
НЕЙРОХИМИЯ, 2020, том 37, № 2, с. 183–187

183

СВЯЗЫВАНИЕ КОЛХИЦИНА С ТУБУЛИНОМ В СТРУКТУРАХ 
ГОЛОВНОГО МОЗГА В НОРМЕ И ПРИ ШИЗОФРЕНИИ
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Одним из компонентов цитоскелета являются микротрубочки (МТ) – сложная внутриклеточная
система, повреждение которой может вызвать нарушения, приводящие к развитию патологических
процессов в клетке. Это дает повод для изучения при шизофрении тубулина, основного белка МТ.
Для оценки относительного количества тубулина было использовано его специфическое свойство
связываться с колхицином в эквимолярном соотношении. Цель исследования – определить уро-
вень связывания колхицина (колхицинсвязывающую активность тубулина) в различных структурах
головного мозга в норме и при шизофрении. Исследование проведено на образцах структур ауто-
псийного мозга больных шизофренией (n = 7) и лиц контрольной группы (n = 15). Колхицинсвязы-
вающую активность тубулина определяли по Шерлингу в обогащенных тубулином экстрактах бел-
ков (проводилась однократная полимеризация–деполимеризация). В префронтальной (поле 10),
лимбической (поле 23/24) и височной (поле 21) коре головного мозга при шизофрении в сравнении
с контролем наблюдалось достоверное снижение колхицинсвязывающей активности тубулина. В
таламусе колхицинсвязывающая активность при шизофрении не изменяется относительно контро-
ля, но при этом она ниже, чем в полях коры. При шизофрении выявлено снижение колхицинсвя-
зывающей активности тубулина в префронтальной (поле 10), лимбической (поле 23/24) и височной
(поле 21) коре головного мозга, но не в таламусе (подкорковой структуре мозга).
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ВВЕДЕНИЕ

Среди белков мозга доля цитоскелетных бел-
ков является наибольшей. Одним из главных
компонентов цитоскелета являются микротру-
бочки (МТ), в состав которых входит белок тубу-
лин и ассоциируемые с ним белки.

Тубулин представляет собой димер из 2-х
субъединиц: альфа и бета [1, 2]. Основным свой-
ством альфа-, бета-димеров тубулина является их
полимеризация в МТ, которые способны к депо-
лимеризации. Эти два процесса находятся в дина-
мическом равновесии [3, 4].

МТ, кроме цитоскелетной функции, выполня-
ют и другие важные функции, а именно обеспе-
чивают клеточную миграцию, образование новых
синапсов, транспорт через аксоплазму белков,
нейромедиаторов, фактора роста нервов и орга-
нелл, выброс нейромедиаторов, активность внут-
риклеточных ферментных систем, функции и

экспрессию различных мембранных рецепторов,
активность клеток иммунной системы [1, 3–5].

Повреждение микротубулярной системы мо-
жет способствовать развитию широкой картины
внутриклеточных нарушений, приводящих к раз-
витию патологических процессов в клетке, что
дает повод для изучения тубулина и МТ при раз-
личных заболеваниях, в том числе нервных и пси-
хических.

В настоящей работе проводилось сравнитель-
ное исследование связывания колхцина с тубули-
ном в префронтальной (поле 10), лимбической
(поле 23/24) и височной (поле 21) коре головного
мозга в норме и при шизофрении. Известно, что
тубулин связывается с митотическим ядом колхи-
цином в эквимолярном соотношении и поэтому
по связыванию с колхицином можно составить
представление о количестве тубулина [6].

Цель исследования – определить уровень свя-
зывания колхицина (колхицинсвязывающую ак-
тивность тубулина) в различных структурах го-
ловного мозга: префронтальной (поле 10), височ-
ной (поле 21), лимбической коре (поле 23/24) и
таламусе – в норме и при шизофрении.
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Выбранные области коры наиболее часто изу-
чаются при шизофрении в связи с выявлением в
них аномального функционирования некоторых
биохимических систем [7–9]. Выбор таламуса
обусловлен данными о нарушении его связей с
корой головного мозга и структурным изменени-
ям при шизофрении [10–12].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В настоящем исследовании использовались

образцы аутопсийного мозга из коллекции лабо-
ратории нейрохимии ФГБНУ НЦПЗ, собранной
на базе Психиатрической клинической больницы
№ 1 им. Н.А. Алексеева. У госпитализированных
пациентов (n = 7) с хроническим течением забо-
левания шизофрения была диагностирована по
критериям МКБ-10 при жизни F 20.0 (приступо-
образно-прогредиентная форма). В контрольную
группу включались образцы аутопсийного мозга,
полученные из московских больниц (отделений
травматологии) от лиц без психических, невроло-
гических и наркологических расстройств (n = 15).
Не все зоны мозга от каждого испытуемого были
доступны для анализа. В обеих группах причина-
ми смерти были острая сердечно-сосудистая не-
достаточность или тромбоэмболия легочной ар-
терии. Образцы коры мозга — префронтальной
коры (поле 10), височной коры (поле 21), лимби-
ческой коры (поля 23/24) и таламуса выделяли по
картам полей по Бродману при температуре 4°С и
использовали для выделения тубулина.

Группа больных шизофренией состояла из
6 мужчин и 1 женщины в возрасте 42–76 лет (ме-
диана 59 лет). Контрольную группу составляли
12 мужчин и 3 женщины без психической патоло-
гии в возрасте 46–90 лет (медиана 58 лет).

Колхицинсвязывающую активность тубулина
определяли в обогащенных тубулином экстрактах
белков из образцов структур мозга человека (про-
водилась однократная сборка–разборка) [13].

В полученных растворах тубулинового препа-
рата измеряли концентрацию белка и разливали
по аликвотам, которые замораживали в жидком
азоте и хранили при –80°С.

Концентрацию белка определяли спектрофо-
тометрическим методом Лоури с использованием
набора реагентов Bio-Rad DC Protein Assay
(США) и с использованием БСА в качестве бел-
кового стандарта.

Колхицинсвязывающую активность тубулина
определяли по методу Sherline [6] с небольшими
модификациями как описано в статье [13] по сле-
дующей схеме:

1) 40 мкл 3H-колхицина (4.9 Кю/ммоль) Amer-
sham (Англия) высушивали под струей газообраз-
ного азота и добавляли к нему 100 мкл свежепри-
готовленного 0.11 мМ водного раствора немечен-
ного колхицина (фирма Sigma, С9754).

2) В пробирки разливали по 100 мкл 50 мM К-
Na-фосфатного буферa /1 мМ MgCl2, pH 6.7, за-
тем добавляли в контрольную и стандартную про-
бирку 100 мкл того же буфера, а в тестируемые по
100 мкл белкового раствора в концентрации от 1.4
до 7 мг/мл в 50 мM К-Na-фосфатном буфере /1
мМ MgCl2, pH 6.7

3) В каждую пробирку добавляли по 10 мкл
смеси меченого и немеченого колхицина.

4) Пробирки инкубировали в течении 90 мин
при 37°С.

5) После инкубации во все пробирки, кроме
стандарта, добавляли 1 мл водно-угольной сус-
пензии (3 мкг/мл) (активированный уголь, фир-
ма Sigma, С9157) для остановки реакции. В про-
бирку со стандартом добавляли 1 мл деионизо-
ванной воды.

6) Пробы перемешивали и инкубировали в те-
чении 20 мин при комнатной температуре.

7) Для осаждения угля растворы центрифуги-
ровали при 1200 g 30 мин при 4°С.

8) Из каждой пробирки отбирали по 100 мкл
супернатанта и переносили во флакон с 4 мл
сцинтилляционной жидкости.

9) Проводили измерение на счетчике 1211
Rackbeta (LKB, Швеция).

10) Связывание колхицина (в %) определяли
по формуле:

Для статистической обработки данных ис-
пользовался непараметрический анализ (поиск
статистически значимых различий между группа-
ми – тест Манна–Уитни, корреляционный ана-
лиз – поиск ранговых корреляций и определение
коэффициента корреляции Спирмена).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Величины связывания колхицина (в %) в пре-

фронтальной (поле 10), височной (поле 21), лим-
бической коре (поле 23/24) и в таламусе в норме и
при шизофрении представлены на рис. 1. Можно
видеть, что во всех исследуемых областях коры

( ) ( )образец контроль стандарт контрольИмпульс Импульс Импульс Импульс 100.− − ×
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головного мозга при шизофрении в сравнении с
контрольными случаями наблюдалось с высокой
степенью достоверности снижение колхицинсвя-
зывающей активности. В то же время в таламусе
таких изменений не происходило – как в норме,
так и при шизофрении колхицинсвязывающая
активность оставалась низкой.

Далее было проведено сравнение колхицинс-
вязывающей активности в исследуемых структу-
рах мозга между собой как в контрольной группе,
так и при шизофрении. Уровни достоверности,
полученные при этом анализе, приведены в табл. 1.

В обеих группах колхицинсвязывающая ак-
тивность в поле 10 и в поле 21, а также в поле 21 и
в поле 23/24 между собой не различалась, в то же
время активность в поле 10 достоверно отлича-
лась от таковой в поле 23/24 только в контроль-
ной группе. Как в контрольной группе, так и при
шизофрении колхицинсвязывающая активность
значительно снижена в таламусе по сравнению с
этим показателем во всех исследуемых областях
коры головного мозга.

ОБСУЖДЕНИЕ
Исследование тубулина и МТ активно разви-

вается при шизофрении: получены эксперимен-
тальные данные, указывающие на аномалии ци-
тоскелета нервных клеток; выявлено изменение
иммунореактивности ассоциированного с тубу-
лином белка МАР-2; обнаружено, что дигидро-
пироминидазы, входящие в семейство тубулин-
ассоциированных белков, могут быть связаны с
повышенным риском развития шизофрении; по-
казано значительное снижение количества пер-
вичной цилии – органеллы с высоким содержа-
нием МТ [14–17].

В настоящей работе исследовалось связывание
колхицина с тубулином в различных структурах
мозга в норме и при шизофрении.

Полученные результаты определения колхи-
цинсвязывающей активности тубулина указыва-
ют на ее относительно равномерное распределе-
ние в исследованных областях коры в контроль-

ной группе и при шизофрении, кроме выявления
достоверных различий между полем 10 и полем
23/24 в контрольной группе, но не при шизофре-
нии.

При сопоставлении колхицинсвязывающей
активности тубулина в полях коры лиц контроль-
ной группы и соответствующих полях коры боль-
ных шизофренией наблюдается ее достоверное
снижение.

Выявленное уменьшение колхицинсвязываю-
щей активности в областях коры при шизофре-
нии не зависело от возраста, пола и постморталь-
ного интервала (ПМИ), так как сравниваемые
группы были подобраны с учетом этих факторов.
По данным литературы не выявлено значимых

Рис. 1. Колхицинсвязывающая активность в препара-
тах тубулина, выделенных из префронтальной (поле 10),
височной (поле 21), лимбической коры (поле 23/24) и
таламуса в контроле и у больных шизофренией. Дан-
ные представлены в процентах связывания меченого
колхицина. Ромбы – префронтальная (поле 10), квад-
раты – височная (поле 21), круги – лимбическая кора
(поле 23/24) и треугольники – таламус. Не закрашен-
ные символы – контрольные случаи, закрашенные
символы – больные шизофренией, горизонтальные
черные линии – медианы для групп. Достоверные из-
менения между контрольной группой и группой
больных шизофренией: * р < 0.05, ** р < 0.01.
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Таблица 1. Сравнение колхицинсвязывающей активности тубулина в префронтальной (поле 10), височной (поле
21), лимбической коре (поле 23/24) и таламусе между собой в контрольной группе и при шизофрении

Контрольная группа Больные шизофренией

сравниваемые области мозга сравниваемые области мозга

Поле 10 (n = 15) Поле 21 (n = 13) p = 0.4396 Поле 10 (n = 7) Поле 21 (n = 6) p = 0.7308
Поле 10 (n = 15) Поле 23/24 (n = 12) p = 0.0014 Поле 10 (n = 7) Поле 23/24 (n = 7) p = 0.0728
Поле 10 (n = 15) Таламус (n = 9) p < 0.0001 Поле 10 (n = 7) Таламус (n = 6) p = 0.0012
Поле 21 (n = 13) Поле 23/24 (n = 12) p = 0.0976 Поле 21 (n = 6) Поле 23/24 (n = 7) p = 0.1014
Поле 21 (n = 13) Таламус (n = 9) p = 0.0002 Поле 21 (n = 6) Таламус (n = 6) p = 0.0022
Поле 23/24 (n = 12) Таламус (n = 9) p = 0.0005 Поле 23/24 (n = 7) Таламус (n = 6) p = 0.0012
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корреляций между возрастом и экспрессией бел-
ка для изоформ тубулина [2].

Ранее нами было показано, что психотропные
препараты в терапевтических дозах не влияли на
колхицинсвязывающую активность тубулина как
in vitro, так и in vivo [13]. Moehle et al. [2] не обна-
ружили влияние антипсихотиков на экспрессию
тубулина.

В таламусе колхицинсвязывающая активность
в норме и при шизофрении остается на том же
уровне, но при этом она ниже, чем в полях коры.

Так как колхицин связывается с тубулином в
эквимолярном соотношении, то снижение кол-
хицинсвязывающей активности, по-видимому,
указывает на уменьшение количества тубулина.
Однако, данные литературы об экспрессии тубу-
лина в мозге при шизофрении весьма противоре-
чивы.

В ряде работ показано не только снижение [14]
уровня тубулина в отдельных структурах мозга
при шизофрении, но и его увеличение [15]. Эти
трудно сопоставимые результаты могут быть свя-
заны с различиями в используемой коллекции
структур мозга, в применяемых методах и методо-
логическом подходе.

Результаты этих работ, как и нашего исследо-
вания, показывают, что экспрессия тубулина и
его изоформ [16–18] может быть изменена в от-
дельных структурах мозга при шизофрении.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Показано уменьшение при шизофрении кол-
хицинсвязывающей активности тубулина в пре-
фронтальной (поле 10), лимбической (поле 23/24)
и височной (поле 21) коре головного мозга. По-
скольку уровень связывания колхицина зависит
от количества тубулина, то можно предположить,
что и содержание тубулина в исследуемых обла-
стях коры снижено, что согласуется с данными
литературы об изменении цитоскелета именно в
этих регионах шизофрении [15, 19].
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Binding of Colchicine to Tubulin in the Brain Structures
in Normal Conditions and in Schizophrenia

G. Sh. Burbaevaa, L. V. Androsovaa, and O. K. Savushkinaa

aMental Health Research Center, Moscow, Russia

One of the components of the cytoskeleton is microtubules (MT), a complex intracellular system, damage to
which can cause disturbances leading to the development of pathological processes in the cell. This gives rise
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to the study of schizophrenia tubulin, the main protein MT. To assess the relative amount of tubulin, its spe-
cific property of binding to colchicine in an equimolar ratio was used. The aim of the study was to determine
the level of colchicine binding (the colchicine-binding activity of tubulin) in various brain structures under
normal conditions and in schizophrenia. The study was conducted on samples of the structures of the post-
mortem brain of patients with schizophrenia (n = 7) and individuals in the control group (n = 15). The col-
chicine-binding activity of tubulin was determined according to Scherling in tubulin-rich protein extracts (a
single polymerization-depolymerization). In the prefrontal (field 10), limbic (field 23/24) and temporal
(field 21) cerebral cortex with schizophrenia, a significant decrease in the colchicine-binding activity of tu-
bulin was observed in comparison with the control. In the thalamus, colchicine-binding activity in schizo-
phrenia does not change relative to the control, but it is lower than in the fields of the cortex. Schizophrenia
revealed a decrease in the colchicine-binding activity of tubulin in the prefrontal (field 10), limbic (field
23/24) and temporal (field 21) cerebral cortex, but not in the thalamus (subcortical structure of the brain).

Keywords: tubulin, colchicine-binding activity of tubulin, human brain, schizophrenia
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