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Резюме 
В последние годы показано, что значение грелиновой 

систе мы головного мозга не ограничивается только ре-

гуляцией энергетического баланса и пищевого поведе-

ния. Наряду с другими пептидными регуляторными си-

стемами она играет важную роль в механизмах стресса, 

подкрепления и зависимости. Поэтому элементы данной 

системы целесообразно рассматривать прежде всего как 

молекулярные мишени фармакологического воздействия 

с целью коррекции состояний зависимости и постстрес-

сорных расстройств. Методы. В настоящем исследовании 

для моделирования психоэмоционального стресса приме-

няли острую однократную психотравмирующую ситуацию 

у самцов крыс Вистар. Животных помещали к тигровому 

питону, одно животное погибало в результате его пищевых 

потребностей, остальные крысы переживали ситуацию ги-

бели партнера. После этого крыс забирали из террариума. 

На следующий день после стрессорного воздействия прово-

дили 7-дневный курс введения препарата грелин или анта-

гониста рецепторов грелина D-Lys3-GHRP-6 (Tocris, UK). 

Препараты вводили интраназально ежедневно, разовая 

доза каждого соединения составляла 20 мкл (10 мкл в каж-

дую ноздрю) в концентрации 0,5 мг/мл. После окончания 

экспериментов животных экспериментальных и контроль-

ных групп декапитировали, выделяли структуры головного 

мозга и замораживали в жидком азоте для последующего 

биохимического исследования. Замороженные образцы 

подвергали гомогенизации и суспендировали. Аликвоты 

суспензий образцов структур головного мозга исследова-

ли на содержание дезацил-грелина (ДАГ) с помощью вы-

сокочувствительного твердофазного иммуноферментного 

анализа (ИФА). Результаты. ДАГ выявлялся во всех 

исследованных структурах мозга: миндалине, гиппокампе 

и гипоталамусе. Наибольшую концентрацию ДАГ отмечали 

в гипоталамусе (р < 0,05), что может служить косвенным 

подтверждением данных о присутствии в ядрах гипотала-

муса грелинсодержащих нейронов. Содержание ДАГ по-

сле курса интраназального введения грелина вне стрес-

сорного воздействия повышалось в гиппокампе в 1,5 раза 

(р < 0,05) и снижалось в гипоталамусе в 2 раза (р < 0,05). 

Содержание ДАГ после курса интраназального введения 

антагониста рецепторов грелина D-Lys3-GHRP-6 при этом 

достоверно снижалось в гипоталамусе в 3 раза (р < 0,05). 

После стрессорного воздействия наблюдали резкое сни-

жение уровня ДАГ во всех исследуемых структурах мозга 

(в 8–12 раз, р < 0,01): миндалине, гиппокампе и гипо-

таламусе. Интраназальное курсовое введение как грели-

на, так и его антагониста D-Lys3-GHRP-6 не приводило 

к изменению концентраций ДАГ в исследованных структу-

рах мозга у крыс, подвергавшихся психоэмоциональному 

стрессорному воздействию. Заключение. Таким образом, 

можно предположить, что психоэмоциональный стресс 

полностью подавляет активность грелиновой системы го-

ловного мозга у крыс.
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  Abstract.  Background. During last years it has been 
shown the ghrelin signaling system not only regulates en-
ergy balance and food intake. It also takes part in reinforce-
ment mechanisms and addiction formation. So the ghrelin 
system may be considered as possible molecular target to 
study addiction treatment and post-stressor pharmaco-
logical modulation. The aim of this work was to study the 
effects of ghrelin agonist and antagonist administration 
on des-acyl ghrelin (DAG) content in the brain structures 
under stress exposure in Wistar rats. Methods. The acute 
psychoemotional stress was realized by means of expo-
sure of experimental rats to predator, a tiger python. Ghre-
lin or ghrelin antagonist D-Lys3-GHRP-6 (Tocris, UK) 10 μg 
in 20 μl administered intranasally for 7 days after stress 
exposure. Then brain structures were obtained, homog-
enized with cryogenic system “Cryomill 200” (Retsch, Ger-
many) and investigated with high-sensitive ELISA (SP-BIO, 
France). Results. DAG have been detected in every brain 

structures studied. That are amygdala, hippocampus and 
hypothalamus. In control group of animals the DAG con-
centration in hypothalamus was 3-fold more comparning 
to hippocampus and 2-fold more conparning to amygdala 
content. The acute stress have dramatically 8-12-fold de-
crease of DAG concentrations in every brain structures 
studied. The pharmacological actions on GHSR receptor 
by ghrelin agonist and antagonist have not affect signifi-
cant changes in DAG concentrations in every brain struc-
tures. Conclusions. The different concentrations of DAG 
in brain structures in control gtoup supports the view about 
ghrelin releasing neurons in the hypothalamus. Intranasal 
administration of ghrelin agonist and antagonist changes 
the levels of DAG in the hippocampus and the hypothala-
mus but not in the amygdala nucleus. Our data confirm the 
opinion about ghrelin-releasing neurons in hypothalamus. 
The experiments showed the acute stress had caused 
great depression of ghrelin system in various brain struc-
tures. The response of ghrelin system to acute stress oc-
cur possibly besides GHSR receptor pathway. The last 
have been suggested by absence of significant response 
to ghrelin agonist and antagonist administration.

В ряде исследований было показано, что грели-
новая система, помимо регуляции энергетического 
баланса, потребления пищи и пищевого поведения, 
играет существенную роль в механизмах подкрепле-
ния [1, 5, 15], регуляции стресса и формирования 
зависимости [9, 11]. Грелиновая сигнальная систе-
ма включает в себя грелиновые рецепторы (GHSR —  
growth hormone secretagogue receptor) и две формы 
грелиновых пептидов [8, 10]. Отличительной осо-
бенностью первой из них, так называемой ацилиро-
ванной формы, является наличие боковой алкиль-
ной (ацильной) цепи, чаще всего из 8 членов. Вторая 
форма, неацилированная, или дезацил-грелин, 
представляет собой полипептидную цепь из 28 ами-
нокислотных остатков. Процесс ацилирования, то 
есть превращения второй формы в первую, про-
исходит благодаря активности фермента грелин-
О-ацилтрансферазы (ghrelin-O- acyl transferase —  
GOAT) [8]. Грелиновый ген экспрессирует еще один 
пептид —  обестатин, значение которого еще изучено 
слабо [8]. Согласно общепринятому мнению между 
двумя формами грелинов существует равновесие, 

при этом в плазме крови ДАГ составляет приблизи-
тельно 85 %, ацил-грелин —  соответственно 15 % 
[9, 13]. Грелиновый рецептор GHSR относится 
к группе G-белок-сопряженных рецепторов. Как все 
рецепторы этой группы, GHSR представляет со-
бой трансмембранный белок из семи доменов [8]. 
Было высказано предположение, что с рецептором 
GHSR связывается только ацилированная форма 
грелина. ДАГ представляет собой биологически 
неактивную форму и, возможно, предшественник 
или продукт деградации активного ацилированно-
го грелина. Позднее появились данные, которые 
свидетельствовали о самостоятельной биологи-
ческой активности ДАГ, в частности действии ДАГ 
на миокард [8, 11]. В последнее время были пока-
заны изменения содержания ДАГ в крови и струк-
турах мозга при длительной экспериментальной 
алкоголизации у крыс [9, 15] и участие грелиновой 
системы в механизмах подкрепления [1, 15]. Экспе-
риментально продемонстрирована эффективность 
фармакологической коррекции грелиновой и других 
нейропептидных систем головного мозга при интра-



оригинальные исследования

24 ОБЗОРЫ ПО КЛИНИЧЕСКОЙ ФАРМАКОЛОГИИ И ЛЕКАРСТВЕННОЙ ТЕРАПИИ ТОМ 2017/15/3

назальном введении синтетических и пептидных ре-
комбинантных препаратов [3, 4, 14]. Эффективность 
интраназального введения нейротропных средств 
была также показана для ряда других препаратов 
[6, 14]. Анализ литературных и собственных данных 
свидетельствует об актуальности фармакологиче-
ских и биохимических исследований грелиновой 
системы головного мозга. Кроме того, существую-
щие данные позволяют считать, что содержание ДАГ 
представляет собой характерный показатель состо-
яния грелиновой системы в целом и ее реакции на 
внешние экстремальные воздействия [9, 15].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Эксперименты проведены на белых лаборатор-
ных крысах линии «Вистар» массой 200–250 г, полу-
ченных из питомника «Рапполово» (Ленинградская 
область). Животных содержали в стандартных усло-
виях лабораторного вивария с нормированным ре-
жимом искусственного освещения.

Для моделирования психоэмоционального 
стресса использовали воздействие, суть которого 
состояла в переживании животным обстоятельств 
гибели партнера от действий хищника [2]. Приме-
няли острую однократную психотравмирующую си-
туацию. Группу крыс в количестве 10–15 животных 
помещали в террариум (размеры 1,2 × 0,7 × 1 м) 
к тигровому питону. Одно животное погибало в ре-
зультате его пищевых потребностей, остальные 
крысы переживали ситуацию гибели партнера. По-
сле этого крыс забирали из террариума. На следу-
ющий день после стрессорного воздействия жи-
вотным двух экспериментальных групп проводили 
7-дневный курс введения соответственно агониста 
и антагониста грелина. Препараты вводили интра-
назально ежедневно, разовая доза каждого пре-
парата составляла 10 мкг в 20 мкл (10 мкл в каж-
дую ноздрю) в концентрации 0,5 мг/мл. В качестве 
агониста рецептора грелина использовали грелин, 
а в качестве антагониста —  D-Lys3-GHRP-6 (Tocris, 
Великобритания). Через 2 ч после последнего вве-

дения животных экспериментальных и контроль-
ных групп декапитировали, выделяли исследуемые 
структуры головного мозга (миндалину, гиппокамп 
и гипоталамус) и замораживали в жидком азоте для 
последующего биохимического исследования. За-
мороженные образцы подвергали гомогенизации 
при температуре жидкого азота

 
с

 
помощью криоген-

ной мельницы Cryomill (Retsch, Германия). Гомогени-
зацию проводили в течение 3 мин после охлаждения 
до нужной температуры. Полученные гомогенаты 
суспендировали в стандартном ЗФР (рН 7,4) с до-
бавлением 0,5 % твин-20. Аликвоты полученной сус-
пензии замораживали до дальнейшего исследова-
ния. Размороженные аликвоты суспензий образцов 
структур головного мозга исследовали на содержа-
ние ДАГ с помощью высокочувствительного твердо-
фазного иммуноферментного анализа (ИФА). Были 
использованы системы Unacylated ghrelin (mouse, 
rat), Express enzyme immunoassay kit (SPI-BIO, Фран-
ция) с пределом чувствительности 1 пг/мл. Концен-
трацию белка в образцах определяли согласно тра-
диционному методу Bredford. Для статистической 
обработки полученных данных применяли пакеты 
Stаstistica, v. 6 и Origin, v. 7.5. Нормальность рас-
пределений оценивали при помощи критерия Кол-
могорова –  Смирнова, значимость различий между 
группами —  при помощи t-критерия Стьюдента либо 
U-критерия Манна –  Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

С помощью высокочувствительного ИФА было 
выявлено содержание ДАГ во всех исследован-
ных структурах головного мозга. Основные коли-
чественные данные представлены в таблице № 1. 
У животных контрольной группы содержание ДАГ 
достоверно различалось в разных структурах голов-
ного мозга. Минимальное значение отмечено для 
гиппокампа. Концентрация ДАГ в миндалине оказа-
лась в полтора, а в гипоталамусе —  в 3 раза выше, 
чем в гиппокампе (р < 0,05). Содержание ДАГ по-
сле курса интраназального введения грелина (вне 

Группы крыс Миндалина Гиппокамп Гипоталамус

Контрольная группа (интактная) 0,152 ± 0,014 0,105 ± 0,023 0,347 ± 0,017&

Грелин 10 мкг в 20 мкл, интраназально, 
7-дневный курс

0,140 ± 0,009 0,170 ± 0,024* 0,149 ± 0,017*

Антагонист грелина 10 мкг в 20 мкл, 
интраназально,7-дневный курс

0,136 ± 0,033 0,093 ± 0,005 0,125 ± 0,0018*

Психоэмоциональный стресс, через 7 дней 0,020 ± 0,001** 0,020 ± 0,001** 0,018 ± 0,001**

Стресс + грелин
10 мкг в 20 мкл, интраназально,7-дневный курс

0,020 ± 0,001** 0,016 ± 0,001** 0,016 ± 0,001**

Стресс + антагонист грелина 10 мкг в 20 мкл, 
интраназально, 7-дневный курс

0,020 ± 0,002** 0,016 ± 0,01** 0,016 ± 0,01**

Примечание: *р < 0,05; **р < 0,01 относительно контрольной группы крыс; &р < 0,05 относительно гиппокампа

 ■ Таблица 1. Содержание дезацил-грелина (ДАГ, нг/мг белка) в структурах мозга крыс после стрессорного воздействия 
и курсового введения грелина или его антагониста D-Lys3-GHRP-6 (M ± m)
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стрессорного воздействия) в группе активного кон-
троля повышалось в гиппокампе в 1,5 раза (р < 0,05) 
и снижалось в гипоталамусе в 2 раза (р < 0,05). Со-
держание ДАГ после курса интраназального введе-
ния антагониста рецепторов грелина D-Lys3-GHRP-6 
в группе активного контроля при этом достоверно 
снижалось в гипоталамусе в 3 раза (р < 0,05).

Психоэмоциональный стресс приводил к зна-
чительному снижению уровня ДАГ в миндалине, 
гиппокампе и гипоталамусе. По сравнению с кон-
трольными данными концентрация ДАГ была сниже-
на в 8–12 раз (р < 0,01). Значимых различий между 
структурами по концентрации ДАГ после стресса 
отмечено не было. Интраназальное введение пре-
парата грелина значимо не оказывало действия на 
все исследованные структуры мозга у крыс, под-
вергавшихся стрессорному воздействию. То же 
самое отмечено и для антагониста грелинового 
рецептора D-Lys3-GHRP-6, введение которого не 
оказывало заметного действия на содержание ДАГ 
в структурах мозга у крыс, подвергавшихся стрес-
сорному воздействию. Характерны приблизительно 
одинаковые концентрации ДАГ во всех группах крыс 
после стресса и во всех исследованных структурах, 
которые лежат в сравнительно узком интервале 
0,015–0,020 нг/мг.

ОБСУЖДЕНИЕ ПОЛУЧЕННЫХ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящих исследованиях с помощью высоко-
чувствительного твердофазного ИФА был выявлен 
ДАГ во всех исследованных структурах мозга: мин-
далине, гиппокампе и гипоталамусе. Обращают на 
себя внимание большие различия в содержании 
ДАГ в разных структурах мозга в физиологических 
условиях (контрольная группа). В данной группе жи-
вотных содержание ДАГ в образцах гипоталамуса 
оказалось достоверно выше в сравнении с концен-
трациями ДАГ в других структурах. Относительно 
высокие концентрации ДАГ в образцах гипоталаму-
са могут служить косвенным подтверждением дан-
ных о присутствии в ядрах гипоталамуса грелин-
содержащих нейронов. Данный факт согласуется 
с данными иммуногистохимических исследований, 
где было показано наличие грелин-положительных 
нейронов в ядрах латерального гипоталамуса [8].

Выраженное многократное снижение уровня 
ДАГ после стресса предъявления хищника может 
свидетельствовать о том, что грелиновая система 
и ее составляющие компоненты активно участвуют 
в сигнальных стресс-зависимых нейронных сетях. 
Ответ грелиновой сигнальной системы на предъяв-
ление хищника отражается на лимбических (опре-
деляющих эмоциональный ответ) структурах голов-
ного мозга, в частности в гиппокампе, миндалине 
и гипоталамусе. По-видимому, ДАГ представляет 
собой элемент грелиновой сигнальной системы, 
который активно реагирует на психоэмоциональ-

ный стресс, причем сходным образам в различных 
структурах мозга. Исследования последних лет по-
казали ключевую роль грелина в физиологической 
реакции мозга на стресс, поскольку одна из возмож-
ных мишеней грелина в стрессорной реакции —  это 
CRF-продуцирующие нейроны паравентрикулярно-
го ядра гипоталамуса. Существует мнение о родстве 
между грелином и кортиколиберином, поскольку 
грелиновые рецепторы были найдены в паравен-
трикулярном ядре, основном источнике кортико-
либерина, и в ядре Вестфаля – Эдингера (Якубови-
ча), месте экспрессии урокортина [5]. В частности, 
был описан механизм, по которому грелин активи-
рует кортиколибериновые нейроны у мышей. Пе-
риферическое или внутрижелудочковое введение 
грелина значительно потенцировало c-fos-маркер 
клеточной активации в CRF-продуцирующих ней-
ронах. Более того, центральное введение грелина 
вызывает гипертрофию и пролиферацию кортико-
тропных клеток [5]. Активация гипоталамо-гипофи-
зарно-надпочечниковой системы —  это возможный 
механизм, через который грелин регулирует неко-
торые физиологические процессы. Активация этой 
системы может быть важна, когда грелин играет 
роль защиты против депрессивных симптомов при 
хроническом стрессе. В опытах на мышах было по-
казано, что у особей с генным нокаутом рецепторов 
GHSR-социальная изоляция происходила быстрее. 
Кроме того, грелин повышал экспрессию гена CRF 
в паравентрикулярном ядре гипоталамуса. Таким 
образом, возможная роль центрально образован-
ного грелина —  это модуляция CRF-продуцирующих 
нейронов [15].

Вероятно, сильное стрессорное воздействие 
приводит к подавлению грелиновой системы. Воз-
можное предположение о неэффективности приме-
няемых доз препаратов и способа введения мало-
вероятно, так как интраназальное введение грелина 
и других нейропептидных препаратов, в том числе 
в указанных дозах, хорошо зарекомендовало себя 
в эксперименте и клинике [2, 10].

ВЫВОДЫ

1. С помощью высокочувствительного твердофаз-
ного иммуноферментного анализа дезацил-гре-
лин выявляется во всех исследованных структурах 
мозга: центральном ядре миндалины, гиппокампе 
и гипоталамусе. Bысокая концентрация ДАГ в ги-
поталамусе может служить косвенным подтверж-
дением данных о присутствии в ядрах гипоталаму-
са грелинсодержащих нейронов.

2. Психоэмоциональный стресс приводит к резкому 
(в 8–12 раз) снижению концентраций ДАГ в цен-
тральном ядре миндалины, гиппокампе и гипота-
ламусе мозга крыс.

3. Интраназальное курсовое введение как препара-
та грелина, так и его антагониста D-Lys3-GHRP-6 
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не приводит к изменению концентраций ДАГ 
в исследованных структурах мозга у крыс, под-
вергавшихся психоэмоциональному стрессорно-
му воздействию.
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