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НАДФН-ОКСИДАЗА И СУПЕРОКСИДДИСМУТАЗА В КАМБАЛОВИДНОЙ МЫШЦЕ  
ГРЫЗУНОВ В УСЛОВИЯХ МОДЕЛИРОВАНИЯ ЭФФЕКТОВ ГИПОГРАВИТАЦИИ  
И КОРРЕКЦИИ ОБМЕНА СФИНГОЛИПИДОВ1  
 
К настоящему времени механизмы дисфункции и атрофии скелетных мышц в условиях гипогравитационной 
разгрузки окончательно не выяснены. В данной работе, выполненной на самцах мышей и крыс, подвергнутых 
четырехдневному антиортостатическому вывешиванию (АОВ), исследовали роль церамида в регуляции редокс-
системы мышц при функциональной разгрузке. Оценивали следующие показатели: уровень церамида (ВЭТСХ) 
и ферментов, участвующих в метаболизме сфинголипидов – кислой сфингомиелиназы и серинпальмитоил-
трансферазы (ELISA), экспрессию одного из компонентов прооксидантного комплекса – НАДФН-оксидазы 
(NOX2, иммуногистохимия) и активность супероксиддисмутазы (СОД) как антиоксидантного фактора (коло-
риметрия). В разгруженной m.soleus было обнаружено увеличение количества церамида и кислой сфингомие-
линазы, а также повышение экспрессии NOX2. При этом активность СОД достоверно не изменялась. Введение 
блокатора кислой сфингомиелиназы кломипрамина предотвращало как аккумуляцию церамида, так и усиление 
NOX2-иммунореактивности в разгруженной мышце. Отмечена также более высокая активность СОД по срав-
нению с АОВ без введения препарата. Полученные результаты свидетельствуют о сопряженности процессов 
сфингомиелиназного гидролиза и образования церамида с активацией компонентов редокс-системы мышц в 
условиях непродолжительной гипогравитационной разгрузки. 
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Атрофия скелетных мышц, связанная с отсутствием нагрузки (disuse), является одной из клю-
чевых проблем космической физиологии и клинической медицины [1]. Однако молекулярные меха-
низмы развития атрофии и мышечной дисфункции в ответ на функциональную разгрузку до настоя-
щего времени окончательно не выяснены. Роль сфинголипидов в развитии мышечной атрофии за-
служивает пристального внимания, поскольку некоторые эффекты, индуцируемые представителями 
данного класса липидов (церамид, сфингозин) во многих аспектах совпадают с эффектами разгрузки 
мышц. Исследования последнего десятилетия выявили ключевую роль церамида в процессах внутри-
клеточного сигналлинга. Обнаружено повышение уровня церамида в клетках в ответ на провоспали-
тельные цитокины, индукторы апоптоза, оксидативный стресс и др. [2]. Образование церамида в 
мышцах усиливается в условиях функциональной разгрузки [3-6]. Имеются данные о том, что про-
цессы генерации церамида и активных форм кислорода (АФК) находятся в тесной взаимосвязи [2]. 
Полагают, что избыточное накопление церамида стимулирует продукцию АФК, которые, в свою оче-
редь, оказывают негативное влияние на свойства мышц, снижая силу сокращения и повышая утом-
ляемость [7]. Учитывая вышеизложенное, актуальной проблемой является разработка контрмер, ко-
торые позволят уменьшить негативные последствия disuse как в условиях космического полета, так и 
в других ситуациях (иммобилизация, длительный постельный режим и т.п.). В связи с этим целью 
данной работы явилось исследование обмена сфинголипидов и активности оксидативных / антиокси-
дантных механизмов в разгруженных мышцах в условиях блокады образования церамида.  
 
Материалы и методы исследования 
 

Эксперименты проведены на самцах мышей C57Bl/6 массой 22-27 г и крыс Вистар массой 200-
250 г. Для устранения влияния сезонной и циркадной зависимости на исследуемые показатели иссле-
дования осуществляли в осенне-зимний период, с соблюдением требований, предъявляемых к работе 
с экспериментальными животными, изложеных в Приказе Минздравсоцразвития от 23.08.2010 г. № 
708 «Об утверждении Правил лабораторной практики». Функциональную разгрузку мышц моделиро-
вали путем антиортостатического вывешивания (АОВ) под углом 30–45° к поверхности по Ильину-
Новикову [8], в модификации Morey-Holton [9], в течение 4 дней. На крысах проведены 3 серии экс-
                                                            
1 Исследование выполнено при частичной финансовой поддержке РФФИ в рамках научных проектов № 14-04-
01680-а и 16-04-01370. 
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периментов: на интактных животных (контроль, n=6), при АОВ (n=6), при АОВ в сочетании с введе-
нием блокатора кислой сфингомиелиназы кломипрамина (n=6). Кломипрамина гидрохлорид (Анаф-
ранил, Novartis Pharma, Швейцария) вводили внутримышечно в дозе 0,25 мг в течение 5 дней до на-
чала эксперимента (ежедневно) и через день во время функциональной разгрузки. После окончания 
воздействий животных выводили из эксперимента путем декапитации под наркозом (хлоралгидрат в 
дозе 0,1 г/кг массы животного). В гомогенатах мышечной ткани, полученных из мышц разгруженных 
задних конечностей (m. soleus), определяли уровень сфингомиелина и церамида методом высокоэф-
фективной тонкослойной хроматографии (ВЭТСХ) на пластинах силикагеля «Merck» с денситомет-
рическим анализом проб и компьютерной обработкой денситограмм (программа Sorbfil 
Videodensitometer, Россия). Экспрессию и распределение НАДФН-оксидазы (NOX2) изучали у крыс с 
помощью иммуногистохимического метода. Для этого использовали мышиные антитела против 
NOX2 (Abcam, 1:300), антимышиные биотилированные антитела (goat IgG, Sigma, 1:200). Активность 
супероксиддисмутазы (СОД) в мышцах крыс оценивали колориметрически согласно инструкции, 
прилагаемой к набору (Superoxide dismutase activity colorimetric assay kit, Abcam). В мышцах интакт-
ных и вывешенных в течение 4 дней мышей (n = 11) определяли уровень ферментов кислой сфинго-
миелиназы (аSMase) и серинпальмитоилтрансферазы (SPT) с использованием наборов для ИФА 
(ELISA, Cusabio) согласно описанному протоколу. Статистический анализ проводили в компьютер-
ной программе Statistiсa 6.0. Достоверность определяли по Манну-Уитни, различия считали досто-
верными при р < 0,05. Результаты исследований представлены как M±m. 
 
Результаты и их обсуждение 
 

При 4-дневном АОВ в камбаловидной мышце мышей было выявлено достоверное увеличение 
количества церамида (в 3 раза, р < 0,05) и уменьшение сфингомиелина (в 7 раз, р<0,05) по сравнению 
с контрольными значениями. Уровень aSMase возрастал в 2,7 раза (р < 0,05), а SPT имела недосто-
верную тенденцию к снижению (рис. 1).  

 

 
* р < 0,05 по сравнению с контролем. 

Рис. 1. Уровни кислой сфингомиелиназы и серинпальмитоилтрансферазы в мышцах задних  
конечностей у мышей С57Вl/6 после 4-дневного антиортостатического вывешивания (АОВ)  

 
Полученные данные могут свидетельствовать о том, что основным механизмом генерации це-

рамида в m. soleus при 4-дневной разгрузке является усиление сфингомиелиназного гидролиза, а не 
его синтез. В недавних исследованиях показана взаимосвязь сфинголипидов с активацией проокси-
дантных процессов в мышцах [10; 11], а данные о роли такой взаимосвязи в развитии мышечных 
дисфункций при гипогравитационной разгрузке отсутствуют. Экспериментальное моделирование  
4-дневной гипогравитации приводило к усилению интенсивности свечения NOX2 в области сарко-
плазматической мембраны. При этом в серии экспериментов с введением кломипрамина наблюда-
лось восстановление NOX2 до контрольного уровня, тем самым была показана эффективность инги-
битора сфингомиелиназы как фактора, угнетающего усиление экспрессии NOX2 (рис. 2).  
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р < 0,05 по сравнению с АОВ. 

Рис.2. Интенсивность флуоресценции комплекса NOX2 (%) после 4-дневного антиортостатического 
вывешивания (АОВ) и АОВ на фоне введения кломипрамина. * р < 0,05 по сравнению с контролем, "  

 
Наши данные согласуются с результатами, полученными J.A. Loehr [11] с соавторами, которые 

обнаружили, что в m. flexor digitorum brevis у мышей аппликация сфингомиелиназы повышает обра-
зование АФК в результате активации мембранного прооксидантного комплекса NOX2, а ингибиторы 
NOX2 восстанавливают силу мышц, сниженную под действием сфингомиелиназы.  

Параллельно, в целях изучения антиоксидантной системы в мышцах, подвергнутых разгрузке, 
мы определяли активность СОД колориметрическим методом. Показано, что вывешивание не сопро-
вождается изменением активности СОД, а введение кломипрамина достоверно повышает ее по срав-
нению с АОВ (с 81,7 ± 6,1 до 99,6 ± 2,1 %, p<0,01). 
 
Заключение 
 

Результаты проведенного исследования свидетельствуют об усилении генерации церамида в ске-
летных мышцах в условиях моделированной гипогравитации. Изучение роли церамида, учитывая его 
основные эффекты в мышцах, включая влияние на синтез белков и оксидативные процессы [7; 12; 13], 
является перспективным направлением в исследованиях механизмов атрофии скелетных мышц в усло-
виях невесомости. Большой интерес представляет применение блокаторов образования церамида для 
профилактической медицины с целью уменьшения эффектов disuse. 

Выражаем благодарность за помощь в проведении иммуногистохимического исследования 
доктору биологических наук, профессору В.Г. Сергееву.  
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M.N. Shalagina, V.A. Protopopov, A.A. Yakovlev, S.V.Ovechkin, I.G. Bryndina 
NADPH OXIDASE AND SUPEROXIDE DISMUTASE IN RODENT SOLEUS MUSCLE IN CONDITIONS OF 
MODELING EFFECTS OF MICROGRAVITY AND CORRECTION OF SPHINGOLIPID METABOLISM  
 
To date, the mechanisms of skeletal muscle dysfunction and atrophy caused by hypogravitational unloading are not ful-
ly understood. In the present study conducted on male mice and rats subjected to four-days hindlimb suspension (HS) 
the role of ceramide in regulation of muscle redox system during functional unloading was studied. The following pa-
rameters were assessed: the amount of ceramide (HPTLC) and enzymes involved in sphingolipid metabolism namely 
acid sphingomyelinase and serine palmitoyltransferase (ELISA), NADPH oxidase expression as the component of 
prooxidant complex (NOX2, immunohistochemistry) and superoxide dismutase (SOD) activity as an antioxidant factor 
(colorimetry). The increase of ceramide and acid sphingomyelinase as well as the enhancement of NOX2 expression in 
unloaded m. soleus was found. At the same time, the activity of SOD did not change significantly. Pretreatment with 
clomipramine as an inhibitor of acid sphingomyelinase prevented both ceramide accumulation and amplification of 
NOX2 immunoreactivity in unloaded muscle. A higher activity of SOD in comparison with HS without clomipramine 
administration was also detected. The obtained results evidence the association of sphingomyelinase hydrolysis and 
ceramide formation with the activation of some components in muscle redox system during short-term 
hypogravitational unloading. 
 
Keywords: skeletal muscle, microgravity, ceramide, clomipramine, NADPH oxidase, superoxide dismutase. 
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