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Атрофия скелетных мышц может развиваться под влиянием различных факторов, связанных с их 
неиспользованием, таких как иммобилизация, денервация или пребывание в условиях микрограви-
тации. Целью работы являлось проведение морфологической и функциональной оценки камбало-
видной, икроножной и передней большеберцовой мышц в моделях неиспользования у крыс. Крысы 
случайным образом были распределены на контрольную группу и группы, подвергшиеся денерва-
ции, тенотомии и антиортостатическому вывешиванию (АОВ). В ходе экспериментов было выявлено 
уменьшение диаметра мышечных волокон во всех экспериментальных группах. При тенотомии про-
исходило снижение иммуноэкспрессии дистрофина. При АОВ уровень дистрофина снижался, одна-
ко к 35 сут наблюдалось восстановление в икроножной и передней большеберцовой мышцах, тогда 
как в камбаловидной уровень продолжал падать. После денервации содержание дистрофина также 
снижалось, но затем возрастало, достигая у камбаловидной мышцы контрольных значений к 35 сут. 
Уровень нейрональной NO-синтазы достоверно снижался во всех экспериментальных группах. Вли-
яние денервации и тенотомии приводят к выраженным изменениям сократительной функции кам-
баловидной мышцы у крысы.
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ВВЕДЕНИЕ

Скелетные мышцы обладают выраженной 
пластичностью, позволяющей им структурно 
и функционально адаптироваться к различным 
условиям внешней среды для обеспечения оп-
тимальной сократительной активности и энер-
гетического метаболизма  [1]. Уровень функ-
циональной нагрузки (как повышенной, так 
и сниженной) оказывает прямое влияние на мы-
шечный фенотип, вызывая соответствующие из-
менения в метаболических процессах, в экспрес-
сии белков, в морфологических характеристиках 
мышечных волокон [2–4].

Хроническая механическая нагрузка при-
водит к  увеличению массы скелетных мышц 

и укрупнению мышечных волокон, а длительная 
механическая разгрузка приводит к значитель-
ному уменьшению мышечной массы и площа-
ди поперечного сечения мышечных волокон [5]. 
Атрофия скелетных мышц может развиваться 
под влиянием различных факторов, связанных 
с  их неиспользованием, таких как иммобили-
зация, денервация или пребывание в  услови-
ях микрогравитации. Кроме того, к мышечной 
атрофии могут приводить возрастные измене-
ния, недостаточное питание и нарушения гормо-
нального баланса [6–8]. На микроструктурном 
уровне мышечная атрофия характеризуется на-
рушением белкового гомеостаза, снижением об-
разования гликогена, а также метаболическими 
сдвигами [9, 10]. Мышечная атрофия приводит 
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к ухудшению качества жизни, ограничению под-
вижности и потере самостоятельности. 

Несмотря на клиническую значимость, меха-
низмы атрофии скелетных мышц изучены недо-
статочно, а существующие методы лечения оста-
ются малоэффективными. Это делает разработку 
новых антиатрофических стратегий одной из 
приоритетных задач современной медицины.

Целью работы являлось проведение морфо-
логической и  функциональной оценки камба-
ловидной, икроножной и передней большебер-
цовой мышц в моделях неиспользования у крыс.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В эксперименте использовались особи не-
линейных 184 лабораторных крыс массой 170–
200 г. Все эксперименты были выполнены с со-
блюдением биоэтических норм и  одобрены 
ЛЭК ФГАОУ ВО «Казанский (Приволжский) 
федеральный университет» протокол №  53 от 
26.02.2025 г. Содержание, питание, уход за жи-
вотными и выведение их из эксперимента осу-
ществлялись в соответствии с принципами Ба-
зельской декларации, требованиями Директивы 
Европейского парламента и  Совета от 22  сен-
тября 2010  г. по защите животных, используе-
мых для научных целей и инструкциях ARRIVE 
[Directive 2010/63/UE, 2010].

Для анальгезии использовали комбинирован-
ный внутримышечный наркоз с использованием 
золетила (0.5 мг/кг, Zoletil 50 Virbac, Франция) 
и ксилазала инъекционного (0.05 мл/кг–0.5 мл/кг, 
Xylazalum, Биогель, Беларусь). Дозировку подби-
рали в соответствии с весом экспериментального 
животного.

Крысы случайным образом были распределе-
ны на четыре группы. Первая группа животных 
подверглась денервации (n = 55), вторая – те-
нотомии (n = 55), третья – антиортостатическо-
му вывешиванию (АОВ, n  =  57), четвертая  – 
контрольная группа (n  =  17), не подвергалась 
вмешательствам.

Животных (n = 15 из каждой группы) для ги-
стологической и иммуногистохимической обра-
ботки выводили из эксперимента на 7, 14 и 35 сут 
путем декапитации на гильотине и последующей 
перфузией 60 мл натрий-фосфатным буфером 
(Servicebio, Москва), а  затем 50  мл 10% забу-
ференным формалином (Сигма-Мед, Москва). 
Оставшихся животных выводили из эксперимен-
та на 7 и 50 сут для изучения сократительных па-
раметров камбаловидной мышцы крыс, вызван-
ных электрической стимуляцией.

Тенотомию мышц задней левой конечности 
у  крыс проводили путем иссечения Ахилло-
ва сухожилия. Ахиллово сухожилие было акку-
ратно отрезано от дистальной части, прикре-
пленной к  пяточной кости, к  проксимальной 
части на  3  мм длиной без повреждения нерва 
и кровоснабжения [11]. 

Денервацию проводили путем пережатия 
седалищного нерва по методике C. De Angelis 
(1994). Для этого у  животных в  асептических 
условиях на отпрепарированный седалищный 
нерв накладывали зажим типа «москит» на 40 с 
(в результате часть нервных волокон может со-
хранить свои свойства и обеспечить проведение 
возбуждения); протяженность раздавленного 
участка – 2 мм; место пережатия – на 1.5–2 см 
выше коленного сустава; затем рана послойно 
зашивалась [12]. 

В качестве модели гравитационной разгрузки 
задних конечностей использовали метод АОВ по 
E.R. Morey-Holton в модификации Е.А. Ильина 
и В.Е. Новикова [13, 14] (рис. 1). Перед АОВ жи-
вотное усыплялось. Хвост обрабатывали анти-
септическим средством, обматывали гипоаллер-
генным дышащим пластырем примерно на две 
трети, чтобы защитить кожу и избежать повреж-
дений хвоста. На пластырь крепили клейкую 
упругую полосу и устанавливали дополнитель-
ные бандажи лейкопластыря, чтобы сформиро-
вать ручку, за которую животное подвешивается 

Рис. 1. Антиортостатическое вывешивание задних 
конечностей у крысы, схематическое изображение.
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таким образом, чтобы задние конечности не ка-
сались поверхности. Угол наклона к поверхности 
пола 30°. Животное помещали в специальную 
клетку размером 25×25×30 см с открытой верх-
ней частью. Хвост фиксировали на специальном 
штыре с кольцом для свободного перемещения 
животного в  клетке. Передняя стенка клетки 
была сделана из оргстекла и позволяла осущест-
влять постоянное наблюдение за животным.

Для гистологического исследования камба-
ловидной (КМ), икроножной (ИМ) и передней 
большеберцовой мышц (ПБМ) фиксировали 
в 10% забуференном формалине, заливали в пара-
фин и изготавливали серийные поперечные срезы 
толщиной 4–5 мкм. Срезы окрашивали гематок-
силином и эозином (Гематоксилин Майера, НПФ 
Абрис+, Санкт-Петербург). Окрашенные срезы 
заключали в бальзам. Препараты анализировали 
на световом микроскопе с увеличением 40×.

Для определения повреждения дистро-
фина и  нейрональной NO-синтазы (nNOS) 
на  микроскопе использовали иммуногисто-
химические методы, которые основаны на  ис-
пользовании антител, специфически связыва-
ющихся с дистрофином и nNOS. Криостатные 
поперечные серийные срезы КМ, ИМ и  ПБМ 
окрашивали первичными моноклональными ан-
тителам к  дистрофину при температуре +4°С 
(1:100, Anti-Dystrophin mouse) в течении 12 ч. По-
сле чего использовали вторичные антитела (1:200 
Anti-mouse 488), конъюгированные с флуорохро-
мом в течение 1 ч при комнатной температуре. Для 
подтверждения специфичности связывания анти-
тел с соответствующими белками для негативного 
контроля препараты инкубировали с вторичны-
ми антителами без предшествующей инкубации 
с первичными антителами. Отсутствие окраши-
вания в контрольных экспериментах указывает 
на специфичность связывания антител с соответ-
ствующими пептидами. Анализ криостатических 
срезов проводили на конфокальном лазерном ска-
нирующем микроскопе LSM 780 (Carl Zeiss, Гер-
мания), оснащенном соответствующим набором 
светофильтров, объективом с увеличением 20×.

Для автоматического расчета морфологиче-
ских параметров была разработана програм-
ма [15]. Отметим использованные подходы для 
определения основных характеристик. Так, вход-
ное изображение размером N на M точек пред-
ставляет собой трехмерный массив (1):

	 M m i N j M kijk= = ÷ = ÷ = ÷{ }, , , ,1 1 1 3 � (1)

где индексы i, j отвечают за координату на изо-
бражении, а индекс k – за цвет.

Кодирование цвета изображений было вы-
полнено в системе RGB (красный, зеленый и си-
ний каналы).

На первом шаге обработки изображение пе-
реводилось в скалярное пространство (аналог 
оттенков серого) по формуле (2):

	 Y R G B= + +� � � , � (2)

где коэффициенты α, β, γ определялись в зависи-
мости от природы изображения.

Полученное изображение было преобразо-
вано в  бинарный формат методом Отцу  [16], 
а затем методом водораздела определялись зам-
кнутые подобласти  [17]. Таким образом, пер-
воначальное изображение было преобразовано 
в сегментированный набор данных (3):

M m i N j M m Cij ij
* * *{ }, , , ?= = ÷ = ÷ ∈ ⊂ +1 1 �(3)

где С – множество целых чисел, где 0 – пустота, 
а число больше 0 – номер кластера.

Затем для каждого кластера проводился под-
счет морфологических параметров. В  первую 
очередь, это площадь кластера, которая опреде-
лялась по формуле (4):

	 A k M i j k
j

M

i

N
( ) ( , ) ( ),*= ⋅

== ∑∑ ω
11

� (4)

где индекс k – это номер кластера, а функция 
ω – это бинарное окно, которое равно 1, когда 
индексы i, j лежат внутри кластера, и равна 0 – 
когда i, j – вне кластера.

Координата центра масс тогда можно опреде-
лить по формуле (5):

	 r k
A k

x M i j k
j

M

i

N? ?
*( )

( )
( , ) ( ),= ⋅ ⋅

== ∑∑1
11

ω � (5)

где x – координата точки в кластере.
Для оценки эллиптичности кластера рассчи-

тывался следующий параметр (6):

	 C k
A k

P k
( )

( )

( )
,=

4
2

π � (6)

где P(k) – периметр кластера.
Значение эллиптичности равное одному зна-

чит, что кластер  – окружность, значение эл-
липтичности равное менее одного – значит, что 
кластер вытянут в некотором направлении.

Эквивалентный диаметр кластера определял-
ся выражением (7):

	 D k
A k

( )
( )

.=
4π

π
� (7)
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Для проведения анализа сократительных 
свойств мышц животных обескровливали и вы-
деляли КМ с культями нервов, которые были по-
мещены во всасывающий электрод оригинальной 
конструкции  [18]. Мионевральные препараты 
фиксировали за сухожильные концы, после по-
гружали в резервуары объемом 10 мл, заполнен-
ные раствором Кребса (состав в мМ): 118.0 NaCl, 
4.75 KCl, 2.5 CaCl2, 24.8 NaHCO3, 1.18 KH2PO4, 
1.18 MgSO4●7H2O, 11 глюкоза, рН 7.4.

Электростимуляцию проводили с помощью 
сакшн-электрода. Культя нерва выделенной 
мышцы помещалась в  сакшн-электрод ориги-
нальной конструкции. Для раздражения исполь-
зовали электростимулятор Digitimer MultiStimul 
D330 (Англия). Мышцы стимулировали в  те-
чение 2 мин прямоугольными импульсами ам-
плитудой 3 В, продолжительностью 0.5 мс при 
частоте 0.1  Гц. Сила сокращений мышц реги-
стрировалась датчиком двигательной активности 
Linton FСG-01 (Англия), аналоговый сигнал пре-
образовывался системой сбора данных Biopack 
MP100МSW (США). Все полученные в  тече-
ние 2 мин ответы (12 сократительных ответов) 

усредняли и обрабатывали как один результат. 
Пример записи и параметры сигнала приведены 
на рис. 2. Все параметры представлены в про-
центах от значения в начале эксперимента.

Изначальная нагрузка на мионевральные пре-
параты составляла 1 г. После получасовой адап-
тации мышечных препаратов к  среде дважды 
с интервалом в 5 мин производили оценку ста-
бильности сократительных ответов.

Для анализа сократительных свойств стати-
стическую обработку данных проводили с  по-
мощью программы SPSS Statistics. Проверку 
соответствия полученных данных нормальному 
распределению проводили с  помощью крите-
рия Колмогорова. Для гистологического ана-
лиза использовали ANOVA с  использованием 
программы Original Lab. Рассчитывали средние 
арифметические анализируемых параметров 
и стандартную ошибку. Статистическую значи-
мость наблюдаемых изменений оценивали с по-
мощью критерия Стьюдента для независимых 
и попарно сопряженных выборок. Различия рас-
сматривали как значимые при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние антиортостатического вывешивания, 
тенотомии и денервации на диаметр 
мышечных волокон в камбаловидной, 

икроножной и передней большеберцовой 
мышцах крысы

На 7 сут после АОВ количественный анализ 
выявил сокращение диаметра мышечных воло-
кон во всех изучаемых мышцах по сравнению 
с контрольными значениями (рис. 3а).

Показано, что при АОВ диаметр мышечных 
волокон КМ уменьшался к 7 сут до 67.6 ± 4.0% 
от контроля (p  <  0.05), после чего на  14 
и 35 сут сохранялось значительное снижение – 
до 62.8 ± 3.0% (p < 0.05) и 59.6 ± 1.6% (p < 0.05) 
соответственно относительно контрольных зна-
чений. Параллельно в других исследуемых мыш-
цах наблюдалась аналогичная динамика, однако 
наибольшие изменения были у волокон КМ.

Многочисленные исследования демон-
стрируют, что воздействие реальной или смо-
делированной микрогравитации приводит 
к  выраженной атрофии скелетных мышц, ха-
рактеризующейся значительной потерей мышеч-
ной массы (до 37% за первую неделю космиче-
ского полета [19]), снижением сократительной 
силы, изменением экспрессии генов и феноти-
пического состава мышечных волокон, а также 

Рис. 2. а – Схема регистрации сократительных па-
раметров. CС – сила сокращения, ЛП – латентный 
период, ВС – время сокращения, ВР – время рассла-
бления, ВР/2 – время полурасслабления; б – запись 
пачки вызванных сокращений; в – вид одиночных 
сократительных ответов камбаловидной мышцы.
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угнетением регенеративной функции сателлит-
ных клеток  [20]. Наблюдается избирательная 
уязвимость различных типов мышц – мышцы 
разгибатели и «медленные» мышцы атрофируют-
ся быстрее, чем «быстрые» [21]. Патологический 
процесс развивается поэтапно: в  течение пер-
вой недели преобладает снижение синтеза бел-
ка, тогда как при более длительном воздействии 
(9–15 сут) активируется протеолиз миофибрилл, 
достигая максимальной выраженности [22].

Результаты количественного анализа выявили 
достоверное уменьшение диаметра мышечных 
волокон на 7 сут после тенотомии во всех иссле-
дуемых мышцах по сравнению с контрольными 
значениями: у ИМ – до 70.8 ± 5.0% (p < 0.05), 

у  КМ  – до  64.4  ±  3.0% (p  <  0.05), у  ПБМ  – 
до 82.2 ± 3.8 % (p < 0.05) (рис. 3б). На 14 и 35 сут 
эксперимента наблюдалось прогрессирующее 
сокращение диаметра мышечных волокон. Наи-
более значительные изменения были выявле-
ны в ИМ и КМ. К концу эксперимента диаметр 
их волокон снизился до 52.9 ± 1.1% (p < 0.05) 
и 64.4 ± 3.0% (p < 0.05) от исходных значений 
соответственно. Степень уменьшения диаметра 
поперечного сечения волокон ПБМ оказалась 
достоверно меньше (p < 0.01), чем в ИМ и КМ.

Снижение количества миоядер при мышеч-
ной атрофии, вызванной неиспользовани-
ем, объясняется комбинированным действием 
окислительного стресса и  активацией процес-
сов программированной клеточной деградации. 
Накопление активных форм кислорода (АФК) 
играет ключевую роль в этом процессе, стиму-
лируя экспрессию протеолитических ферментов 
(кальпаина и каспазы 3), участвующих в дегра-
дации мышечных белков и апоптозе [23], а также 
активацию аутофагии – регулируемого процесса 
разрушения цитоплазматических белков и орга-
нелл, не относящихся к миофибриллам [24]. Та-
ким образом, АФК опосредуют комплексный 
протеолитический ответ, включающий как апоп-
тоз, так и аутофагию, что в совокупности приво-
дит к редукции миоядер в условиях сниженной 
мышечной активности.

При проведении количественного анализа 
после денервации наблюдали уменьшение ди-
аметра мышечных волокон всех исследуемых 
мышц на  7  сут относительно контроля с  мак-
симальным снижением в  КМ до  60.9  ±  3.8% 
(p < 0.05) относительно контрольных значений 
(рис. 3в). На 14 и 35 сут наибольшее уменьшение 
диаметра мышечных волокон также было отме-
чено в КМ до 54.9 ± 5.3% (p < 0.05) и 50.5 ± 5.1% 
(p < 0.05) соответственно от контроля.

Денервация мышц запускает каскад молеку-
лярных событий, приводящих к ускоренной атро-
фии мышечных волокон. Ключевым звеном этого 
процесса является активация убиквитин-про-
теасомной системы (УПС) деградации белков, 
опосредованная индукцией убиквитин-лига-
зы, атрогина-1 (MAFbx)  [25]. Механизм разви-
тия атрофии включает подавление сигнального 
пути фосфоинозитид 3-киназа/протеин киназа 
B (PI3K/AKT), что приводит к активации транс-
крипционных факторов семейства Forkhead box 
класса O (FoxO), в  частности FOXO3. Консти-
тутивно активный FOXO3 связывается с промо-
торной областью атрогина-1, вызывая его интен-
сивную экспрессию и последующую активацию 

Рис. 3. Диаметр мышечных волокон в икроножной 
(черный), камбаловидной (светло-серый) и  перед-
ней большеберцовой (серый) мышцах у крыс на 7, 14 
и 35 сут после антиортостатического вывешивания 
(АОВ) (а), тенотомии (б) и денервации (в) относитель-
но интактных мышц (100%), * p < 0.01 – значимые от-
личия значений исследуемой мышцы по отношению 
к интактной, # p < 0.05, ## p < 0.01 – значимые отли-
чия значений между разными группами мышц. 
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протеолиза  [26]. Таким образом, денервация 
инициирует FOXO3-зависимую транскрипцию 
атрогина-1, что в конечном итоге приводит к вы-
раженной деградации мышечных белков и разви-
тию атрофии.

Исследования подтверждают, что при де-
нервации мышечные волокна I типа (медлен-
ные) подвергаются более значительной атрофии 
по сравнению с  волокнами II типа (быстры-
ми)  [27]. В  быстрых мышечных волокнах наб-
людается более интенсивная активация AKT, 
что способствует подавлению УПС-опосредо-
ванного протеолиза и уменьшению деградации 
мышечных белков. В  медленных мышечных 
волокнах денервация не вызывает активации 
AKT-сигнального пути, что обусловливает более 
интенсивную УПС-опосредованную деградацию 
белков. Однако в этих волокнах включается аль-
тернативный компенсаторный механизм через 
активацию гамма-коактиватора 1 альфа рецеп-
тора, активирующего пролифератор пероксисом 
(PGC1α), который частично нивелирует атрофи-
ческие процессы [28].

Влияние антиортостатического вывешивания, 
тенотомии и денервации на уровень 
иммуноэкспрессии белка дистрофина  

в камбаловидной, икроножной и передней 
большеберцовой мышцах крысы

Дистрофин, выполняющий важную струк-
турную функцию в поддержании целостности 
мышечных волокон, был выявлен с помощью 
иммунофлуоресценции во всех исследуемых 
мышцах контрольных крыс. 

При проведении количественного анализа 
показано, что на 7 и 14 сут после АОВ во всех ис-
следуемых мышцах было выявлено достоверное 
снижение содержания дистрофина по сравне-
нию с контрольной группой (p < 0.05) (рис. 4а). 
На 35 сут было отмечено снижение иммунофлу-
оресценции дистрофина в КМ (p < 0.05), в ИМ 
и  ПБМ достоверных отличий относительно 
контрольных значений не наблюдалось. Однако 
в течение эксперимента содержание дистрофи-
на изменялось по-разному в исследуемых мыш-
цах. Относительно уровня иммунофлуоресцен-
ции дистрофина на 7 сут, к 14 сут в ИМ и ПБМ 
было выявлено увеличение содержания дистро-
фина на 13.5 и 12.3%, тогда как в КМ произошло 
снижение на 13% (p < 0,05). На 35 сут экспери-
мента различия в содержании дистрофина между 
мышцами усилились. В ИМ и ПБМ относитель-
но 7 сут наблюдали увеличение на 18.9 (p < 0.05) 

и 17.8% (p < 0.05) соответственно и уменьшение 
содержания дистрофина в КМ на 21.1% (p < 0.01).

Эти данные согласуются с  литературными 
источниками, свидетельствующими о сниженном 
содержании дистрофина в быстро сокращающих-
ся мышечных волокнах и повышенном – в мед-
ленно сокращающихся [29]. Кроме того, извест-
но, что при АОВ в  быстрых мышцах снижена 
экспрессия убиквитин-лигаз (MuRF1, атрогин-1) 
и  фактора роста β (TGF β1/Smad3), тогда как 
в медленных волокнах наблюдается противопо-
ложная тенденция [30], что объясняет выявлен-
ные различия в динамике содержания дистрофи-
на между исследуемыми мышечными группами.

Рис. 4. Содержание дистрофина в икроножной (чер-
ный), камбаловидной (светло-серый) и  передней 
большеберцовой (серый) мышцах у  крыс на  7, 14 
и 35 сут после антиортостатического вывешивания 
(АОВ) (а), тенотомии (б) и денервации (в) относи-
тельно диаметра волокон интактных мышц (100%),  

* p < 0.05 – значимые отличия значений исследуе-
мой мышцы по отношению к интактной, # p < 0.05,  
## p < 0.01 – значимые отличия значений между раз-
ными группами мышц.
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При количественной оценке на протяжении 
всего эксперимента после тенотомии интенсив-
ность иммунофлуоресценции дистрофина была 
ниже по сравнению с контрольными показателя-
ми (p > 0.05) (рис. 4б). К 14 и 35 сут после тено-
томии в исследуемых мышцах (ИМ, КМ, ПБМ) 
наблюдалось прогрессирующее снижение ин-
тенсивности иммунофлуоресценции дистрофи-
на на 14 сут после тенотомии на 12.1, 14.1, 6.9%, 
на 35 сут – на 17.6, 18.8, 11% соответственно от-
носительно 7  сут. КМ демонстрировала более 
высокое содержание дистрофина по сравнению 
с ИМ и ПБМ, при этом разница между послед-
ними не достигала статистической значимости 
(p > 0.05).

Полученные результаты свидетельствуют 
о  развитии дегенеративных процессов в  мы-
шечной ткани экспериментальных животных. 
Тенотомия вызывает нарушение целостности 
сарколеммы и  снижение мембранной локали-
зации дистрофина [29], что приводит к каскаду 
патологических изменений: уменьшению фос-
форилирования дистрофина, ослаблению его 
связи с β-дистрогликаном, последующему фос-
форилированию тирозиновых остатков в β-дис-
трогликане и его протеасомной деградации [31]. 
Параллельно наблюдается активация атрофи-
ческих процессов, проявляющаяся в усиленной 
экспрессии генов матриксных металлопротеи-
наз и компонентов лизосомального пути дегра-
дации [32], регуляция которых осуществляется 
через транскрипционный фактор FOXO3  [33]. 
Важную роль в  этом процессе играют протео-
литические системы – активация кальпаинов, 
обеспечивающих деструкцию миофиламентов, 
и каспаз, что в совокупности приводит к про-
грессирующей потере мышечной массы [34].

Через 7 и 14 сут после денервации по резуль-
татам иммунофлуоресцентного анализа отме-
чалось снижение уровня дистрофина относи-
тельно значений интактных животных (p > 0.05) 
(рис. 4в). Однако по сравнению с 7 сут, к 14 сут 
эксперимента интенсивность иммунофлуорес-
ценции дистрофина возросла на  14.8% в  ИМ, 
на 14.7% в КМ и на 13.7% в ПБМ. К 35 сут по-
сле денервации наблюдалось дальнейшее увели-
чение экспрессии на 19.4% в КМ, 18.9% в ИМ 
и на 20.5% в ПБМ относительно 7 сут без досто-
верных различий (p > 0.05) между исследуемы-
ми мышцами. При этом на 35 сут относительно 
контроля достоверное снижение иммунофлу-
оресценции дистрофина отметили в волокнах 
ИМ (p > 0.05) и ПБМ (p > 0.05), в КМ содержа-
ние дистрофина было близко к  контрольным 
значениям.

Малые GTP-азы (например, гомолог онкоге-
на вируса саркомы крыс Харви (H-Ras), гомолог 
семейства белков Ras A (RhoA) и гомолог бел-
ка контроля деления клетки 42 (Cdc42)) играют 
ключевую роль в регуляции клеточных процес-
сов при мышечной атрофии. Эти сигнальные 
молекулы участвуют в  дифференцировке ске-
летных мышц, контролируя экспрессию ключе-
вых миогенных факторов – MyoD и миогени-
на, что может опосредованно влиять на уровень 
дистрофина [29]. При денервации активируются 
различные внутриклеточные сигнальные каска-
ды, включая JNK-зависимое фосфорилирование 
c-Jun и других регуляторных белков, участвую-
щих в контроле апоптоза, клеточного гомеостаза 
и процессов гипертрофии. Эти изменения могут 
объяснять наблюдаемое увеличение содержания 
дистрофина [35]. Таким образом, перестройка 
GTP-зависимых сигнальных путей представляет 
собой важный механизм адаптации мышечной 
ткани в условиях денервации.

Влияние антиортостатического вывешивания, 
тенотомии и денервации на уровень 

иммуноэкспрессии nNOS в камбаловидной, 
икроножной и передней большеберцовой 

мышцах крысы
При АОВ на 7, 14 и 35 сут эксперимента было 

выявлено статистически значимое снижение ин-
тенсивности иммунофлуоресценции nNOS в ис-
следуемых мышцах (p < 0.05) (рис. 5а). К 35 сут 
эксперимента при АОВ наблюдали снижение 
интенсивности окрашивания в КМ на 15%, ИМ 
на 12% и ПБМ на 14% по сравнению со значе-
ниями с 7 сут. Наибольшее снижение содержа-
ния nNOS было выявлено в КМ, где значения 
достоверно отличались как от других исследуе-
мых мышц, так и от контрольных показателей 
(p < 0.05).

Известно, что nNOS демонстрирует пре-
имущественную локализацию в  быстросо-
кращающихся мышечных волокнах, что ука-
зывает на  ключевую регуляторную роль NO 
в энергетическом метаболизме мышечной тка-
ни [36]. В условиях атрофии, вызванной АОВ, 
наблюдается транслокация nNOS с сарколеммы 
в цитоплазму, в то время как другие компонен-
ты дистрофин-гликопротеинового комплекса 
сохраняют свою мембранную локализацию [37]. 
Данное перераспределение nNOS приводит 
к  изменению продукции NO и  последующей 
активации FOXO/E3-зависимого пути убикви-
тин-лигаз, что стимулирует экспрессию атро-
фин-ассоциированных генов, включая MuRF1 
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и  атрогин-1/MAFbx  [38]. Эти молекулярные 
изменения лежат в основе развития мышечной 
атрофии при разгрузочных воздействиях.

Результаты иммунофлуоресцентного анали-
за показали достоверное снижение экспрессии 
nNOS во всех исследуемых мышцах на  протя-
жении всего эксперимента после тенотомии 
относительно контрольных значений (рис. 5б). 
К 35 сут после тенотомии наблюдали достовер-
ное снижение иммунофлуоресценции nNOS 
относительно 7  сут: в  КМ и  ИМ  – на  19.1% 
(p < 0.05), в ПБМ – на 9.5%, что свидетельствует 
о наибольшей выраженности изменений в КМ 
и ИМ по сравнению с ПБМ (р < 0.05).

Полученные результаты говорят о дегенера-
тивных изменениях мышечной ткани в  иссле-
дуемой группе животных. Многочисленные ис-
следования, включая модели с вывешиванием 
задних конечностей и денервацией у грызунов, 
демонстрируют характерную делокализацию 
nNOS из сарколеммы в цитоплазму [39]. Этот 
процесс может объясняться конформационны-
ми изменениями в центральном домене дистро-
фина, содержащем nNOS-связывающий участок, 
который структурно перестраивается под меха-
ническим воздействием [40], что приводит к ос-
лаблению связывания с nNOS [41]. Ключевую 
роль в этом процессе играют компоненты дис-
трофин-гликопротеинового комплекса (ДГК): 
дистрофин и синтрофин непосредственно уча-
ствуют в локализации nNOS через специфиче-
ские связывающие домены [42], тогда как сар-
когликаны и бигликаны, не связанные с nNOS 
напрямую, также обеспечивают стабильность 
этого комплекса [43]. Таким образом, правиль-
ная локализация nNOS зависит от структурной 
целостности всего ДГК, и  нарушение любого 
из его компонентов приводит к делокализации 
фермента и последующим патологическим из-
менениям в мышечной ткани.

После денервации на  7, 14 и  35  сут у  крыс 
было выявлено снижение уровня nNOS по дан-
ным иммунофлуоресцентного анализа во всех 
исследуемых мышечных группах относительно 
контрольных значений (рис. 5в). По сравнению 
с 7 сут, к 14 сут после денервации во всех иссле-
дуемых мышцах наблюдалось прогрессирующее 
снижение иммунофлуоресценции nNOS: в ИМ 
на 15.7%, КМ на 18% и ПБМ на 16%. На 35 сут 
выявили максимальное снижение иммунофлуо-
ресценции nNOS относительно 7 сут в ИМ, КМ 
и ПБМ на 19.1, 20.2 и 20% соответственно. Мак-
симальное снижение произошло в КМ относи-
тельно ИМ и ПБМ (p < 0.05). При этом наиболее 
выраженное снижение экспрессии nNOS отме-
чалось в  КМ, где различия с  другими мышеч-
ными группами были статистически значимыми 
(p < 0.05).

Наблюдаемые дегенеративные измене-
ния в  мышечной ткани экспериментальных 
животных связаны с  ключевой ролью nNOS 
в  патогенезе мышечной атрофии. Исследова-
ния демонстрируют, что делокализация nNOS 
из сарколеммы в  цитозоль активирует каскад 
атрофических процессов. Этот процесс уси-
ливает сигнальный путь FOXO, приводя к  ги-
перэкспрессии FOXO1a и  FOXO3a  [37], также 
стимулирует УПС через повышение экспрес-
сии атрогин-1 [44]. Этот механизм объясняется 

Рис.  5. Содержание nNOS в  икроножной (чер-
ный), камбаловидной (светло-серый) и  передней 
большеберцовой (серый) мышцах у  крыс на  7, 14 
и 35 сут после антиортостатического вывешивания 
(АОВ) (а), тенотомии (б) и денервации (в) относи-
тельно диаметра волокон интактных мышц (100%),  

* p < 0.05 – значимые отличия значений исследуе-
мой мышцы по отношению к интактной, # p < 0.05,  
## p < 0.01 – значимые отличия значений между раз-
ными группами мышц
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увеличением цитозольной фракции nNOS при 
ее делокализации, что подтверждается корреля-
цией между уровнем цитозольного nNOS и экс-
прессией FOXO3a [37]. Кроме того, снижение 
мембранной локализации nNOS ухудшает ре-
гуляцию сосудистого тонуса и метаболических 
процессов в  мышцах, что приводит к  наруше-
нию кровоснабжения и снижению регенератор-
ного потенциала мышечной ткани [41]. Таким 
образом, дислокация nNOS представляет собой 
центральное звено в патогенезе атрофии при де-
нервации, запускающее как протеолитические 
процессы, так и нарушения микроциркуляции.

Влияние антиортостатического вывешивания, 
тенотомии и денервации на сократительные 

параметры мышечных волокон  
в камбаловидной мышце крысы

Полученные результаты показали, что де-
нервация, тенотомия и АОВ наибольшее влия-
ние оказывают на КМ. Исследование сократи-
тельных параметров КМ проводили на 7 сут, так 
как именно в этот период начинают проявляться 
первые атрофические изменения в мышцах. На 
14 и 35 сут изменений не наблюдалось, однако 
на 50 сут были выявлены достоверные измене-
ния в сократительных параметрах КМ по срав-
нению с контрольными значениями. 

При измерении силы сокращения КМ на 7 сут 
во всех экспериментальных группах наблюда-
ли достоверные отличия от контроля (p < 0.05) 
(рис. 6а). При АОВ и денервации на 7 сут выяви-
ли увеличение силы сокращения мышечных во-
локон, составившее относительно контрольных 
значений 119.5 ± 7.3 (p < 0.05) и 126.2 ± 11.0% 
(p < 0.0001) соответственно. Волокна КМ в груп-
пе крыс, подвергшихся тенотомии, демонстри-
ровали меньшее значение силы сокращения 
(p < 0.0001) по сравнению с контролем, соста-
вившее 53.7 ± 12.9%. На 50 сут значительные от-
личия от контроля (p < 0.0001) наблюдали только 
в группе крыс с тенотомией. На 50 сут при те-
нотомии значения силы сокращения мышеч-
ных волокон составили 58.2 ± 16.0% (p < 0.0001). 
В  остальных экспериментальных группах зна-
чения силы сокращения КМ достоверно не от-
личалась от контроля (p  >  0.05). Результаты 
демонстрируют, что тенотомия вызывает наибо-
лее существенные нарушения сократительных 
свойств мышц, что подтверждает ключевую роль 
мышечно-сухожильного соединения в  обеспе-
чении нормальной функций мышц. Нарушение 
целостности этой связи приводит к выраженно-
му функциональному дефициту [45].

При снижении функциональной нагрузки 
наблюдается уменьшение мышечного объема, 
сопровождающееся сокращением количества 
миофиламентов и снижением числа поперечных 
мостиков, что в конечном итоге приводит к ос-
лаблению сократительной способности мышц. 
Мышцы млекопитающих демонстрируют значи-
тельную адаптивную способность в ответ на из-
менения уровня сократительной активности, 
доступности субстрата и условий окружающей 
среды [46]. Важным компонентом такой адапта-
ции являются переходы между типами мышеч-
ных волокон, происходящие как при физических 
тренировках, так и при малой подвижности. Эти 
преобразования сопровождаются изменения-
ми в экспрессии сократительных белков, среди 

Рис.  6. Сила сокращения (а), время сокращения 
(б) и  время полурасслабления (в) камбаловидной 
мышцы (КМ) у крыс после антиортостатического 
вывешивания (АОВ) (черный), денервации (свет-
ло-серый) и тенотомии (серый) на 7 и 50 сут, кон-
троль (белый), ** p < 0.05, *** p < 0.0001 – значи-
мые отличия значений по отношению к интактным 
животным.
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которых наиболее значимым считается переклю-
чение между изоформами тяжелых цепей мио-
зина, определяющее функциональные свойства 
миофибрилл [46].

На 7 и  50  сут достоверное увеличение вре-
мени сокращения КМ было выявлено только 
в группе крыс с денервацией (p < 0.05) (рис. 6б). 
При денервации на 7 сут значение времени со-
кращения составило 0.091 ± 0.003 с (p < 0.05), 
на 50 сут – 0.095 ± 0.006 с (p < 0.05). В остальных 
экспериментальных группах время сокращения 
КМ у крысы не имело достоверных отличий от 
контроля (p > 0.05).

Данные демонстрируют значительное влия-
ние полного нарушения нервного контроля 
на сократительную функцию КМ у крыс. Уве-
личение времени мышечного сокращения сви-
детельствует о  значительных изменениях био-
механических характеристик мышечной ткани, 
которые развиваются вследствие утраты нервно-
го контроля, последующей структурной реорга-
низации мышечных волокон. В результате атро-
фии изменение времени мышечного сокращения 
связывают с изменением экспрессии изоформ 
миозина [47] и уменьшением расстояния между 
актиновыми и миозиновыми филаментами [48].

После тенотомии на  7 и  50  сут наблюда-
ли достоверное увеличение времени полурас-
слабления, составившее относительно кон-
трольных значений 0.181 ± 0.016 с (p < 0.0001) 
и  0.203  ±  0.019  с (p  <  0.0001) соответственно 
(рис. 6в). В остальных экспериментальных груп-
пах время полурасслабления КМ не имело до-
стоверных отличий от контроля (p > 0.05). 

Тенотомия вызывает значительные изменения 
релаксационных свойств мышц через структур-
ные изменения в саркоплазматическом ретику-
луме и составе мышечных белков [49]. Сократи-
тельная способность мышечной ткани зависит 
от концентрации внутриклеточного кальция 
(Ca²+) – его повышение вызывает сокращение 
скелетных мышц [50]. Однако в атрофированных 
мышцах нарушается работа кальциевых каналов, 
что приводит к изменению поглощения и высво-
бождения Ca²+ из саркоплазматического ретику-
лума и, как следствие, влияет на время полурас-
слабления мышечных волокон [50].

ВЫВОДЫ

Антиортостатическое вывешивание, денерва-
ция и тенотомия вызывают уменьшение диаме-
тра мышечных волокон в исследуемых мышцах 
задней конечности крыс.

Тенотомия вызывает значительное снижение 
иммуноэкспрессии дистрофина в камбаловид-
ной, икроножной и передней большеберцовой 
мышцах. При АОВ также происходит снижение 
содержания дистрофина относительно контроль-
ных значений. Однако по сравнению с 7 сут уро-
вень дистрофина при АОВ к 35 сут повышает-
ся у икроножной и передней большеберцовой 
мышц, а  у камбаловидной мышцы снижение 
усиливается. Денервация вызывает снижение 
уровня дистрофина, однако в  динамике от 7 
к 35 сут его содержание увеличивается, вплоть 
до достижения контрольных значений иммуно-
экспрессии у камбаловидной мышцы.

Антиортостатическое вывешивание, де-
нервация и тенотомия вызывают достоверное 
снижение уровня нейрональной NO-синтазы 
в икроножной, камбаловидной и передней боль-
шеберцовой мышцах у крыс.

Антиортостатическое вывешивание задних 
конечностей вызывает увеличение сократитель-
ной силы камбаловидной мышцы на 7 сут, ко-
торое не сохраняется к 50 сут. Денервация и те-
нотомия приводят к выраженным изменениям 
сократительной функции камбаловидной мыш-
цы у крысы, которые находятся в прямой корре-
ляции с развитием атрофических процессов. 
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Skeletal muscle atrophy can develop under the influence of various factors related to their disuse, such as 
immobilization, denervation, or exposure to microgravity. The aim of this work was to conduct a morphological 
and functional assessment of skeletal muscles in disuse models in rats. The rats were randomly assigned to 
a control group and groups that underwent denervation, tenotomy, and hindlimb unloading. During the 
experiments, a decrease in the diameter of muscle fibers was revealed in all experimental groups. During 
tenotomy, there was a decrease in dystrophin immunosuppression. During hindlimb unloading, the dystrophin 
level decreased, but by day 35, recovery was observed in the gastrocnemius and anterior tibial muscles, while 
in the soleus it continued to fall. After denervation, the dystrophin content also decreased, but then increased, 
reaching control values for the soleus muscle by day 35. The level of neuronal NO-synthase significantly 
decreased in all experimental groups. The effects of denervation and tenotomy lead to pronounced changes in 
the contractile function of the soleus muscle in rats, which are in direct correlation with the development of 
atrophic processes.

Keywords: muscle atrophy, dystrophin, neuronal NO-synthase, hindlimb unloading, denervation, tenotomy.
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