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Вскармливание самкой потомства секретом молочной железы является отличи-
тельным признаком млекопитающих. Определение вклада нейропептидов в ней-
роэндокринную регуляцию функций молочной железы и родительского поведе-
ния у млекопитающих и человека является приоритетным направлением для по-
нимания этих процессов. Поскольку у лактирующих самок стимул сосания
детенышами вызывает залповую секрецию пролактина, окситоцина и тиролибе-
рина, в работе исследуется возможность влияния тиролиберина на пролактин-за-
висимый лактогенез и окситоцин-обусловленные рефлексы выведения молока, а
также на компоненты материнского поведения. Установлено, что билатеральные
интраназальные инфузии тиролиберина лактирующим самкам мышей специфи-
чески облегчают по сравнению с контролем лактационное поведение, но не пи-
щевое или питьевое. Тиролиберин увеличивал продолжительность периодов
кормления и число рефлексов выведения молока в ответ на сосание детенышей,
увеличивая одновременно длительность интервалов между ними. Светооптиче-
ское и электронно-микроскопическое исследования показали достоверное изме-
нение эпителиоцитов альвеол молочных желез, свидетельствующее об увеличении
синтеза секрета молочной железы под влиянием трипептида. Это подтверждают
более высокая скорость роста массы тела мышат и их лучшая выживаемость по
сравнению с контролем. Отсутствие после хронических инфузий тиролиберина в
низких дозах изменения концентрации тироксина и трийодтиронина в плазме
крови самок, определенных иммуноферментным анализом, свидетельствует о
неизменности их тиреоидного статуса. Предполагается, что тиролиберин вклю-
чен в согласование механизмов формирования паттерна нейроэндокринного ре-
флекса выведения молока, поведенческих актов со стороны самки и усиление
синтетической деятельности в молочной железе.
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ВВЕДЕНИЕ

Важнейшим условием выживания млекопитающих является вскармливание
самкой своего потомства молоком. Нейроэндокринное обеспечение секреции мо-
лока и его выведения из молочной железы должно быть согласовано с лактацион-
ным поведением самки. Родительское поведение, в частности процесс вскармли-
вания детенышей, обеспечивается комплексом биохимических и нейрофизиоло-
гических процессов, а также специализированными поведенческими актами [1].
Определение вклада нейропептидов в нейроэндокринную регуляцию функций мо-
лочной железы и родительского поведения у млекопитающих и человека является
приоритетным для понимания этих процессов [2–4]. Среди различных нейропеп-
тидов, вовлеченных в регуляцию лактации, изучение вклада трипептида тиролибе-
рина (тиротропин-рилизинг гормон) в этот процесс является одним из актуальных
направлений. Предпосылками для повышенного внимания к участию тиролибери-
на в регуляции лактации и материнского поведения является его включенность в
различные нейроэндокринные оси гипоталамо-гипофизарной системы и обшир-
ное распределение тиролиберинергических нейронов в мозге.

Мелкоклеточные зоны паравентрикулярных ядер гипоталамуса относятся к
структурам мозга, в которых расположено большинство тиролиберинергических
нейронов [5]. Тиролиберин как нейрогормон включен в реализацию гипоталамо-ги-
пофизарной пролактиновой оси, направленной на поддержание, в первую очередь,
синтетический активности молочной железы [6]. Раздражение механорецепторов
молочной железы при кормлении детенышей приводит к увеличению мРНК тироли-
берина в паравентрикулярном ядре гипоталамуса. Этот ответ связан с повышенным
уровнем пролактина в кровотоке [7, 8]. Напротив, у мышей нокаутных по тиролибе-
рину во время лактации уровень мРНК пролактина в гипофизе и в сыворотке крови
был значительно снижен по сравнению с мышами дикого типа. Восстановление
уровня пролактина произошло при заместительном введении трипептида [9].

Тиролиберин действует как пролактолиберин двумя путями. Гипофизотропные
нейроны секретируют в перикапиллярное пространство внешней зоны срединного
возвышения тиролиберин, который с током крови достигает аденогипофиза, сти-
мулируя секрецию пролактина [10]. Кроме этого, выделение тиролиберина в тубе-
роинфундибулярной области гипоталамуса снижает активность дофаминергических
нейронов, обеспечивающих хроническое торможение секреции пролактина [11]. На-
личие феномена дендритно-соматического взаимодействия между различными по-
пуляциями нейронов в гипоталамусе, основанного на секреции тиролиберина в пре-
делах паравентрикулярного ядра, может усиливать активность окситоцинергических
нейронов крупноклеточных зон этого ядра [12, 13]. Электрофизиологические дан-
ные показывают, что нейросекреторная популяция окситоцинергических нейронов
запускает высокочастотный разряд потенциалов действия, что приводит к высво-
бождению окситоцина из нервных окончаний в нейрогипофизе [14] и сокращению
миоэпителиальных клеток молочной железы [15]. Следовательно, нейроэндокрин-
ный рефлекс выведения молока у самки, а также поведенческие акты его обуславли-
вающие, является ключевым событием доступности молока для потомства. Оксито-
цин важен для социального взаимодействия и материнского поведения [16].

Вместе с тем неизвестно, каков механизм обеспечения взаимодействия пролак-
тин- и окситоцин-зависимых процессов лактации и родительского поведения. Од-
ним из нейропептидов, включенных в регуляцию этих процессов, может быть ней-
ропептид тиролиберин, известный своей полифункциональностью [17]. Этот три-
пептид способен избирательно влиять на различные компоненты поведения, в
частности, на поведение при неизбегаемом стрессе [18]. Поскольку в ответ на сти-
мулы сосания и механическое раздражение молочной железы доступность для
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потомства секрета молочной железы обеспечивается выделением пролактина из
аденогипофиза [19] и окситоцина из нейрогипофиза [6, 14], можно предположить,
что тиролиберин одновременно включен в регуляцию лактационного процесса и
материнского поведения. Однако этот вопрос остается неисследованным.

Одним из адекватных способов изучения роли нейропептидов в регуляции
функций мозга является интраназальный способ их введения [18, 20, 21]. Исследо-
вания показывают, что использование этого методического подхода позволяет
обойти гематоэнцефалический барьер, а также влиять на деятельность нейронов
различных отделов головного мозга [21, 22]. Цель настоящего исследования состо-
яла в изучении влияния тиролиберина на лактационное поведение и функцию мо-
лочной железы мышей при его интраназальном введении.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспериментальные животные
В экспериментах использовали самок мышей (масса тела 30–40 г, n = 16), полу-

ченных из питомника лабораторных животных “Рапполово” Национального иссле-
довательского центра “Курчатовский институт”. Животных содержали на стандарт-
ном рационе вивария при свободном доступе к пище и воде. Каждая самка с
потомством содержалась в отдельной клетке при температуре воздуха 20 ± 2°С в
условиях фиксированного стандартного освещения (12 ч свет/12 ч темнота). Про-
токол эксперимента соответствовал требованиям Директивы ЕС 2010/63/EU для
экспериментов на животных и был одобрен этическим комитетом Санкт-Петер-
бургского государственного университета (опубликован 13 декабря 2017 г.).

Животных разбивали на группы, которые были подобраны по количеству мы-
шат в гнезде. В контрольной группе (n = 4) мыши вскармливали потомство без вве-
дения каких-либо препаратов. В группе плацебо (n = 4) самкам билатерально ап-
плицировали (10 мкл) в носовую полость физиологический раствор (0.9%-ный рас-
твор NaCl), в опытных группах – тиролиберин в дозе 120 нг/кг (n = 4) и 0.012 нг/кг
(n = 4).

Общая схема эксперимента
В экспериментах было исследовано влияние длительного интраназального введе-

ния тиролиберина на лактационное поведение самок, изменение массы тела мышат,
а также на потребление воды и корма самками. Введение нейропептида начинали на
следующий день после родов, принимая его как первый день эксперимента. Аппли-
кацию растворов осуществляли в течение десяти дней в утренние часы (10.00–12.00).
В течение двух дней после заключительной аппликации тиролиберина регистриро-
вали параметры лактационного поведения. После завершения поведенческих опы-
тов на 12-е сутки эксперимента (2-е сутки после последней аппликации тиролибери-
на) у самок собирали (10.00–12.00) кровь, в сыворотке которой определяли концен-
трации тироксина и трийодтиронина. Выбор доз тиролиберина был основан на
анализе его влиянии на поведение при его интраназальном введении [23].

Изучение лактационного поведения
Наблюдение за поведением самок каждой группы осуществлялось в течение

двух дней после последней аппликации тиролиберина: первый день – с 13.00 до
16.00, во второй день – с 10.00 до 13.00. В эти часы осуществляется наибольшее ко-
личество поведенческих актов лактационного поведения [24]. Для оценки поведе-
ния животных в период лактации были выделены следующие поведенческие акты.
Лактационное поведение – поведенческая и физиологическая активность самки,
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направленная на обеспечение выхаживания потомства и доступности секрета мо-
лочной железы для детенышей. Этот процесс состоит из двух поведенческих реак-
ций – “забота о потомстве” и “вскармливание”. “Забота о потомстве” относится к
формам лактационного поведения, направленным на поддержание условия корм-
ления и сохранение потомства. Для оценки степени заботы самки о потомстве ре-
гистрировали частоту и продолжительность активности самки по строительству и
поддержанию гнезда, груминг мышат, контактный отдых самки с мышатами без
процесса кормления. Вскармливание потомства – поведенческие акты самки, на-
правленные на получение детенышами секрета молочной железы. Они включают в
себя периоды кормления и перерывы между ними и характеризуются определенной
динамикой осуществления рефлексов выведения молока. Частота возникновения
рефлексов выведения молока, латентный период первого рефлекса, периодичность
этих рефлексов отражают индивидуальный нейроэндокринный статус самки, на-
правленный на получение молока потомством. Кормление считалось начавшимся в
тот момент, когда более половины мышат после активного поиска прикреплялось к
соскам, и закончившимся, когда самка освобождалась от детенышей, покидая гнез-
до. Латентный период первого рефлекса выведения молока также отсчитывался с
момента прикрепления не менее половины детенышей к соскам. Показателем осу-
ществления рефлекса выведения молока является характерная синхронизированная
двигательная активность детенышей. Момент ее осуществления соответствует повы-
шению концентрации окситоцина в крови самки [25].

Измерение массы тела у мышат
По динамике массы тела потомства судили об успешности кормления, так как из-

вестно, что между количеством полученного молока и массой тела детеныша суще-
ствует пропорциональная зависимость с высоким положительным коэффициентом
корреляции. Поэтому этот метод позволяет оценивать эффективность процесса
кормления и широко используется в исследованиях лактации [26]. Определение мас-
сы тела потомства проводили ежедневно, процедуру взвешивания проводили трех-
кратно на весах Sartorius-1602 MP (Германия). Для сравнения эффективности про-
цесса кормления и интенсивности получения молока мышатами у самок с разным
количеством детенышей рассчитывалось увеличение массы тела одного детеныша за
сутки. Сравнивали увеличение массы тела мышат между первым и вторым днем с уве-
личением этого показателя между девятым и десятым днем введения тиролиберина.

Иммуноферментный анализ
После проведения цервикальной дислокации брали кровь для определения кон-

центрации свободных тироксина и трийодтиронина. Пробы крови отстаивали и
затем центрифугировали в течение 10 мин при 220 g (Eppendorf AG, США). Сыво-
ротку хранили в замороженном состоянии при температуре −20°С. Тироксин и
трийодтиронин определяли с помощью наборов реактивов для твердофазного им-
муноферментного анализа “ТироидИФА-свободный Т4” и “ТироидИФА-свобод-
ный Т3” (АлкорБио, Россия), на автоматическом анализаторе (Alisei, Италия) по
методике соответствующих тест-систем. Чувствительность при определении FТ4
составляла 1 пмоль/л, а для FТ3 – 0.5 пмоль/л.

Гистологические методы исследования ткани молочной железы. 
Электронная микроскопия

В целях стандартизации условий эксперимента для проведения морфометрическо-
го анализа и электронной микроскопии мастэктомии подвергались паховые (inguinal
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mammary gland) молочные железы самок. Фрагменты ткани молочной железы, взя-
тые для исследования, подвергались обработке по следующей схеме: префиксация
в 2.5%-ном растворе глутаральдегида на 0.1 М фосфатном буфере (pH 7.4) с хлори-
дом кальция (1%), в течение 2 ч при температуре 4°С; постфиксация в 2%-ном рас-
творе четырехокиси осмия (ОsО4) на 0.1 М фосфатном буфере (pH 7.4) в течение 2 ч
при температуре 4°С; промывка и обезвоживание в серии спиртов возрастающей
концентрации. Затем следовало пропитывание заливочной средой и переход к сле-
дующим этапам: заливке в отвердевающую смолу “Эпон” и помещению блоков в
термостат для полимеризации. Режим полимеризации проходил при возрастающей
температуре: 1) при температуре 35°С – 24 ч; 2) 45°С – 24 ч; 3) 60°С – 24 ч. Для выяв-
ления зон, оптимальных для электронно-микроскопического исследования, полу-
чали полутонкие срезы на ультратоме LKB-V (Швеция). Затем срезы помещали на
предметное стекло и окрашивали толуидиновым синим. Препараты смотрели под
микроскопом JEM-1400, и, отметив область, пригодную для электронно-микро-
скопического исследования, переходили к ультратонким срезам. Окраска срезов
проводилась уранилацетатом и цитратом свинца. Препараты просматривали в
трансмиссионном (просвечивающем) электронном микроскопе JEM-100С (JEOL,
Япония) при ускоряющем напряжении 80 кВ.

Морфометрический анализ полутонких срезов гистологических препаратов
проводили с помощью компьютерной системы интерактивного анализа изображе-
ния “ВидеоТест” (“ИСТА-ВидеоТест”, Россия). Увеличение микроскопа при из-
мерении диаметров составляло ×250, а при измерении высоты лактоцитов – ×400.
Подсчеты производились только на поперечных срезах альвеол с использованием
двойного слепого метода. Для проведения морфометрии брали по два образца мо-
лочной железы от одной самки. Срезы с каждого образца в количестве от 5 до 10 штук
монтировали на два предметных стекла. Количественные показатели альвеол из-
меряли в десяти случайно выбранных полях зрения. При изучении влияния тироли-
берина на строение железистого эпителия альвеолы молочной железы оценивали
диаметр альвеол (D) и высоту секреторного эпителия (W), так как эти показатели
отражают функциональную активность секреторных клеток.

Для оценки D измеряли у альвеолы ее максимальный диаметр (d1) (наибольшее
расстояние между двумя точками окружности) и минимальный диаметр (d2) (наи-
меньшее расстояние между двумя точками окружности). На каждом препарате
подсчитывался диаметр 15–20 альвеол. Геометрическая конфигурация альвеолы
соответствует эллипсу, поэтому средний D вычислялся как квадратный корень из
произведения обоих диаметров альвеолы (эллипса) молочной железы: D = .
W измерялась путем вычисления расстояния между точками, находящимися на ба-
зальной и апикальной мембранах. На основании этих показателей вычислялась
площадь поверхности и объем полости альвеолы молочной железы. Площадь по-
верхности альвеолы (эллипса) вычислялась как произведение двух диаметров аль-
веолы (без поправки на отношение 4/π (π = 3.14)): S = d1d2. Объем полости альвеолы
молочной железы вычислялся по формуле V = 4/3 πr3, где r – радиус альвеолы, ко-
торый рассчитывается как D/2 – W.

Состав растворов и концентрации физиологически активных веществ

Для приготовления растворов использовали реактивы фирмы Sigma Aldrich
(Германия). Для интраназального введения использовали тиролиберин в дозе 120 и
0.012 нг/кг массы тела животного (Sigma, США).

1 2d d
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Таблица 1. Частота и длительность поведенческих актов, характеризующих “Заботу о потом-
стве” после интраназального введения тиролиберина самкам

Группы
животных

Строительство гнезда Груминг мышат Контактный отдых

кол-во время,
мин кол-во время,

мин кол-во время,
мин

Интактные 6 4.2 ± 0.7 7 3.0 ± 0.6 15 8.0 ± 1.5
Плацебо 7 4.1 ± 0.6 6 3.3 ± 0.9 14 6.0 ± 1.1
Тиролиберин
120 нг/кг

10 3.2 ± 0.6 5 6.3 ± 1.5 13 6.2 ± 1.5

Тиролиберин
0.012 нг/кг

9 3.0 ± 0.6 8 4.2 ± 1.5 13 7.2 ± 1.1
Статистическая обработка результатов исследований
Статистическая обработка результатов проводилась общепринятыми методами

с использованием компьютерной статистической программы GraphPad Prism 8
(GraphPad; San Diego, CA, США). Для обработки данных использовали тест One-
Way ANOVA с поправкой Даннета. Нормальность распределения проверяли с по-
мощью критерия Д'Агостино–Пирсона. Уровень достоверности р < 0.05 был при-
нят как статистически значимый. Данные представлены в виде средней арифмети-
ческой ± стандартная ошибка среднего (М ± m).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Радиоиммунное определение свободного тироксина и трийодтиронина
В сыворотке крови контрольной и опытных групп животных радиоиммунным

методом была определена концентрация свободного трийодтиронина и тироксина.
В контрольной группе концентрация этих гормонов составила 2.8 ± 0.2 и 66 ± 10 нМ
(n = 4) соответственно. Применение тиролиберина в дозе 120 и 0.012 нг/кг не при-
вело к достоверному изменению концентрации этих гормонов. Их величина была
равна 2.9 ± 0.1 и 75 ± 5, а также 3.0 ± 0.2 и 80 ± 6 нМ (n = 4 для всех групп; р > 0.05)
соответственно.

Изучение влияния тиролиберина на лактационное поведение самок мышей
Количество и продолжительность поведенческих актов, характеризующих при-

знаки поведения “Забота о потомстве”, у самок мышей при введении тиролиберина
не изменились по сравнению с контрольной группой и группой плацебо (табл. 1).

Динамика рефлексов выведения молока и продолжительность кормления
Интраназальное введение тиролиберина вызывало изменения в процессе корм-

ления. Вскармливание потомства в первую очередь определяется динамикой осу-
ществления рефлексов выведения молока, в это время действие окситоцина вызыва-
ет сокращение миоэпителиальных клеток альвеол и, таким образом, обеспечивает
доступность секрета детенышам [15]. Применение тиролиберина в дозе 0.012 нг/кг
привело к достоверному повышению количества рефлексов по сравнению с кон-
тролем (7 ± 1 и 4 ± 1 рефлекс, n = 7, р < 0.05) (рис. 1a). Латентный период первого
рефлекса выведения молока достоверно увеличился при применении
тиролиберина в дозе 120 нг/кг (n = 17; p < 0.05) (рис. 1b), однако интервал между ре-
флексами увеличился. В контрольной группе он составлял 7.0 ± 0.6 мин (n = 40), в
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Рис. 1. Параметры лактационного поведения самки мышей при интраназальном введении тиролиберина.
MER (Milk Ejection Reflex) – рефлекс выведения молока.
* − p < 0.05, *** − p < 0.001 по сравнению с контрольной группой.
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группе тиролиберин в дозе 120 нг/кг – 9.4 ± 0.9 мин (n = 30, р = 0.015) (рис. 1b).
В опытных группах, в соответствии с увеличением рефлексов и интервалом между
ними, увеличилось время кормления. Так, тиролиберин в дозе 0.012 нг/кг увеличи-
вал продолжительность кормления в два раза – с 24 ± 4 мин (n = 9) в контрольной
группе до 51 ± 5 мин (n = 19) в опытной (рис. 1d). Достоверной разницы между
группами контроль и плацебо так же, как между двумя опытными группами, обна-
ружено не было. Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о том,
что интраназальное введение тиролиберина в первую очередь оказывает влияние
на параметры поведения, связанные с кормлением самкой потомства.

Изменение массы тела детенышей
Количество детенышей в гнездах у самок мышей после родов было различным и

составляло от 2 до 10 мышат. В процессе вскармливания потомства обычно проис-
ходит гибель некоторого количества мышат. Сохранение численности потомства
также является характеристикой успешности лактации. В контрольной группе по-
гибло в общей совокупности семь детенышей, в группе плацебо – три, в группе ти-
ролиберин – 120 нг/кг – один, в то время как в группе тиролиберин – 0.012 нг/кг
не погибло ни одного мышонка. Таким образом, в группах, которым вводили тиро-
либерин, гибель детенышей была существенно ниже или отсутствовала по сравне-
нию с контрольной группой и группой плацебо. Во всех группах регистрировалось
постоянное увеличение массы тела потомства. Суммарная прибавка массы одного
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Рис. 2. Морфометрия альвеолы молочной железы мыши при интраназальном применении тиролиберина.
* − p < 0.05, *** – p < 0.001 по сравнению с контрольной группой.
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мышонка в контрольной группе составила 0.4 ± 0.1 г (n = 12), а в группе плацебо −
0.5 ± 0.1 г (n = 14). Так как отсутствовала достоверная разница в показателях этих
групп, их значения были объединены, и они рассматривались как единая кон-
трольная группа. В группе с введением самкам тиролиберина в дозе 120 нг/кг при-
роcт массы тела мышонка составил 0.7 ± 0.1 г (n = 28), и он не отличался от кон-
трольной группы (p > 0.05). Инфузия самкам тиролиберина в дозе 0.012 нг/кг при-
вела к достоверному увеличению прироста массы тела детеныша по сравнению с
контрольной группой до 0.8 ± 0.2 г (n = 32, p < 0.05).

Влияние тиролиберина на потребление пищи и воды

В интактной группе и группе плацебо показатели потребления воды и корма не
отличались, поэтому были объединены в одну контрольную группу. Введение ти-
ролиберина в обеих дозах не привело к каким-либо изменениям в потреблении
корма и воды по сравнению с контрольной группой (табл. 2).
Таблица 2. Потребление корма и воды самками после интраназального введения тиролиберина

Группа Потребление корма, г Потребление воды, г

Контрольная группа (n = 8) 14.2 ± 2.0 15.2 ± 1.8
Тиролиберин в дозе 120 нг/кг ( n = 4) 11.4 ± 1.6 11.1 ± 1.3
Тиролиберин в дозе 0.012 нг/кг ( n = 4) 12.4 ± 1.7 14.3 ± 1.5
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Рис. 3. Гистология альвеолы молочной железы контрольной (a) и опытной (b) групп животных (полу-
тонкие срезы, окраска толуидиновым синим).
Ep – эпителий, BV – кровеносный сосуд, AC – полость альвеолы, LG – липидные капли.
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Морфометрический анализ размеров альвеол молочной железы

Величина морфометрических параметров в интактной группе и группе плаце-
бо не отличались, поэтому эти данные были объединены в общую контрольную
группу. Общим результатом применения тиролиберина стало увеличение всех
параметров, характеризующих размеры альвеолы. Высоты секреторных клеток
достоверно увеличилась с 5.6 ± 0.2 мкм (n = 198) в контроле до 9.7 ± 0.3 (n = 199,
p < 0.001) и 7.5 ± 0.2 мкм (n = 197, p < 0.001) при применении тиролиберина в дозе
120 и 0.012 нг/кг соответственно (рис. 2а). Диаметр альвеол также увеличивался
при применении тиролиберина; контрольные значения составили 48.2 ± 1.1 мкм
(n = 177), при применении тиролиберина в дозе 120 нг/кг – 58.9 ± 1.1 мкм (n = 150) и
при применении тиролиберин в дозе 0.012 нг/кг – 77.7 ± 1.7 мкм (n = 132, p < 0.001)
(рис. 2b). Расчетные параметры, а именно площадь альвеолы и объем полости аль-
веол, показали, что тиролиберин в дозе 0.012 нг/кг оказал выраженный стимулиру-
ющий эффект. Так, площадь альвеолы увеличилась почти в три раза для тиролибе-
рина в дозе 0.012 нг/кг, достигая величины 5040 ± 216 мкм2 (n = 132) по сравнению с
контролем – 1926 ± 101 мкм2 (n = 177, р < 0.001) (рис. 2c). Объем полости альвеолы
при применении тиролиберина в дозе 0.012 нг/кг увеличился в несколько раз, со-
ставив 292981 мкм3 (n = 132, р < 0.001) по сравнению с контрольной группой –
69335 мкм3 (n = 177, р < 0.001) (рис. 2d).

Светооптическая микроскопия

Светооптическая микроскопия подтверждает увеличение размеров клеток сек-
реторного эпителия и диаметра альвеол при действии тиролиберина (рис. 3).
Остальные элементы ткани молочной железы не имеют видимых отличий в кон-
трольной и опытных группах животных. Альвеолы разделены между собой слоями
соединительной ткани, пронизанной кровеносными сосудами. В полости альвеол
расположены липидные капли.

Изменение ультраструктуры секреторных клеток

Особенности ультраструктуры секреторного эпителия молочной железы позво-
ляют четко идентифицировать на электронограммах апикальную и базальную
часть эпителиальных клеток. Апикальная мембрана обращенных в просвет альвеол
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Рис. 4. Ультраструктура секреторного эпителия молочной железы контрольной (а) и эксперименталь-
ной (b) групп животных.
AC – полость альвеолы, TJ – плотный контакт, Mv – микроворсинки, CG – гранулы казеина, IS – меж-
клеточное пространство, EpR – эндоплазматичский ретикулум.
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покрыта микроворсинками. На всех электронограммах альвеол хорошо видны
плотные контакты, которые расположены в апикальных областях соседних эпите-
лиоцитов. Нарушения целостности альвеол при действии тиролиберина не обнару-
жено, тканевой барьер между полостью альвеолы и межклеточным пространством
не изменен. Цитоплазма секреторных клеток содержала большое количество рибо-
сом, которые располагались свободно в цитоплазме или локализовались на поверх-
ности хорошо развитого эндоплазматического ретикулума. В секреторных клетках
молочной железы присутствовало множество секреторных везикул, которые обна-
ружены в апикальной области и полностью отсутствовали в базальной области сек-
реторных клеток. Ядра в клетках секреторного эпителия смещены к базальной об-
ласти, имели в основном вытянутую форму. При анализе электронограмм обраща-
ет на себя внимание увеличение межклеточного пространства при действии
тиролиберина. В контрольной группе межклеточное пространство ориентировано в
апико-базальном направлении, в то время как в экспериментальной группе межкле-
точное пространство между эпителиоцитами имеет спиралевидную форму, под-
черкивая изменение в пространственной конфигурации эпителиоцитов (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Нейропептиды, действующие как нейрогормоны и нейромедиаторы, возможно,
играют роль интеграторов поведенческих реакций животного и физиологических
процессов в его организме. Хорошо известно, что тиролиберин выполняет также
функцию пролактолиберина, обеспечивая синтетическую активность эпителиоци-
тов молочной железы в ходе лактации [6, 9]. Межклеточное взаимодействие тиро-
либеринергических нейронов с крупноклеточными окситоцинергическими нейро-
нами гипоталамуса служит той основой [12, 13], которая позволяет рассматривать
этот трипептид в качестве модулятора поведенческих реакций самки при кормле-
нии. Именно это предположение было взято в качестве рабочей гипотезы, которую
проверяли при интраназальном введении тиролиберина, моделируя таким образом
его действие на структуры головного мозга. В результате было установлено: 1) ти-
ролиберин оказывает действие на синтетические процессы в молочной железе и
изменяет параметры лактационного поведения самки; 2) трипептид оказывает раз-
личное влияние на отдельные компоненты материнского поведения; 3) тиролибе-
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рин в примененных дозах не изменяет процессы и поведение, связанные с поддержа-
нием энергетического состояния животного. Отсутствие изменения концентрации
гормонов щитовидной железы в плазме крови указывает на то, что наблюдаемые
изменения являются результатом физиологических эффектов тиролиберина.

В нашем исследовании тиролиберин вызывал изменения высоты клеток, диа-
метра альвеол, объема их полости, которые можно рассматривать как признаки
усиления синтетической деятельности альвеолы молочной железы. Изменение па-
рацеллюлярного пространства, показанное электронной микроскопией, также ха-
рактерно при активации секреции в эпителии [27, 28]. Увеличение прибавки в мас-
се тела детенышей дополнительно свидетельствует об усиленной синтетической
деятельности молочной железы. Однако не стоит считать, что данные изменения
являются результатом прямого действия тиролиберина на секреторные клетки аль-
веол молочной железы. Интраназальный способ введения и применяемые дозы ти-
ролиберина исключают такую возможность.

Известно, что длительная механическая стимуляция механорецепторов соска
при сосании вызывает повышение в плазме крови самки не только уровня пролак-
тина [10, 29] и окситоцина [14], но и тиролиберина [5, 7]. Это позволяет предполо-
жить возможность модуляции эффектов пролактина и окситоцина интраназально
вводимым трипептидом. Подтверждением тому является двоякое проявление
функции тиролиберина как пролактолиберина: трипептид усиливает синтез про-
лактина в аденогипофизе [9] и тормозит при сосании секрецию допамина, ингиби-
тора пролактина [11]. Важно подчеркнуть, что окситоцин синергично воздействует
на эту же группу допаминергических нейронов гипоталамуса [30], увеличивая син-
тез пролактина в лактотропоцитах. В молочных железах окситоцин, как известно,
вызывает сокращение миоэпителиальных клеток протоков и оказывает влияние на
выведение молока [15]. Анализ результатов светооптического и электронно-мик-
роскопического исследований структуры альвеол свидетельствует об увеличении
уровня секреторной активности эпителиоцитов альвеол молочной железы после
интраназального введения трипептида, что можно трактовать как свидетельство
усиления эффектов пролактина. На рост уровня секреции молока указывает также
увеличение продолжительности периодов кормления и массы тела детенышей.
Поскольку отмечено и повышение числа рефлексов выведения молока, то в нейро-
эндокринный паттерн обеспечения лактации, формируемый тиролиберином,
можно включить не только пролактин, но и окситоцин. Можно предположить, что
формирование паттерна тиролиберин/окситоцин/пролактин в ответ на сосание
представляет собой механизм селекции определенных функций каждого из этих
полифункциональных гормонов в нейроэндокринном профиле организма самки в
ходе лактации. Действительно, тиролиберин, способный у самок вне лактации вы-
звать секрецию тиреотропина, соматотропина и пролактина [5, 17, 31], в период
лактации, как показали наши результаты, не увеличивает концентрацию тиреоид-
ных гормонов и не изменяет аппетита. Заметим, что у лактирующих животных по-
требность в пище и воде может быть повышена. Однако вне лактации аппетит ак-
тивируется орексигенными нейронами аркуатного ядра под влиянием ряда пери-
ферических и гипоталамических гормонов [32].

Материнское поведение в период лактации можно разделить на поведенческие
акты, различающиеся по исходной мотивации и имеющие различную моторную
составляющую (“забота о потомстве”), а также на те, что связаны с процессом по-
лучения молока детенышами. Тиролиберин оказал дифференцированное влияние
на поведение во время лактации. Формы поведения, которые определены как “за-
бота о потомстве”, оказались не восприимчивы к действию трипептида. Следова-
тельно, тиролиберин не включен в модуляцию сложных и разнообразных форм ма-
теринского поведения.
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Поскольку лактационное поведение является одной из хорошо документирован-
ных функций пролактина и окситоцина [16, 33], то представляет интерес анализ из-
менений его компонентов поведения при интраназальном введении тиролиберина.
Основной эффект введения тиролиберина сводится к изменению временного пат-
терна поведения самок, связанного со вскармливанием. Динамика рефлексов выве-
дения молока, осуществляющихся в период кормления, является той физиологиче-
ской основой, которая обеспечивает получение молока детенышами. Основной эф-
фект тиролиберина проявляется в увеличении продолжительности всех элементов
вскармливания. Происходит увеличение латентного периода первого рефлекса вы-
ведения молока, интервала между рефлексами, общего времени кормления. Увели-
чение количества рефлексов выведения молока может быть связано с удлинением
времени кормления и, как следствие, увеличением их числа. Особенно стоит отме-
тить увеличение интервала между рефлексами выведения молока. Установлено, что
именно этот параметр практически не меняется во время кормления, при отсутствии
внешних помех при кормлении детенышей рефлексы выведения молока возникают
с автоматической точностью [25]. Следовательно, на центральном уровне, скорее
всего на уровне гипоталамуса, тиролиберин способен влиять на механизмы форми-
рования паттерна нейроэндокринного рефлекса выведения молока.

Стоит обратить внимание на то, что при применении доз тиролиберина, разли-
чающихся на четыре порядка, был получен сходный физиологический ответ. Мы
предполагаем, что интраназальный способ доставки тиролиберина к структурам
ЦНС не является специфическим путем регуляции функций мозга. Тем не менее,
показано непосредственное регулирующее влияния тиролиберина на уровне плаз-
матической мембраны нейронов дыхательного центра [33]. Возможно, что при по-
ступлении тиролиберина в пороговой концентрации в мозг происходит изменение
функций нейронов. Это изменение может являться триггером к изменению актив-
ности мозговых структур и не зависеть от концентрации нейропептида.

В исследованиях материнского поведения в настоящее время можно проследить
несколько направлений: выявление генов, связанных с родительской заботой, изу-
чение совокупности структур ЦНС и нейроэндокринного базиса материнского по-
ведения, а также исследование его компонентов. Такой разносторонний подход
оказался чрезвычайно плодотворным. Так, созданы постоянно расширяющиеся
схемы/карты структур ЦНС, участвующих в регуляции родительского поведения
[1, 2, 35]. Заметим, что повреждение паравентрикулярных ядер блокировало запуск
материнского поведения [36]. В геноме мышей выделены 12 областей, связанных с
родительской заботой [37]. К числу гормонов, участвующих в регуляции материн-
ского поведения и лактационного процесса, сегодня, помимо пролактина и окси-
тоцина, отнесены галанин [4, 38], инсулиноподобный фактор роста-1 (IGF-I) и
связывающий его белок (IGFI-Binding Protein3; IGF1-BP3) [22] и тубероинфунди-
булярный пептид 39 (TIP39) [39]. Наше исследование позволяет предполагать, что
на уровне гипоталамуса тиролиберин может влиять на механизмы формирования
паттерна нейроэндокринного рефлекса выведения молока, обеспечивая согласова-
ние усиления синтетической деятельности в молочной железе и необходимых по-
веденческих актов со стороны самки.
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Is Thyroliberin an Integrator of Prolactin- and Oxytocin-Dependent Processes 
in the Breast and Parental Behavior during Lactation in Mice?
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Feeding a female offspring with a secretion of the mammary gland is a hallmark of
mammals. Determination of the contribution of neuropeptides to the neuroendocrine
regulation of mammary gland functions and parental behavior in mammals and humans
is a priority for understanding these processes. Since in lactating females the stimulus to
suckling by pups induces burst secretion of prolactin, oxytocin, and thyroliberin, the
study investigates the possibility of the effect of thyroliberin on prolactin-dependent lac-
togenesis and oxytocin-mediated reflexes of milk excretion, as well as on components of
maternal behavior. It was found that bilateral intranasal infusions of thyroliberin in lac-
tating female mice specifically facilitate, in comparison with control, lactation behavior,
but not food or drink. Tiroliberin increased the duration of the feeding periods and the
number of milk withdrawal reflexes in response to sucking of the pups, while simultane-
ously increasing the duration of the intervals between them. Light-optical and electron
microscopic studies showed a significant change in the epithelial cells of the alveoli of
the mammary glands, indicating an increase in the synthesis of components and the vol-
ume of milk under the influence of the tripeptide. This is confirmed by the higher rate of
body weight growth in the mice and their better survival compared to the control. The
absence after chronic infusions of thyroliberin in low doses of changes in the concentra-
tion of thyroxine and triiodothyronine in the blood plasma of females, determined by
enzyme immunoassay, indicates the invariability of their thyroid status. We assume that
thyroliberin is included in the coordination of the mechanisms of the formation of the pat-
tern of the neuroendocrine milk ejection reflex, behavioral acts on the part of the female,
and the enhancement of synthetic activity in the mammary gland.
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