
ТОМ 13/2015/2 ОБЗОРЫ ПО КЛИНИЧЕСКОЙ ФАРМАКОЛОГИИ И ЛЕКАРСТВЕННОЙ ТЕРАПИИ 27

оригинальные статьи

АнтАГОнИСт РецеПтОРОВ ГРелИнА [d-LyS3]-ghrP-6 
СнИжАет эКСПРеССИю уСлОВнОй РеАКцИИ 
ПРедПОчтенИя меСтА этАнОлА у КРыС

©  П. М. Виноградов, И. Ю. Тиссен, А. А. Лебедев, Е. Р. Бычков, Е. А. Боткин, 

Н. В. Лавров, П. Д. Шабанов  

УДК  616-092.9+615.015.6

ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург

Ключевые слова:
грелин, [D‑Lys3]‑GHRP‑6; условная реакция предпочте‑
ния места; подкрепление; эмоции.

Резюме 
Грелин,  гормон  пептидной  природы,  синтезируется 
в  желудке  и  секретируется  в  общий  кровоток.  Он  яв‑
ляется системным гормоном голода и увеличивает по‑
требление пищи. Наибольшее внимание исследователей 
нейронаук  связано  с  ацилированной  формой  грелина, 
которая  является  специфическим  лигандом  для  рецеп‑
торов  подкорковых  ядер  головного  мозга.  Целью  на‑
стоящего  исследования  был  анализ  действия  грелина 
и  его  антагонистов  на  экспрессию  условной  реакции 
предпочтения  места  (УРПМ)  этанола.  Для  выработ‑
ки  УРПМ  алкоголя  у  крыс  использовали  двухкамерную 
установку. В последний день выработки УРПМ живот‑
ные проводили в ассоциированной с введением алкоголя 
камере  74 %  времени  эксперимента.  У  крыс,  получав‑
ших  интраназально  антагонист  рецепторов  грелина 
[D‑Lys3]‑GHRP‑6  (10  мкг),  наблюдали  снижение  пре‑
бывания  в  камере,  ассоциированной  с  алкоголем,  до 
46% времени эксперимента  (p < 0,05). Крысы, получав‑
шие  интраназально  грелин,  проводили  в  камере,  ассо‑
циированной с алкоголем, до 60 % времени. Затем про‑
изводили угашение УРПМ в течение семи дней, которое 
заключалось  в  ежедневном  тестировании  УРПМ  без 
введения алкоголя и иных препаратов. На 7‑й день уга‑
шения  УРПМ  не  регистрировалась.  На  14‑й  день  экспе‑
римента  (после  7  суток  угашения  УРПМ)  производили 
введение  этанола,  и  регистрировали  возобновление 
УРПМ. Части животных вводили антагонист рецепто‑
ров GHS‑R1A грелина 10 мкг в 20 мкл интраназально за 
5 минут до введения этанола для определения влияния 
на возобновление УРПМ. Животные, получавшие анта‑
гонист  рецепторов  грелина  [D‑Lys3]‑GHRP‑6  парал‑
лельно  c  этанолом,  проводили  50%  времени  в  камере, 
ассоциированной с алкоголем, т. е. возобновления УРПМ 
этанола не происходило. Таким образом, показана важ‑
ная  роль  грелина  в  механизмах  подкрепляющего  дей‑
ствия  алкоголя  и  перспектива  использования  антаго‑
нистов грелина в коррекции патологического влечения 
к алкоголю.

Грелин участвует в регуляции пищевого поведе-
ния и веса тела, перистальтики желудка и кишечни-

ка, эндокринной функции, регуляции метаболизма 
липидов и глюкозы, а также в формировании нар-
котической и алкогольной зависимости [30, 36, 40]. 
Грелин — это желудочный гормон пептидной при-
роды, содержащий 28 аминокислотных остатков, 
полученный последовательной протеолитической 
деградацией белкового предшественника препро-
грелина и прогелина. В плазме грелин существует 
в двух формах: ацетилированный (ацилированный) 
грелин и деацетилированный грелин (дезацилгре-
лин). Также обнаружена еще одна форма — обеста-
тин, которая к настоящему времени мало изучена. 
Посттрансляционное ацилирование грелина, по-
видимому, необходимо для повышения его функци-
ональной активности.

Наибольшее внимание исследователей в обла-
сти нейронаук было обращено именно к ацилиро-
ванной форме грелина, специфическому лиганду 
к рецепторам головного мозга [12, 29]. В последнее 
время дезацилгрелину отводят роль в реализации 
механизмов системной и местной регуляции функ-
ций [35]. Механизмы, посредством которых гре-
лин обеспечивает свои физиологические эффекты, 
до конца не изучены. В физиологических услови-
ях грелин является системным гормоном голода 
и увеличивает потребление пищи через активацию 
орексигенных нейрональных систем в дугообраз-
ном ядре гипоталамуса [8, 13]. У грызунов как си-
стемное, так и центральное введение высоких доз 
грелина вызывают быстрый орексигенный ответ 
[7, 40], а хроническая активация его рецепторов 
или введение синтетического стимулятора секре-
ции гормона роста повышает массу жира у грызу-
нов [14, 36, 30]. Уровень грелина повышается перед 
приёмом пищи и коррелирует с уровнем голода 
здоровых субъектов [10, 11, 37, 38]. Это указывает 
на то, что в физиологических условиях острые изме-
нения уровня грелина могут играть роль в регуляции 
потребления пищи и/или выполнять роль циркули-
рующего в крови гормона голода. В исследованиях 
на грызунах орексигенные эффекты грелина были 
выявлены при введении в отдельные области моз-
га, в частности в гипоталамус, в ядро одиночного 
пути ствола мозга, в центральное ядро миндалины 
и в мезолимбические дофаминергические структу-
ры (вентральную область покрышки и прилежащее 
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ядро) [16, 32, 33, 38, 39]. Грелин увеличивает потре-
бление пищи, активируя гипоталамус, ствол мозга 
и систему подкрепления [15, 16, 34]. Определение 
обратных связей механизма подкрепления как клю-
чевой функции грелина привело к пониманию его 
роли в аддикции [16, 25, 28]. Системное введение 
антагониста GHS-R1A рецепторов грелина ослабля-
ет подкрепляющие свойства амфетамина и кокаи-
на [22]. Ограничение потребления пищи, вызываю-
щее повышение уровня грелина, также увеличивает 
и вызванную амфетамином и кокаином локомотор-
ную активность, усиливает поведение поиска ко-
каина и повышает самовведение кокаина и амфета-
мина у крыс [18]. В экспериментах с применением 
антагонистов GHS-R1A рецепторов у крыс было по-
казано снижение подкрепляющих свойств этанола, 
которые трактовали по изменению обмена дофами-
на в прилежащем ядре, локомоторному поведению 
в актометре и выработке УРПМ. Введение грелина 
(внутрижелудочковое или локальное в латеродор-
зальную или вентральную область покрышки) повы-
шает потребление алкоголя у мышей [25]. Действие 
грелина у грызунов, которые потребляли алкоголь, 
наиболее выражено, так как введение грелина кры-
сам, не потреблявшим ранее алкоголь, незначитель-
но повышает его потребление [31]. Таким образом, 
грелин и его рецепторы GHS-R1A могут включаться 
в регуляцию потребления и поиска подкрепляющих 
агентов среды. Поэтому лечение пациентов с алко-
гольной зависимостью с помощью фармакологиче-
ских веществ, действующих на грелиновую систему, 
может оказаться перспективным направлением со-
временной психофармакологии и биологической 
наркологии. Целью настоящего исследования был 
анализ действия грелина и его антагониста на экс-
прессию условной реакции предпочтения места 
(УРПМ) этанола.

мАтеРИАлы И метОды

животные. В работе использовали 26 по-
ловозрелых крыс-самцов линии Вистар массой 
250–300 г, полученных из питомника Рапполово 
РАМН (Ленинградская область). Животных содер-
жали в стандартных пластмассовых клетках в усло-
виях вивария при свободном доступе к воде и пище 
в условиях инвертированного освещения в течение 
8.00–20.00 при температуре 22±2 °С. Все опыты 
проведены в весенне-летний период.
тестирование животных. В качестве метода 

моделирования элементов зависимости (аддик-
ции) была использована методика условной реак-
ции предпочтения места (УРПМ). Для выработки 
УРПМ этанола у крыс использовали двухкамерную 
установку с гладким и решетчатым полами [1, 3, 4]. 
Во время выработки УРПМ животных последова-
тельно помещали в две камеры, разделенные между 
собой перегородкой на 30 мин с интервалом между 
посадками 1 ч в течение 4 дней. В течение 1 ч между 

посадками крыс содержали в домашней клетке. Пе-
ред посадкой в 1-ую камеру крысы получали внутри-
брюшинную инъекцию физиологического раствора, 
перед посадкой во 2-ую камеру животным внутри-
брюшинно вводили этанол в дозе 0,5 г/кг. Контроль-
ной группе во 2-й камере вводили физиологический 
раствор. Для исключения влияния текстуры пола 
на выработку УРПМ этанола животных эксперимен-
тальной группы разделяли на две подгруппы. Кры-
сы 1-й подгруппы первоначально помещались в от-
сек с решетчатым полом, 2-й подгруппы — с гладким 
полом. Для оценки выработки УРПМ этанола у жи-
вотных на 5-й день эксперимента регистрировали 
время нахождения в отсеках с различной текстурой 
пола в течение 15 мин в условиях беспрепятствен-
ного перемещения крыс в 2-камерной установ-
ке. Полученные данные представляли в процентах 
по времени пребывания в отсеке, ассоциированном 
с введением алкоголя, к общему времени исследо-
вания. В последующих экспериментах использовали 
животных, которые проводили более 60 % времени 
в отсеке, ассоциированном с алкоголем (предпо-
чтение места). Данные животные на 6-й день экс-
перимента получали интраназально антагонист ре-
цепторов GHS-R1A грелина [D-Lys3]-GHRP-6 10 мкг 
(в 20 мкл) интраназально за 5 мин до алкоголизации. 
Контрольные животные интраназально получали 
аналогичную дозу физиологического раствора. За-
тем производилось угашение УРПМ в течение семи 
дней, которое заключалось в ежедневном тестиро-
вании УРПМ без введения алкоголя и иных препа-
ратов. На 7-й угашения день УРПМ не воспроизво-
дилась. На 14-й день эксперимента (после 7 суток 
угашения УРПМ) производили введение этанола 
0,5 г/кг, что приводило к возобновлению УРПМ, т. е. 
восстановлению предпочтения камеры, ассоцииро-
ванной с алкоголем. Части животных вводили анта-
гонист рецепторов GHS-R1A грелина 10 мкг в 20 мкл 
интраназально за 5 минут до введения этанола для 
определения влияния на возобновление УРПМ.
фармакологические средства. В работе были 

использованы следующие фармакологические аген-
ты: этанол, который вводили внутрибрюшинно в дозе 
0,5 мг/кг; грелин и антагонист грелиновых GHS-R1A 
рецепторов [D-Lys3]-GHRP-6 (Tocris, England), кото-
рые разводили в воде из расчета 0,5 мг/мл и вводи-
ли интраназально в дозе 10 мкг (в 20 мкл, по 10 мкл 
в каждую ноздрю). Контролем служил 0,9 %-ный 
раствор хлорида натрия.
Статистика. Для статистической обработки по-

лученных количественных данных и построения 
графиков применяли пакеты программ Graph Pad 
Prizm v.5, SPSS SigmaStat 3.0 и Minitab 14. Для оцен-
ки соответствия распределений случайных вели-
чин гауссовым применяли критерий нормальности 
Колмогорова–Смирнова. Для сравнения контроль-
ной и экспериментальных групп использовали не-
параметрический критерий Вилкоксона для парных 
сравнений.
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РезультАты ИССледОВАнИй 

Из 26 крыс в экспериментальную группу, у ко-
торой удалось выработать УРПМ этанола, вошли 
17 животных. Из 17 животных 6 составили контроль-
ную группу, 7 — получали интраназально грелин, 
8 — получали интраназально антагонист рецепторов 
грелина [D-Lys3]-GHRP-6 (рис. 1).

Крысы, вошедшие в экспериментальную группу, 
проводили в ассоциированной с введением алко-
голя камере в среднем 74,1 ± 11,7 % времени экспе-
римента (p < 0,05). Животные с выработанной УРПМ 
этанола, получавшие интраназально 20 мкл физио-
логического раствора (активный контроль), про-
водили в камере, ассоциированной с алкоголем, 
в среднем 461 ± 51 с (51,2 % времени эксперимента), 
демонстрируя тем самым сохранение реакции пред-
почтения места. Крысы, получавшие антагонист ре-
цепторов грелина [D-Lys3]-GHRP-6, снизили среднее 
пребывание в камере, ассоциированной с алкоголем, 
до 419 ± 103 секунды (46,6 % времени). У крыс, получав-
ших интраназально грелин 10 мкг, наблюдали повыше-
ние времени пребывания в камере, ассоциированной 
с алкоголем, до 546,71 ± 131,05 с (60,75 % времени).

Тест угашения УРПМ этанола показал, что в ка-
мере, ассоциированной с введением этанола, жи-
вотные проводили 473,0 ± 5,2 с (52,3 % времени 
эксперимента). После введения этанола крысы 
демонстрировали возобновление УРПМ (прово-
дили в ассоциированной с введением алкоголя 
камере в среднем 71,1 ± 10,2 % времени экспери-
мента, p < 0,05). Животные, получавшие антагонист 

рецепторов грелина [D-Lys3]-GHRP-6, находились 
в ассоциированной с введением алкоголя камере 
458,4 ± 96,2 с (50,9 % времени). Время нахождения 
животных, получавших грелин и этанол, в данной 
камере составило 452,17 ± 122,4 с (50,2 % общего 
времени), демонстрируя спектр реакций от резкого 
предпочтения до избегания места введения этано-
ла. Более наглядно полученные данные иллюстриру-
ют показатели переходов в предпочитаемую камеру 
2-камерной установки после введения исследован-
ных фармакологических агентов (рис. 2).

n  Рисунок 1. Время нахождения крыс в 2камерной установке при экспрессии УРПМ. Белым цветом обозначены значения, 
соответствующие времени нахождения в камере, ассоциированной с введением этанола. Темное поле соответствует значениям 
времени нахождения в камере, ассоциированной с введением физиологического раствора. Цифры означают процент нахождения 
животного в камере от общего времени нахождения в установке. 1 — экспрессия УРПМ при интраназальном введении физиологи-
ческого раствора; 2 — возобновление УРПМ при интраназальном введении физиологического раствора; 3 — экспрессия УРПМ при 
интраназальном введении грелина; 4 — возобновление УРПМ при интраназальном введинии грелина; 5 — экспрессия УРПМ при 
интраназальном введении антагониста грелина; 6 — возобновление УРПМ при интраназальном введении антагониста грелина

n Рисунок 2. Число переходов в камеру 2камерной установ-
ки, где проводили выработку УРПМ этанола. 1 — экспрессия 
УРПМ при интраназальном введении физиологического раство-
ра; 2 — возобновление УРПМ при интраназальном введении 
физиологического раствора; 3 — экспрессия УРПМ при интра-
назальном введпнии грелина; 4 — возобновление УРПМ при 
интраназальном введинии грелина; 5 — экспрессия УРПМ при 
интраназальном введении антагониста грелина; 6 — возобновле-
ние УРПМ при интраназальном введении антагониста грелина
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Видно, что интраназальное введение грелина 
способствует поддержанию и возобновлению УРПМ 
(группы 3 и 4, число переходов 9 и 10 соответствен-
но). Напротив, выработка УРПМ заметно замедля-
лась после введения антагониста рецепторов гре-
лина [D-Lys3]-GHRP-6 (группа 5, число переходов 7, 
р < 0,05 по отношению к грелиновой группе), хотя 
антагонист грелина по данному показателю досто-
верно не влиял на возобновление УРПМ.

ОбСужденИе ПОлученных РезультАтОВ 

Таким образом, в настоящей работе показано, 
что интраназальное введение пептидного антаго-
ниста грелина [D-Lys3]-GHRP-6 в дозе 10 мкг блоки-
ровало экспрессию УРПМ этанола на 30 % (p < 0,05). 
Экспрессия УРПМ этанола после двух дней ее уга-
шения также снижалась антагонистом грелина 
[D-Lys3]-GHRP-6 на 35–40 %. Это согласуется с ли-
тературными данными. В частности, было показано, 
что, грелиновая система в головном мозге вовле-
кается в процессы внутримозгового подкрепления, 
активируемого наркотическими веществами [16, 25, 
28, 34]. Так, введение антагониста GHS-R1A рецеп-
торов грелина [D-Lys3]-GHRP-6 значительно снижа-
ло подкрепляющие свойства амфетамина, а также 
психомоторного стимулятора кокаина [6, 27].

Внутрибрюшинное введение этанола в диапазоне 
доз от 0,5 до 1,5 г/кг может активировать как под-
крепляющие, так и аверсивные механизмы, что, воз-
можно, связано с индивидуальными особенностями 
животных в исследуемой неоднородной популяции 
[2, 5]. В настоящей работе нами показано участие гре-
линовой системы мозга в механизмах патологическо-
го влечения к алкоголю и возможность использования 
антагонистов грелина для снижения подкрепляющих 
свойств этанола. это вполне согласуется с данны-
ми, описанными другими исследователями. Так, 
ограничение потребления пищи, вызывающее по-
вышение уровня грелина [9, 18], также увеличивает 
и вызванную амфетамином и кокаином локомотор-
ную активность, усиливает поведение поиска кокаи-
на и повышает самовведение кокаина и амфетамина 
у крыс [12, 23, 24]. Введение грелина (внутрижелу-
дочковое или локальное в вентральную область по-
крышки) повышало потребление алкоголя у мышей 
[25–27]. Кроме того, было показано, что действие 
грелина наиболее выражено у грызунов, которые ра-
нее уже потребляли алкоголь, так как периферическое 
введение грелина крысам, не потреблявшим ранее 
алкоголь, незначительно повышает его потребление 
[19–21, 31]. Таким образом, грелин и его GHS-R1A 
рецепторы могут регулировать уровень потребления 
и контролировать поиск аддиктивных веществ. Поэ-
тому лечение пациентов с алкогольной зависимостью 
с помощью фармакологических веществ, действую-
щих на грелиновую систему, может оказаться пер-
спективным направлением современной психофар-
макологии и биологической наркологии.
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[d-LyS3]-ghrP-6, An AntAgoniSt of  
ghrELin rECEPtorS, dECrEASES  
ExPrESSion of ConditionEd PLACE  
PrEfErEnCE rEACtion of EthAnoL in rAtS

P. M. Vinogradov, I. Yu. Tissen, A. A. Lebedev, E. R. Bych-
kov, E. A. Botkin, N. V. Lavrov, P. D. Shabanov 

Ghrelin is a peptide hormone synthesized   SSuumar:�
and secreted by the stomach into the bloodstream. The great-
est attention of neuroscience research is devoted to investi-
gation of acylated form of ghrelin, which is a specific ligand 
for the receptor subcortical nuclei of the brain. The aim of this 
study was to analyze the action of ghrelin and its antagonist 
on the expression of conditioned place preference (СPP) of 
ethanol. To develop CPP of alcohol we used a two-cham-
ber apparatus. Rats were spent 74 % of time experiment in 
chamber associated with alcohol. Rats receiving intranasal 
receptor ghrelin antagonist [D-Lys3]-GHRP-6 (10 µg) re-
duced the time of staying in the chamber associated with 
alcohol for 46 % (p < 0.05). Rats treated with intranasal ghre-
lin spent in the chamber, associated with alcohol, for 60 % 
of time. Then the extinction of CPP was produced when rats 
was replaced into the apparatus every day for 7 days without 
administration alcohol or any substances. On the 7th day of 
extinction, CPP was not reproduced. But after administra-
tion of ethanol on the 7th day CPP was reinstated. Animals 
received GHS-R1A receptor ghrelin antagonist [D-Lys3]-
GHRP-6 (10 µg) and ethanol spent 50 % of time in chamber 
associated with the administration of ethanol, i.e. CPP was 
not reinstated. Animals treated with ghrelin, demonstrated a 
range of reactions from a sharp preference to avoidance of 
the place associated with ethanol. Thus, the present study 
shows the important role of ghrelin in the mechanisms of the 
reinforcing effects of alcohol and demonstrates the prospect 
for using of ghrelin antagonists in the correction of pathologi-
cal craving in addictive disordes.
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