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Введение

Актуальной проблемой современной нейрофизиоло-

гии и медицины является изучение механизмов воз-

никновения социально-значимых болезней, в том числе

нейродегенеративных, кардиоваскулярных, раковых, ин-

фекционных заболеваний, которые являются результа-

том сложного взаимодействия неблагоприятных внеш-

них факторов и индивидуальных особенностей генома,

предрасполагающих к развитию болезни. Среди факто-

ров, провоцирующих возникновение подобных заболева-

ний, большое значение имеют различные стрессорные

воздействия.

Одним из наименее изученных стрессорных факторов,

которые способны оказывать заметное воздействие на

живые организмы, в том числе и человека, является

статическое магнитное поле низкой интенсивности до

300µT. Ранее считалось, что магнитные поля с ин-

дукцией до 30mT безопасны для человека. Однако за

последние годы накопился большой массив данных, де-

монстрирующий потенциальную опасность таких полей.

Всемирная организация здравоохранения (ВОЗ) в 2002 г.
признала, что долговременное воздействие магнитного

поля с величиной индукции 300 nT и более
”
обладает

возможным канцерогенным эффектом по отношению к

людям“ [1]. Помимо канцерогенной опасности, слабое

статическое магнитное поле (ССМП) до 300µT способ-

но оказывать влияние на работу многих систем организ-

ма, в первую очередь нервной, сердечно-сосудистой и

половой.

Статическое магнитное поле Земли существовало на

всех этапах эволюционного развития живых организ-

мов, оказывая на них влияние при его изменениях. В

последнее время для магнитного поля Земли отмечено

значительное смещение магнитных полюсов, при этом

скорость такого смещения увеличилась с 15 km/year

в 2000 г. до 55 km/year в 2019 г., что в настоящей

работе не учитывалось. Магнитное поле (МП) Земли

не является однородным, есть участки с повышенным

уровнем геомагнитного фона, в частности, Курская маг-

нитная аномалия с величиной индукции МП ∼ 200µT,

участки горных пород и прибрежные зоны, в которых на-

блюдается значительное содержание соединений железа

(магнитные пески Уреки), а есть область, называемая

южно-атлантической аномалией, которая простирается

от Чили в Южной Америке до Зимбабве в Южной

Африке, со слабым магнитным полем [2,3]. На ши-

роте Санкт-Петербурга величина индукции МП Земли

составляет ∼ 50µT. Меняющееся МП Земли вместе

с возрастающим техногенным магнитным загрязнением

делает актуальной задачу изучения воздействия слабых

статических магнитных полей на организмы различных

видов. В предыдущих работах авторов было проде-

монстрировано воздействие ССМП на биологических

моделях разного уровня организации [4–6].
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Все живые организмы находятся в непрерывном взаи-

модействии с внешней средой. Если те или иные факто-

ры среды выходят за пределы физиологической нормы,

это может вызвать состояние физиологического стресса,

характеризующееся модификацией метаболизма и сбо-

ем в функционировании генома. Такие факторы могут

иметь как физическую природу (например, воздействие
ССМП), так и химическую. К подобным химическим

факторам могу быть отнесены и эпигенетические регуля-

торы [7], способные одновременно вовлекать в ответную

реакцию значительное число генов, в том числе и те ге-

ны, от которых зависят гуморальные защитные системы

организма. Такими регуляторами являются и короткие

пептиды, эпигенетически воздействующие на геном и

получившие наименование
”
цитогены“. Обнаруженные

в геноме под влиянием регуляторных пептидов сдвиги

носят эпигенетический характер, ибо эти изменения

не связаны с нарушением структуры ДНК. Поэтому

актуальной задачей является комплексное исследование

действия ССМП и биорегуляторных олигопептидов на

различные аспекты функционирования организмов раз-

личных видов.

В настоящей работе изучено воздействие ССМП

и олигопептидов на такие универсальные процессы,

как морфологические характеристики различных тканей

млекопитающих (крыс) и физиологические когнитивные

функции насекомых (дрозофилы).

1. Методы исследования

1.1. Исследование клеточной пролиферации

Органотипическое культивирование фрагментов тка-

ней экспериментальных животных является наиболее

адекватным и удобным методом быстрой количествен-

ной оценки влияния исследуемых воздействий на кле-

точном уровне. Это связано с тем, что изменение ко-

личества клеток является результатом стимуляции или

ингибирования клеточной пролиферации и служит кри-

терием первичной интегральной оценки биологической

активности воздействий на ткани организма. Органоти-

пическое культивирование тканей проведено на крысах

линии Вистар из биоколлекции
”
Коллекция лаборатор-

ных млекопитающих разной таксономической принад-

лежности“ ФБГУН Института физиологии им. И.П. Пав-

лова РАН. Животных затравливали путем вдыхания

паров эфира с соблюдением этических стандартов. В экс-

периментах использовано 750 эксплантатов тканей коры

головного мозга, селезенки, печени, которые по опи-

санной ранее методике органотипического культивиро-

вания [8,9] помещались в чашки Петри. Фрагменты коры

головного мозга разделяли на эксплантаты величиной

около 1mm3, помещали в количестве 20 в каждую из

чашек Петри с полилизиновым покрытием дна, заливали

3ml питательной среды. Питательная среда с pH7.2

имела состав: 35% раствора Хенкса, 35% среды Игла,

25% сыворотки крови плодов коровы, глюкоза (60mg%),

инсулин (0.5 unit/ml), гентамицин (100 unit/ml). Чашки

Петри помещали в CO2-инкубатор при 36.8◦C и воз-

действии ССМП. Контрольные чашки не подвергали

действию ССМП. Величина индукции магнитного поля

в термостате до расположения в нем чашек Петри с

эксплантатами и постоянного магнита составляла 19µT.

ССМП формировали постоянным магнитом кольцеоб-

разной формы с диаметром 12mm и толщиной 3mm.

Постоянный магнит находился снизу подложки, вы-

полненной из немагнитного материала, сверху которой

располагалась чашка Петри с эксплантатом. Величина

индукции магнитного поля в зоне расположения иссле-

дуемой культуры тканей составляла 200µT. Измерение

индукции магнитного поля в зоне расположения чашки

Петри осуществляли отечественным трехкомпонентным

магнитометром НВ0305.2А на основе датчиков Холла с

диапазонами измерений 10 и 100mT.

В другой серии опытов без воздействия ССМП в

экспериментальные чашки Петри вводили синтезирован-

ные олигопептиды. На кору головного мозга действовал

тетрапептид Ala–Glu–Asp–Pro, на печень трипептид Lys–
Glu–Asp, на селезенку дипептид Lys–Glu. При растит-

ровке определяли эффективные концентрации пептидов,

которые составляли 0.05 ng/ml.

Через 3 суток определяли индекс площади (ИП), как
отношение площади эксплантата вместе с зоной роста

к исходной площади. Статистическую обработку данных

проводили с использованием программы
”
Statistica 6.0“.

Для каждой ткани обработаны данные двух эксперимен-

тов (количество выборки n = 20) с расчетом средних

величин (ошибка среднего p ± 0.8).

1.2. Оценка способности к обучению
и формированию среднесрочной памяти
у дрозофилы

Работа проведена на животных из биоколлекции

ФБГУН Института физиологии им. И.П. Павлова РАН.

В качестве материала исследования были использованы

следующие линии Drosophila melanogaster: Canton-S

(CS) — контрольная линия дикого типа; сardinal (cd)
содержит мутацию cd (3−75.7; ярко-красный цвет глаз),
нарушающую синтез фермента феноксазинонсинтетазы,

что приводит к накоплению 3-гидроксикинуренина, вы-

зывающего оксидативный стресс и нейродегенерацию.

Линия характеризуется нарушением формирования сред-

несрочной памяти при действии теплового шока (ТШ).
Мух выращивали в стаканчиках объемом 160ml на

стандартной изюмно-дрожжевой среде при +25± 0.5◦C,

60% влажности и свето-темновом цикле 12 : 12 h. Вылу-

пившихся насекомых без наркотизации сортировали по

полу. Отбирали самцов анализируемой линии и поме-

щали поодиночке в стаканчики со средой. В качестве

объектов ухаживания для самцов анализируемых линий

использовали оплодотворенных за сутки до опыта самок

линии Canton-S. Обучение и тестирование проводили в

экспериментальных камерах из оргстекла (диаметр —
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15mm, высота — 5mm). Исследования проводили на

взрослых мухах в возрасте 5 суток при температуре

25± 0.5◦C в первой половине дня.

Воздействие тепловым шоком (ТШ) проводили по

схеме, разработанной в лаборатории нейрогенетики

ФБГУН Института физиологии им. И.П. Павлова

РАН [10]. Тепловое воздействие на стадии имаго самцов

CS и cd осуществляли в водяном термостате GFL 1086

(GFL, Германия) при температуре +37◦C в течение

30min за 1 h до эксперимента. В качестве контроля

использовали интактных животных (без ТШ).
Исследовали влияние на способность к обучению

и формированию среднесрочной памяти тетрапептида

Ala–Glu–Asp–Pro и тетрапептида Lys–Glu–Asp–Ala. Кон-
центрация пептидов во всех случаях составляла 15µg/l.

Пептиды добавляли в среду, в которой развивались

личинки дрозофил. Имаго пересаживали на среду без

пептида и выдерживали 5 суток.

Для оценки способности к обучению и формированию

среднесрочной памяти использовали метод условно-реф-

лекторного подавления ухаживания (УРПУ). При уха-

живании самца за оплодотворенной самкой сочетаются

два безусловных стимула — аттрактивный (стимулиру-
ющий ухаживание феромон−афродизиак) и аверсивный

(подавляющий ухаживание феромон–антиафродизиак).
Антиафродизиаком обладают только оплодотворенные

самки и высвобождают его в ответ на ухаживание

самца. В результате сочетания аттрактивный стимул ста-

новится аверсивным условным стимулом, что снижает

его аттрактивные свойства. Степень аттрактивности или

аверсивности стимула определяется по таким реакциям

животного, как приближение к стимулу или удаление

от него. Для выработки УРПУ (тренировки) пятису-

точного самца тестируемой линии, не имеющего опыта

полового поведения, помещали в экспериментальную

камеру вместе с оплодотворенной пятисуточной самкой

Canton-S на 30min. При оценке способности к обуче-

нию применяли немедленный тест после тренировки.

Формирование среднесрочной памяти тестировали через

3 h (180min) после тренировки. В качестве контроля

использовали самцов, не имеющих опыта полового по-

ведения. Этограмму поведения самца регистрировали в

течение 300 s, фиксируя время начала отдельных элемен-

тов ухаживания (ориентация и преследование, вибрация,

лизание, попытка копуляции), а также время исполнения

элементов, не связанных с ухаживанием (активность
(побежка), прининг, покой). В каждой группе тестирова-

ли не менее 20 пар мух. Для каждого самца вычисляли

индекс ухаживания (CI), т. е. время ухаживания самца

за самкой, выраженное в процентах от общего времени

наблюдения. Для количественной оценки результатов

обучения вычисляли индекс обучения (LI) по следую-

щей формуле:

LI = [(CI I −CIT )/CI I ] × 100% = (1−CIT /CI I) · 100%,

где CI I и CIT — средние индексы ухаживания для

независимых выборок самцов, не имеющих опыта по-

лового поведения, и самцов, прошедших тренировку,

соответственно [11].

2. Результаты и обсуждение

2.1. Влияние ССМП и олигопептидов на

клеточную пролиферацию

Полученные с использованием метода органотипи-

ческого культивирования тканей данные показывают,

что при воздействии ССМП с индукцией 200µT

на ткани эктодермального генеза — коре головного

мозга — клеточная пролиферация увеличивалась на

30± 3% (n = 12, p < 0.05), по сравнению с контролем

(n = 14) (рис. 1). В селезенке — ткани мезодермально-

го генеза — пролиферационный процесс увеличивался

на 17± 1% (n = 12, p < 0.05), по сравнению с контро-

лем (n = 14) (рис. 2). В печени — ткани энтодермально-

го генеза — пролиферационный процесс увеличивался

на 17± 1% (n = 15, p < 0.05) по сравнению с контро-

лем (n = 13) (рис. 3).
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Рис. 1. Изменение индекса площади (AI) эксплантатов коры

головного мозга по отношению к контролю при воздействии

ССМП с индукцией 200 µT. ∗p < 0.05 по сравнению с контро-

лем.
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Рис. 2. Изменение индекса площади (AI) эксплантатов селе-

зенки по отношению к контролю при воздействии ССМП с

индукцией 200 µT. ∗p < 0.05 по сравнению с контролем.
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Рис. 3. Изменение индекса площади (AI) эксплантатов печени

по отношению к контролю при воздействии ССМП с индукци-

ей 200 µT. ∗p < 0.05 по сравнению с контролем.

Индекс площади (AI%) при действии олигопептидов на экс-

плантаты в органотипической культуре ткани

Олигопептид Кора головного мозга Печень Селезенка

Тетрапептид 32± 3∗

Трипептид 18± 1∗

Дипептид 39± 5∗

Пр име ч а н и е . ∗ p < 0.05 по сравнению с контролем.

Таким образом, один из основных клеточных про-

цессов — пролиферация — происходит при действии

ССМП в тканях различного генеза (происходящих из

какого- либо одного из зародышевых листков) с различ-

ной интенсивностью. Наибольший эффект воздействия

ССМП наблюдается в ткани эктодермального генеза —

коре головного мозга. Следует отметить, что ткани

эктодермального генеза (нервная ткань, кожа) развива-

ются в онтогенезе в первую очередь, в то время как

ткани энтодермального генеза (печень) развиваются в

позднем зародышевом периоде. Можно полагать, что

именно в связи с этими временными интервалами кле-

точная пролиферация в печени была ниже по сравнению

как с тканями эктодермального (нервная ткань), так

и мезодермального (селезенка) генеза. Ткань селезенки

обладает бо́льшим пролиферационным потенциалом, в

ней происходит постоянный процесс клеточного обнов-

ления, и в условиях действия ССМП этот процесс, как

показано при культивировании данной ткани, значитель-

но ускоряется. В наших предыдущих работах [8,9,12]
было показано, что при усилении клеточной пролифе-

рации происходит снижение другого основного клеточ-

ного процесса — поптоза (запрограммированной кле-

точной гибели). Поэтому выявленный стимулирующий

клеточную пролиферацию эффект воздействия ССМП

создает базу для дальнейшей разработки на этой основе

аппаратуры, предназначенной для усиления регенерации

различных тканей организма при патологиях.

Результаты второй серии опытов с воздействием тка-

неспецифических олигопептидов (см. таблицу) оказа-

лись сопоставимы с результатами воздействия ССМП

на ткани. ИП экспериментальных эксплантатов коры

головного мозга увеличивался при действии тетрапеп-

тида Ala–Glu–Asp–Pro на 32± 3% (n = 15, p < 0.05),
Lys–Glu–Asp ИП ткани селезенки на 39± 5% (n = 13,

p < 0.05), Lys–Glu ткани печени на 18 ± 1% (n = 15,

p < 0.05), по сравнению с контролем (n = 14, 15, 14KD

соответственно).
Таким образом, можно говорить об однонаправлен-

ности изменения клеточной пролиферации в различных

тканях под влиянием как ССМП, так и биорегуля-

торных пептидов. Это факт может свидетельствовать

о возможно одинаковых эпигенетических механизмах

воздействия ССМП и олигопептидов, что, несомненно,

требует дальнейшего изучения.

Такой вывод особенно важен потому, что извечные

вопросы о роли наследственности и среды в определении

таких сложных полигенных признаков, как поведение,

особенности условно-рефлекторной деятельности и ста-

рение определяются
”
эпигенетическим форматировани-

ем“ участвующих в этих процессах генов, т. е. зави-

симым от возраста изменением экспрессии генов без

изменения их первичной последовательности. Иденти-

фикация регулируемых в пространстве и времени эпи-

генетических модификаций генетических локусов при

сохранении памяти обнаруживает важные свойства при-

роды эпигенетической регуляции: ее развитие по прин-

ципу
”
стимул–ответ“, мишень-специфическое и долго-

временное действие, однако механизмы этих процессов

остаются во многом неизвестными [13].

2.2. Влияние олигопептидов на способность
к обучению и формирование
среднесрочной памяти

Вопрос о связи между организацией генома и когни-

тивными нарушениями требует поиска моделей, позво-

ляющих одновременно исследовать все эти аспекты. Та-

кую возможность дает дрозофила, мутантные линии ко-

торой можно использовать не только для моделирования

нейродегенеративных заболеваний, но и для изучения на

уровне поведения целого организма последствий собы-

тий в динамической пространственной организации ядра.

Одной из причин возникновения нейродегенеративных

изменений в мозге является нарушение кинуренинового

пути обмена триптофана (КПОТ). Некоторые его ме-

таболиты, в частности, 3-гидроксикинуренин (3-HOK),
в клеточных культурах нейронов индуцируют процессы

cвободнорадикального окисления, вызывающие гибель

клеток. Окислительный стресс играет важную роль в

генезе различных патологических состояний, таких как

ишемия-реперфузия, атеросклероз, сердечная недоста-

точность, гипертензия, почечная недостаточность, кар-

диомиопатия, гипертония, болезнь Альцгеймера, бо-

лезнь Паркинсона, диабет; он также является одной из
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Рис. 4. Динамика сохранения условно-рефлекторного подавления ухаживания при тестировании обучения и среднесрочной памяти

у линии CS Drosophila melanogaster. a — тетрапептид Ala–Glu–Asp–Pro, 25◦C, b — тетрапептид Ala–Glu–Asp–Pro, 37◦C, c — тет-

рапептид Lys–Glu–Asp–Ala, 25◦C, d — тетрапептид Lys–Glu–Asp–Ala, 37◦C. По оси абсцисс: время (min); по оси ординат: LI — ин-

декс обучения, a.u. Темные столбики — тест сразу после тренировки, светлые столбики — тест через 3 h после тренировки.
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Рис. 5. То же, что рис. 4, для линии cd Drosophila melanogaster. — индекс обучения достоверно отличается от варианта без

воздействия препарата (двусторонний тест рандомизации, p < 0.05).

составляющих процесса старения [14]. Концепция роли

окислительного стресса в патохимических механизмах

нейронального повреждения при нейродегенеративных

заболеваниях определяет один из путей их терапии с

использованием различных биологических молекул, в

том числе олигопептидов.
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Нами исследовано влияние тетрапептидов Ala–Glu–
Asp–Pro и Lys–Glu–Asp–Ala на обучение и формиро-

вание среднесрочной памяти линий CS и cd при нор-

мальной температуре (25◦C) и после теплового шока

(37◦C). Добавление изучаемых тетрапептидов в корм

мухам линии дикого типа CS не приводило к изменениям

формирования среднесрочной памяти (рис. 4).

При добавлении в корм тетрапептида Ala–Glu–Asp–
Pro и тетрапептида Lys–Glu–Asp–Ala у мутанта cd в

интактном контроле были выявлены нарушения форми-

рования среднесрочной памяти (рис. 5). Однако при ТШ

применение данных олигопептидов привело к достовер-

ному улучшению среднесрочной памяти.

Анализ полученных результатов приводит к выводу

о благоприятном воздействии на формирование сред-

несрочной памяти у мутантов cd при использовании

исследуемых олигопептидов.

В ряде предыдущих работ [15,16] были получены дан-

ные, свидетельствующие о том, что олигопептиды спо-

собны стимулирующим образом влиять как на клеточ-

ную пролиферацию в подкорковых структурах головного

мозга млекопитающих (крыс), так и на функцию высших

отделов центральной нервной системы, ответственных

за когнитивную деятельность, у насекомых (пчел).

Схожесть в конечном результате воздействия сла-

бых статических магнитных полей и биорегуляторных

пептидов у разных видов животных на пролифератив-

ную активность клеток в культуре нервной ткани и

на когнитивную деятельность позволяет предположить

существование общего древнего механизма регуляции

жизнедеятельности организмов.

Заключение

Полученные нами данные подтверждают показанный

ранее на клеточном уровне [17] эффект воздействия

ССМП, повышенного относительно МП Земли (∼ 50µT

в Санкт-Петербурге), когда было обнаружено, что

ССМП в диапазоне 60(−)160µT стимулирует пpоли-

феpацию и диффеpенциpовку cателлитныx мышечныx

клеток в культуpе, повышая cкоpоcть фоpмиpования

многоядеpныx утолщенныx миотpубок и наpаcтание

внутpиклеточной концентpации кальция [Ca2+].

Наблюдаемое при воздействии ССМП изменение кле-

точной пролиферации может быть связано с множе-

ственными нарушениями работы различных клеточных

сигнальных каскадов, которые регулируют экспрессию

генов не только посредством активации эффекторных

молекул, но и прямо воздействуя на генетический

аппарат. Возможно, этим объясняется согласованность

биохимических каскадов в процессах адаптации в ответ

на стрессорные воздействия [6,18], сопровождающие эти

процессы. Ранее в работе академика А.Л. Бучаченко [19]
была показана ядерно-магнитная зависимость фермента-

тивного синтеза ДНК, которая может лежать в основе

регенерационных процессов, выявленных в нашей рабо-

те. Под влиянием ССМП усиливается синтез ДНК, что

приводит к ускорению митоза и увеличению количества

регенерирующих клеток.

Выявленный наибольший эффект воздействия ССМП

в коре головного мозга согласуется с представлениями о

том, что действие магнитного поля на нервную систему

характеризуется изменением поведения организма, его

условно-рефлекторной деятельности, физиологических

процессов за счет стимуляции процессов торможения.

Реакция организма на воздействие магнитного поля во

многом зависит от исходного функционального состо-

яния, и в первую очередь — от состояния нервной

системы.

Полученные данные показывают, что эффективность

действия внешних слабых статических магнитных по-

лей на биологические объекты обусловлена не столько

их интенсивностью, сколько их высокой проникающей

способностью в биологические среды, и вследствие

этого способностью ускорять процессы регенерации в

тканях различного генеза, что создает основу для их

применения в практической медицине.
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