
НА в мозге, мы обнаружили увеличение его со-
держания и выделения в надпочечниках [6, 7].
Эти данные позволяют предположить, что одним
из механизмов такой компенсации может быть
усиление секреторной активности одних источ-
ников НА в ответ на снижение его синтеза в дру-
гих. Поэтому мы решили оценить секреторную
активность одних органов источников НА при
экспериментально вызванном снижении секре-
ции НА другими органами. Так, в нашей преды-
дущей работе было показано, что при дефиците
синтеза НА в мозге повышается экспрессия генов
основных ферментов синтеза НА – тирозингид-
роксилазы (ТГ) и дофамин-бета-гидроксилазы
(ДБГ) в надпочечниках [8, 9]. Однако экспрессия
генов не является показателем изменения содер-
жания самого фермента и его активности.

Исходя из вышеизложенного, целью данного
исследования было изучение роли мозга в гумо-
ральной регуляции секреторной активности пе-
риферических органов-источников НА. Задача-
ми работы явилось определение активности ТГ и
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ДБГ – прямого показателя скорости синтеза со-
ответственно предшественника НА (L-дезокси-
фенилаланина – L-ДОФА) и самого НА, в надпо-
чечниках и в мозге, на модели ингибирования
синтеза НА в мозге неонатальных крыс.

Работа проведена на самцах крыс популяции
Вистар на 2-й, 4-й и 5-й постнатальные дни жиз-
ни. День рождения крысят считался первым днем
жизни. Крыс содержали в стандартных условиях
вивария при свободном доступе к пище и воде.
Все манипуляции с животными были проведены
согласно протоколу, утвержденному комиссией
по биоэтике Института биологии развития
им. Н.К. Кольцова РАН, и находящемуся в соот-
ветствии с национальными и международными
требованиями.

Для ингибирования синтеза НА в мозге крыся-
там на 2-й постнатальный день под изофлурано-
вым наркозом в боковой желудочек мозга вводи-
ли 0.5 мкг анти-ДБГ-сапорина (гибридный моле-
кулярный комплекс, состоящий из антител
против ДБГ, связанных с цитотоксином сапори-
ном). Контрольным животным в боковой желу-
дочек мозга вводили 0.9% NaCl. Было использо-
вано по 10 животных в контрольных и экспери-
ментальных группах в эксперименте по
определению активности ТГ и такое же количе-
ство животных по определению активности ДБГ.

Через 48 и 72 ч после внутрижелудочковых вве-
дений анти-ДБГ-сапорина или 0.9% NaCl у крыс
после декапитации собирали одно полушарие
мозга и оба надпочечника. На пробу приходился
материал от одного животного.

Активность ТГ в исследуемых органах определя-
ли по скорости превращении тирозина в L-ДОФА
(in vitro), как было ранее описано в работе Brusco
et al. [10]. Органы гомогенизировали в охлажден-
ном 0.1 М фосфатном буфере. Далее к 100 мкл го-
могената добавляли 50 мкл 3-дигидроксибензил-
гидразина (NSD-1015) (конечная концентрация
100 мкМ) и инкубировали 10 мин при 37°С. После
инкубации реакцию останавливали на льду и в
каждый образец добавляли по 10 мкл сульфата ам-
мония (конечная концентрация 800 мкМ), 6-ме-
тил-5,6,7,8-тетрагидроптерин дигидрохлорида
(конечная концентрация 800 мкМ), гидрохлори-
да тирозина (конечная концентрация 200 мкМ)
(все реактивы – Sigma, США). Далее все пробы
инкубировали 30 мин при 37°С. В качестве кон-
троля использовали 100 мкл гомогената ткани
каждого исследуемого образца. После инкубации
реакцию останавливали на холоде и в каждый об-
разец добавляли 100–500 пМ внутреннего стан-
дарта – 3.4 гидробромида дигидроксибензилами-
на, после чего пробы центрифугировали при
16 500 g в течение 25 мин. Далее супернатант пере-
носили в пробирки и определяли активность ТГ
по накоплению L-ДОФА, содержание которого

измеряли с помощью высокоэффективной жид-
костной хроматографии с электрохимической де-
текцией.

Активность ДБГ определяли по скорости пре-
вращения тирамина в октопамин (in vitro) [11].
Тирамин, так же, как и дофамин является суб-
стратом для ДБГ. Мозг и надпочечники гомоге-
низировали в 10 объемах 0.02 фосфатно-солевого
буфера (рН 7.3) и центрифугировали при 16500 g в
течение 1.5 ч. К полученному супернатанту до-
бавляли 200 мкл 1 М натрий-ацетатного буфера
(pH 5.0), 100 мкл 0.1 M N-этилмалеимида, 50 мкл
20 мкM сульфата меди, 50 мкл 0.2 М фумарата на-
трия, 50 мкл 0.2 M аскорбиновой кислоты (свеже-
приготовленный), 50 мкл 20 мM паргилина,
50 мкл водного раствора каталазы (1 мг/мл) и
50 мкл 0.4 M тирамина. В качестве контроля ис-
пользовали две пробы – супернатант ткани, вы-
держанный в течение 5 мин при 95°С, в один из
которых добавляли 4 нМ октопамина. После до-
бавления в пробы смеси компонентов реакции,
образцы инкубировали при 37°С в течение 45 мин
при постоянном помешивании и доступе кисло-
рода. Инкубация была остановлена добавлением
1/10 1Н HClO4, далее пробы центрифугировали
при 200 g в течение 10 мин, переносили в колонки
(0.5 × × 10 см) Dowex-50W-X4 (Sigma, США) (H',
200–400 mesh) и элюировали 3 Н NH2OH. Полу-
ченный в результате реакции октопамин измеря-
ли на спектрофотометре при длине волны 360 нм
(UNICO, США).

Полученные данные обрабатывали статисти-
чески с помощью программы GraphPad Prism 6,
используя критерий Манна–Уитни.

В наших предыдущих исследованиях было по-
казано, что в раннем постнатальном периоде
между центральными и периферическими источ-
никами НА существует гуморальное взаимодей-
ствие. Так при снижении синтеза НА в мозге сни-
жается его уровень в общей системе циркуляции
[6]. В то же время, в надпочечниках наблюдалось
увеличение уровня НА и усиление его выделения
[6, 7]. Однако механизмы, за счет которых это
происходит до конца не ясны.

По результатам данной работы через 48 ч после
введения иммунотоксина (анти-ДБГ-сапорина) в
боковой желудочек мозга активность ТГ в мозге
снижается на 32%, через 72 ч возвращается к кон-
трольному значению (рис. 1). Эти данные свиде-
тельствуют о том, что в мозге происходит компен-
саторные механизмы, направленные на усиление
синтеза НА в выживших норадренергических
нейронах. При этом в надпочечниках активность
ТГ остается на уровне контроля как через 48, так
и через 72 ч после введения иммунотоксина в
мозг (рис. 1). Стоит отметить, что в обоих иссле-
дованных органах на момент снижения НА в кро-
ви (через 48 ч после введения иммунотоксина в
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мозг) увеличивается экспрессия гена ТГ, однако
через 72 ч повышенная экспрессия гена сохраня-
ется только в надпочечниках. При этом содержа-
ние самих ферментов остается неизменным [8]. В
данном случае стоит учесть, что изменения мРНК
не всегда коррелируют с активностью фермента и
его количеством, регуляция активности ТГ также
зависит от продолжительности и характера сти-
мула. Так, в работе Sun et al. показано, что у крыс
при хроническом системном введении никотина
(14 дней), действуя через холинергические рецеп-
торы, приводит к устойчивому увеличению
мРНК, белка и активности TГ в мозговом веще-
стве надпочечников. Однако единичная инъек-
ция никотина вызывала лишь небольшое и крат-
ковременное увеличение мРНК TГ, но не самого
фермента [12].

Принимая во внимание отсутствие изменения
активности ТГ в надпочечниках, можно предпо-
ложить, что увеличение содержания НА вероят-
нее всего осуществляется за счет второго важного
фермента – ДБГ. Поэтому наряду с ТГ мы реши-
ли также оценить активность ДБГ. Активность
ДБГ в мозге через 48 ч после введения иммуно-
токсина в мозг не менялась, однако, через 72 ч
снижалась на 27% по сравнению с контролем
(рис. 2), что является следствием дегенерации
норадренергических нейронов. В надпочечниках,
наоборот, при отсутствии изменений через 48 ч
после введения анти-ДБГ-сапорина в мозг, через
72 ч активность ДБГ увеличилась на 17% по срав-
нению с контролем (рис. 2). В надпочечниках ак-
тивность ДБГ через 72 ч имеет однонаправленные
изменения с экспрессией гена ДБГ [9]. При этом
нужно отметить, что экспрессия гена также уве-
личилась и через 48 ч [8]. Эти данные свидетель-
ствуют о том, что наряду со снижением активно-

сти ДБГ в мозге, в надпочечниках, наоборот, про-
исходит увеличение ее активности, что вероятнее
всего приводит к большему накоплению и выде-
лению НА, что мы и наблюдали в предыдущих на-
ших экспериментах [7].

В литературе считается, что скорость-лимити-
рующим ферментов синтеза катехоламинов явля-
ется ТГ [13]. Однако, обнаружив увеличение ак-
тивности ДБГ в надпочечниках на нашей модели,
мы предположили, что возможно данный фер-
мент может принимать на себя роль скорость-ли-
митирующего фермента, при недостаточном
уровне НА в крови. ДБГ менее изученный фер-
мент, в отличие от ТГ, поэтому в литературе мало
информации о его регуляции. Известно, что не-
которые транскрипционные факторы могут при-
нимать участие в ее регуляции. Так, транскрип-
ционный фактор Egr1 может играть ингибирую-
щую роль в регуляции транскрипции гена ДБГ
[14]. Также существуют предположения, что в
условиях, которые увеличивают активность
норадренергических нейронов, увеличивается не
только активность TГ, но также и активности
ДБГ, которая фактически становится скорость-
лимитирующим ферментом синтеза НА [15]. По-
скольку ДБГ не обнаруживается в цитозоле, но
локализуется в везикуле, при активации норадре-
нергических нейронов происходит насыщение
ДБГ, что приводит к большему накоплению до-
фамина в везикулах. Деполяризация может вызы-
вать высвобождение дофамина, а также НА при
насыщении ДБГ [13]. Увеличение активности
ДБГ в надпочечниках, которое мы обнаружили на
нашей модели, может свидетельствовать о том,
что на уровне ДБГ может также происходить ре-
гуляция синтеза НА. Однако для получения пря-

Рис. 1. Активность тирозингидроксилазы (ТГ) в мозге
и надпочечниках через 48 и 72 ч после введения 0.5 мкг
анти-ДБГ-сапорина в боковой желудочек мозга крыс.
* p < 0.05 различия по сравнению с контролем.
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Рис. 2. Активность дофамин-бета-гидроксилазы
(ДБГ) в мозге и надпочечниках через 48 и 72 ч после
введения 0.5 мкг анти-ДБГ-сапорина в боковой желу-
дочек мозга крыс. * p < 0.05 различия по сравнению с
контролем.
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мых доказательств необходимо провести допол-
нительные исследования.

Таким образом, в проведенном исследовании
показано, что при ингибировании синтеза НА в
мозге неонатальных крыс происходит компенса-
торное увеличение активности ДБГ в надпочеч-
никах, что, вероятно, и приводит к повышению
уровня НА в крови до нормы.
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THE ROLE OF THE BRAIN IN REGULATION OF PERIPHERAL 
NORADRENALINE ORGANS-SOURCES IN NEONATAL RATS: 

NORADRENALINE SYNTHESIS ENZYME ACTIVITY
A. R. Murtazinaa, Yu. O. Nikishinaa,#, and Academician of the RAS M. V. Ugrumova

a Koltzov Institute of Developmental Biology of Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation
#e-mail: zubova.y@gmail.com

The study is aimed at studying the mechanisms of reciprocal humoral regulation of noradrenaline -producing
organs in rats in the perinatal period of development. 48 and 72 h after injection of immunotoxin (Anti-do-
pamine β-hydroxylase-saporin) into ventricles of rat brain, noradrenaline synthesis enzyme activity of tyro-
sine hydroxylase and dopamine-beta-hydroxylase was measured in the brain and adrenal glands. It was ob-
served, that 48 h after injection of immunotoxin tyrosine hydroxylase activity on the brain decreases, however
72 h after injection it reaches control levels. This shows that noradrenaline synthesis increases in remaining
neurons. In adrenal glands, 72 h after injection of immunotoxin in the brain, increases activity of dopamine-
beta-hydroxylase. It points to on a compensatory increase in the rate of synthesis of noradrenaline in the ad-
renal glands while inhibiting the synthesis of noradrenaline in the brain.

Keywords: dopamine-beta-hydroxylase, rat, noradrenaline, tyrosine hydroxylase
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