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Длительный постельный режим может оказать существенное негативное воздействие 
на скелетные мышцы, приводя к мышечной атрофии и снижению силы. Потеря мышеч-
ной массы и силы особенно выражена в первую неделю иммобилизации. Антиорто-
статическая гипокинезия (АНОГ) – один из способов моделирования гравитационной 
разгрузки скелетных мышц, при котором человек пребывает на постельном режиме 
с углом наклона головного конца кровати на –6°. При АНОГ наблюдается развитие 
мышечной атрофии, являющейся результатом снижения синтеза белка и усиления его 
распада. Данная работа посвящена анализу ключевых анаболических маркеров кам-
баловидной мышцы (m. soleus) при 21-суточной АНОГ. Эксперимент с антиортоста-
тической гипокинезией был проведен на базе Института медико-биологических про-
блем РАН. Шестеро здоровых мужчин добровольцев в возрасте 25–35 лет в течение 
21 суток находились на строгом постельном режиме с углом наклона головного конца 
кровати –6°. Игольчатая биопсия m. soleus проводилась по методу Бергстрема до ги-
покинезии и на 21-е сутки гипокинезии. Полученный в ходе биопсии материал немед-
ленно замораживался в жидком азоте для дальнейших вестерн-блот и ПЦР анализов. 
Изучение субстратов mTORC1 показало достоверное снижение фосфорилирования 
p70 и 4EBP1 после АНОГ. Также наблюдалось достоверное снижение фосфорилиро-
вания рибосомальной киназы p90RSK, достоверное увеличение фосфорилирования 
eEF2 и увеличение экспрессии мРНК eEF2K. Помимо этого, после АНОГ снижалось 
фосфорилирование AMPK и ее субстрата ACC. Полученные данные подтверждают 
гипотезу о том, что снижение синтеза белка вносит вклад в развитие атрофии m. soleus 
человека после 21-суточной АНОГ наряду с увеличением протеолиза.
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ВВЕДЕНИЕ

Скелетные мышцы чрезвычайно пластичны. Снижение или полное прекращение 
сократительной активности приводит к их атрофии, что выражается в снижении мы-
шечной массы, размера мышечных волокон, максимальной силы сокращения и сни-
жении работоспособности [1, 2]. К атрофии мышц приводит иммобилизация конеч-
ностей, гравитационная разгрузка или постельный режим, которым сопровождаются 
различные патологические состояния [3]. Антиортостатическая гипокинезия (АНОГ) 



724 БЕЛОВА и др. 

является, наряду с «сухой» иммерсией, моделью, с помощью которой воспроизводит-
ся механическая и функциональная разгрузка скелетных мышц человека. АНОГ – это 
состояние, при котором человек пребывает на постельном режиме с углом наклона 
головного конца кровати на –6°, имитируя условия микрогравитации. Это состояние 
изучалось на предмет его воздействия на организм человека и, в частности, на разви-
тие атрофии и изменение функциональных свойств скелетных мышц. В экспериментах 
с АНОГ зафиксирована атрофия мышц с различным миозиновым фенотипом [3]. Ги-
покинезия в течение 60 суток приводила к уменьшению площади поперечного сечения 
(ППС) мышц поясницы, тогда как 120-суточная гипокинезия – к уменьшению ППС 
камбаловидной мышцы (m. soleus); в обоих случаях атрофия коррелировала с умень-
шением силы сокращения этих мышц [4, 5]. Кратковременная длительность АНОГ 
(17–20 суток) также приводила к снижению ППС мышц голени на 10–12% [3, 6, 7]. 
Однако, как указывают работы Шенкмана и Козловской, атрофические изменения при 
гипокинезии развиваются медленнее, чем при «сухой» иммерсии, так как при АНОГ 
сохраняется, хоть и небольшое, опорное воздействие в результате перераспределения 
силы реакции опоры с подошв ног на заднюю поверхность тела человека [8–12]. Если 
АНОГ минимизирует силы, действующие на мышцы нижних конечностей человека 
в вертикальном или сидячем положении, то «сухая» иммерсия нейтрализует эти силы 
с помощью гидростатической подъемной силы [13]. При этом до сих пор совершенно 
неизученным остается вопрос о привязке кожных сенсорных полей глубокой механо-
чувствительности различных участков тела к активности определенных мышц и мы-
шечных групп. Поэтому вопрос о влиянии опорных реакций, приходящихся на поверх-
ность спины и ягодиц, на активность камбаловидной мышцы по-прежнему остается 
неясным. Таким образом, при АНОГ наблюдается значительная зависящая от времени 
воздействия мышечная атрофия и снижение мышечной силы. Установлено, что сниже-
ние силы в два раза превышает снижение мышечной массы и размеров волокон [14]. 
Это может свидетельствовать о том, что при хронической разгрузке скелетные мышцы 
становятся слабее, и некоторая часть этой функциональной потери происходит в самой 
мышце, но также значительная часть наблюдающихся перемен, по-видимому, объяс-
няется изменениями иннервации мышцы, действующими на центральном и перифе-
рическом уровнях [14]. Понимание механизмов предотвращения уменьшения мышеч-
ной массы, вызванного функциональной разгрузкой скелетных мышц, по-прежнему 
является актуальной научной проблемой, решение которой имеет клиническое при-
менение (иммобилизация, саркопения и кахексия) [15]. Будущие исследования долж-
ны обобщить воздействие АНОГ на людей и оценить, в какой степени эти эффекты 
можно смягчить с помощью различных контрмер [3]. Также должны быть изучены 
типы и продолжительность восстановления, необходимого для успешного поддержа-
ния двигательных функций.

Принято считать, что атрофия является результатом снижения синтеза белка и уси-
ления его распада [16, 17]. Однако соотношение вклада этих процессов в развитие 
атрофии давно является предметом дискуссий. Phillips и McGlory в своей работе при-
ходят к выводу, что у людей в условиях функциональной разгрузки скелетных мышц 
наблюдается минимальное увеличение интенсивности протеолиза, а снижение синте-
за белка является преобладающим механизмом, лежащим в основе снижения массы 
и площади поперечного сечения мышечных волокон [18]. Reid и соавт. высказывают 
другую точку зрения [19], указывая на то, что доминирующим механизмом, вызываю-
щим мышечную атрофию, является протеолиз. В своем обзоре они ссылаются на рабо-
ты, показывающие, что практически при всех атрофических состояниях увеличивается 
экспрессия мРНК ключевых мышечных E3-убиквитинлигаз MAFbx и MuRF-1. Уве-
личение экспрессии этих убиквитинлигаз было зарегистрировано в диафрагме людей 
[20–22] и грызунов [23], находящихся на искусственной вентиляции легких, в мышцах 
конечностей человека после постельного режима, иммобилизации нижних конечнос-
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тей [24–29], а также в мышцах грызунов после вывешивания задних конечностей, 
иммобилизации и при космическом полете [30–32]. Возникшие противоречия можно 
связать с тем, что в исследованиях на животных и человеке часто рассматриваются 
разные по функциям и миозиновому фенотипу мышцы [33, 34]. Кроме того, некоторые 
авторы показывают, что атрофия m. vastus lateralis происходит неравномерно – одни 
области атрофируются сильнее, чем другие [35]. При этом данные о молекулярных со-
бытиях в m. soleus у человека при разгрузке обрывочны, в то время как на модельных 
экспериментах с грызунами в m. soleus сигнальные процессы исследованы намного 
лучше, но они плохо соотносятся с имеющимися данными по m. vastus lateralis людей 
при гипокинезии и «сухой» иммерсии. В нашей недавней работе было показано, что 
21-суточная АНОГ приводит к достоверному снижению площади поперечного сечения 
волокон как в m. vastus lateralis, так и в m. soleus [7]. При этом мы также наблюдали 
рост экспрессии мРНК MAFbx и MuRF-1, который был более выражен в m. soleus [7]. 
Также нами были зафиксированы изменения в экспрессии мРНК IL-6 и фосфорилиро-
вании протеинкиназы B (AKT) [7].

Синтез белка скелетных мышц регулируется сложной сетью молекулярных меха-
низмов, которые можно разделить на mTORC1-зависимые и -независимые пути. Эти 
пути влияют на инициацию и элонгацию трансляции и биогенез рибосом, которые 
имеют решающее значение для синтеза белка в мышечных волокнах [36, 37]. Путь 
mTORC1, включающий путь AKT/mTOR, является важнейшим регулятором гипертро-
фии скелетных мышц и может предотвращать мышечную атрофию. Этот путь активи-
руется различными анаболическими стимулами и участвует в регуляции инициации 
рибосомальной трансляции, что является ключевым этапом синтеза белка [37, 38]. Ри-
босомальная протеинкиназа P70 (p70S6k) и 4Е-связывающий белок 1 (4E-BP1) явля-
ются субстратами mTORC1 [39]. Для того чтобы составить полную картину изменений 
протеостаза при АНОГ, в данной работе мы провели анализ ключевых анаболических 
маркеров в m. soleus человека после 21-суточной антиортостатической гипокинезии 
с целью выяснения роли синтеза белка в развитии атрофии.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Антиортостатическая гипокинезия. Эксперимент с антиортостатической гипоки-
незией был проведен на базе Института медико-биологических проблем РАН. Шесте-
ро здоровых мужчин добровольцев в возрасте 25–35 лет в течение 21 суток находились 
на строгом постельном режиме с углом наклона головного конца кровати –6°. Игольча-
тая биопсия m. soleus проводилась по методу Бергстрема [29] до гипокинезии (на ри-
сунках данные обозначены как Pre) и на 21-е сутки гипокинезии (на рисунках данные 
обозначены как Post). В горизонтальном положении в помещении, предназначенном 
для хирургических манипуляций, проводили местную анестезию путем внутрикожной 
инъекции 2%-ного раствора лидокаина над поверхностью задней группы мышц голе-
ни. Затем выполняли кожный разрез с помощью хирургического лезвия и производили 
стерильный забор ткани с помощью биопсийной аспирационной иглы Бергстрема. По-
сле извлечения иглы рану обрабатывали гемостатической губкой и закрывали бактери-
цидным лейкопластырем. Образцы мышечной ткани были заморожены в жидком азоте 
и хранились в холодильнике при –85 °C.

Анализ экспрессии генов. Для анализа экспрессии мРНК генов из мышечной ткани 
с помощью набора RNeasy micro kit (Qiagen, США) была выделена тотальная фракция 
РНК и использована в качестве матрицы для проведения обратной транскрипции с по-
следующей ПЦР-реакцией. Для проведения обратной транскрипции были использо-
ваны компоненты набора RevertAid RT Kit (Thermo Fisher Scientific, США). Обратную 
транскрипцию проводили в амплификаторе (CFX96 Touch Real-Time PCR Detection 
System, Bio-Rad Laboratories, США). Для проведения ПЦР в реальном времени исполь-
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зовали полученную в результате обратной транскрипции кДНК, праймеры с концент-
рацией 10 мкМ и мастер-микс (0.3 мМ дНТФ, 3 мМ MgCl2, 2.5 мкл 10-кратного ПЦР-
буфера Б (pH 8.8), 0.06 ед./мкл Taq ДНК-полимеразы, Синтол, Россия). Нормирование 
данных ПЦР проводили на экспрессию housekeeping гена GAPDH. Все праймеры, ис-
пользовавшиеся в эксперименте, представлены в табл. 1.

Таблица 1. Список использованных в работе праймеров

Gene Primers
eEF2K F AGAAGCTGGTGACAGGCAGT

R GGGTTCTTGTCCAGTCCAAA
GAPDH F CCAGTATGATTCTACCCACGGC

R CGGAGATGATGACCCTTTTGGC

Анализ содержания белков в тотальной фракции камбаловидной мышцы. Для вы-
деления тотальной белковой фракции был использован набор реагентов RIPA Lysis 
Buffer System (Santa Cruz, США). При этом дополнительно использовались ингибиторы 
протеаз Complete Protease Inhibitor Cocktail (Santa Cruz, США), 10 мкг/мл апротинина 
(SIGMA, США), 10 мкг/мл лейпептина (SIGMA, США), 10 мкг/мл пепстатина (SIGMA, 
США), 10 мкг/мл «complete Mini Protease Inhibitor Cocktail» (Roche, Швейцария), 20 
мкг/мл фосфоингибиторного коктейля (Santa Cruz, США). Для проведения электрофо-
реза в полиакриламидном геле (ПААГ) образцы разводились в двукратном буфере (5.4 
мМ Tris-HCl (pH 6.8), 4%-ный Ds-Na, 20%-ный глицерин, 10%-ный β-меркаптоэтанол, 
0.02%-ный бром феноловый синий). Электрофорез был проведен в 10%-ном разделя-
ющем ПААГ при силе тока 17 мА на гель в мини-системе (Bio-Rad Laboratories) при 
комнатной температуре. Электроперенос белков проводили на нитроцеллюлозную мем-
брану при 100 В и температуре 4 °C в течение 120 мин в системе mini Trans-Blot (Bio-
Rad Laboratories). После электропереноса НЦ-мембраны инкубировали в растворе 5%-
ного сухого молока (Bio-Rad Laboratories) в PBST (PBS + 0.1% Tween 20) в течение 1 ч 
при комнатной температуре. Для выявления белковых полос использовали первичные 
поликлональные антитела: p-p70S6k (Thr389) (1:500; Santa Cruz Biotechnology, США, 
sc-11759), p-4E-BP1 (Thr37/46) (1:1000, Cell Signaling Technology, США, #2855) и 4E-
BP1 (1:2000, Cell Signaling Technology, США, #9452), p-p90RSK (Ser380) (1:1000, Cell 
Signaling, США, #9341) и p90RSK (1:2000, Cell Signaling Technology, США, #8408), p-eEF2 
(Thr56) (1:1000, Cell Signaling, США, #2331) и eEF2 (1:2000, Cell Signaling Technology, 
США, #2332), p-AMPK (Thr172) (1:500, Cell Signaling, США, #2535) и AMPK (1:1000, 
Cell Signaling Technology, США, #2532), p-ACC (Ser79) (1:1000, Cell Signaling, США, 
#3661) и ACC (1:1000, Cell Signaling Technology, США, #3676). В качестве вторичных 
антител использовали антитела goat anti-rabbit, конъюгированные с пероксидазой хрена 
(Santa Cruz, США) в разведении 1:50000. Инкубация блотов с первичными антителами 
проводилась в течение ночи при 4 °C, со вторичными антителами 1 ч при комнатной 
температуре. Анализ белковых полос проводили с использованием C-DiGit Blot Scanner 
(LI–COR Biotechnology, США). Все измерения плотности изображений проводились 
в линейном диапазоне проявляющего реагента и сканера. Медиану оптического погло-
щения (ОП) полос вывешенной группы делили на медиану ОП полос соответствующей 
контрольной группы, отличия выражали в процентах. Медиану ОП полос контрольной 
группы принимали за 100%. Статистическая обработка данных вестерн-блота произво-
дилась с помощью программы Image Studio Digits Ver4.0.

Статистическая обработка данных. Данные по содержанию белков представлены 
как средние ± SEM, данные о содержании мРНК представлены в виде максимума, ми-
нимума и интерквартильной широты (0.25–0.75). Средние значения всех групп показа-
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ны в % от группы Pre. Для проверки достоверности различий между группами исполь-
зовался непараметрический Т-критерий Уилкоксона. Значение p < 0.05 расценивали 
как статистически значимое.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее в эксперименте с 24-суточным постельным режимом был проведен анализ 
фосфорилирования p70S6k в m. vastus lateralis, и авторы не обнаружили изменений 
по сравнению с контролем [40]. В нашем исследовании фосфорилирование p70S6k 
(Thr389) в m. soleus после 21 суток АНОГ снижалось на 48% (p < 0.05) (рис. 1а), а фос-
форилирование 4Е-BP1 (Thr37/46) на 18% (p < 0.05) (рис. 1b), что было ожидаемо, так 
как именно m. soleus, важнейшая познотоническая мышца, больше всего и страдает от 
безопорности. Субстраты mTORC1 ингибируются при многих состояниях, вызываю-
щих атрофию, таких как сепсис, голодание, диабет и антиортостатическое вывешива-
ние грызунов [41–43]. Но также известно, что в условиях иммобилизации и денерва-
ции активность mTORC1 увеличивается, а не снижается, по крайней мере, на ранних 
стадиях процесса атрофии, что, однако, не приводит к увеличению синтеза белка [42].

Сигнальный каскад ERK/p90RSK, который может участвовать в регуляции иници-
ации трансляции независимо от mTORC1, также может изменяться в ответ на сниже-
ние сократительной активности скелетных мышц. 21-суточная гипокинезия привела 
к снижению фосфорилирования p90RSK (Thr359/Ser363) в m. soleus на 18% (p < 0.05) 
(рис. 1c). Наблюдаемое нами снижение фосфорилирования p70S6k, 4Е-BP1 и p90RSK 
в m. soleus хорошо согласуется с результатами экспериментов с антиортостатическим 
вывешиванием грызунов в течение 7 суток [43, 44], причем в некоторых исследованиях 
показано снижение p90RSK m. soleus уже на третьи сутки вывешивания [45]. Таким 
образом, мы наблюдали снижение фосфорилирования и, соответственно, снижение ак-
тивности рибосомальных киназ p70S6k и p90RSK после 21-суточной АНОГ, что долж-
но приводить к снижению синтеза белка на рибосоме.

Фактор элонгации трансляции 2 (eEF2) играет ведущую роль в регуляции процесса 
наращивания полипептидной цепи, катализируя процесс транслокации (перемещение 
рибосомы по мРНК) [39]. Киназа eEF2 также является непосредственной мишенью 
mTORC1. Фосфорилирование eEF2 приводит к ингибированию ее активности, что 
снижает интенсивность элонгации трансляции [46, 47]. Несмотря на его важную роль 
в регуляции синтеза белка, активность eEF2 в мышцах человека при функциональной 
разгрузке ранее не исследовалась. В данной работе впервые показано увеличение в m. 
soleus после 21-суточной АНОГ содержания тотальной eEF2 на 165% (p < 0.05) и его 
фосфорилированной формы (Thr56), которая не способна связываться с рибосомой, на 
275% (p < 0.05) (рис. 2a). Это ингибирующее фосфорилирование осуществляет кина-
за элонгационного фактора 2 (eEF2K) [48,49], экспрессия которой после АНОГ была 
увеличена на 45% (p < 0.05) (рис. 2b). Аналогичные изменения происходят в m. soleus 
крыс при вывешивании как на ранних (1-е – 3-и сутки), так и на более поздних (7- – 14-е 
сутки) этапах разгрузки [50]. Известно, что p70S6K и p90RSK могут фосфорилировать 
(по Ser366 и Ser359) и таким образом ингибировать eEF2K, что может приводить к уве-
личению синтеза белка [39, 51]. В нашем эксперименте ингибирование активности 
eEF2 наблюдается вместе со снижением фосфорилирования p70S6K и p90RSK, что 
замедляет процесс удлинения полипептидной цепи на рибосоме.

Хорошо известно, что AMФ-зависимая протеинкиназа (АМРK) может снижать ана-
болические процессы через фосфорилирование TSC2 и Raptor, ингибируя таким обра-
зом mTORC1 и синтез белка [52–55]. Помимо ингибирующего действия на mTORC1, 
AMPK также может регулировать синтез белка посредством ингибирования активно-
сти eEF2 через фосфорилирование eEF2K [56]. Мы проанализировали уровень фосфо-
рилирования АМРK (Thr172) и еe субстрата ацетил-КоА-карбоксилазы (ACC) в мыш-
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цах после 21-суточной гипокинезии. Фосфорилирование АМРK (Thr172) снижалось 
после гипокинезии в m. soleus на 21% (p < 0.05) (рис. 3a). При этом фосфорилирование 
ацетил-КоА-карбоксилазы (ACC) (Ser79) также достоверно снижалось в m. soleus на 
19.5% (p < 0.05) (рис. 3b). В литературе нет данных об исследовании АМРK в m. soleus 
при гипокинезии, при этом в m. vastus lateralis при гипокинезии не наблюдалось каких 
либо изменений на 5- [57], 7- [58] и 14-й день гипокинезии [59]. При этом в m. soleus 
человека после 3 суток «сухой» иммерсии наблюдалось достоверное снижение фос-
форилирования АМРK [60], а в экспериментах с вывешиванием на грызунах показа-
но, что фосфорилирование АМРK в m. soleus снижалось только на начальных этапах 
функциональной разгрузки [61]. Учитывая тот факт, что при гипокинезии атрофиче-
ские процессы развиваются медленнее, чем в условиях «сухой» иммерсии, поскольку 
при АНОГ сохраняется, хоть и небольшое, опорное воздействие [8], полученные нами 
данные хорошо согласуются с имеющимися сведениями из литературы по фосфорили-
рованию АМРK в m. soleus и указывают на важную роль АМРK в сигнальных собы-
тиях при разгрузке именно в познотонических мышцах. Изначально мы предполагали, 
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что снижение фосфорилирования p70S6K связано с ростом фосфорилирования АМРK. 
Полученные нами данные это предположение опровергли. Другим возможным акти-
ватором mTORC1 является протеинкиназа В (AKT), которая фосфорилирует и инак-
тивирует TSC2, блокирующий работу mTORC1 [39, 62]. Поскольку нами ранее было 
показано снижение фосфорилирования AKT (Ser473) в условиях АНОГ [7], мы пред-
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полагаем, что снижение активности p70S6k после 21-суточной АНОГ связано именно 
со снижением фосфорилирования AKT.

Проведенное нами исследование показало, что атрофические изменения в m. soleus 
человека при 21-суточной АНОГ сопровождаются снижением активности ключевых 
анаболических маркеров p70S6k, p90RSK, 4EBP1, eEF2 и AMPK (рис. 4), что в боль-
шей степени соотносится с данными, полученными на m. soleus грызунов при модели-
ровании функциональной разгрузки.

Таким образом, наше исследование вносит вклад в понимание механизмов разви-
тия мышечной атрофии человека и применимости полученных на животных данных 
в поиске возможных фармакологических мишеней для ее предотвращения при косми-
ческом полете, клиническом постельном режиме и иммобилизации.
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Key Anabolic Markers in Human M. Soleus after 21-Day Head-Down Tilt Bedrest
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Prolonged bed rest can have a significant negative effect on skeletal muscle, leading to mus-
cle wasting and reduced strength. This process can occur in as little as 10 days in healthy 
individuals, with the loss of muscle mass and strength being particularly pronounced dur-
ing the first week of immobilization. Head-down tilt bed rest (HDT) is a method used to 
simulate the physiological changes that occur in weightlessness during spaceflight. This 
technique involves lying in bed with the head tilted downward. This paper is dedicated 
to the analysis of key anabolic markers of the soleus muscle during 21 days of HDT BR. 
The HDT BR experiment was conducted at the Institute of Biomedical Problems, Russian 
Academy of Sciences. Six healthy male volunteers, aged 25–35 years, were subjected 
to 21 days of strict bed rest with a tilt angle of –6°. A needle biopsy of the m.soleus was 
performed using the Bergström method before the start of HDT BR and on day 21 of HDT 
BR. The biopsy material was immediately frozen in liquid nitrogen for further Western blot 
and PCR analysis. Examination of mTORC1 substrates showed a significant decrease in 
p70 and 4EBP1 phosphorylation after HDT BR. We also observed a significant decrease in 
the phosphorylation of another ribosomal kinase, p90RSK, a significant increase in eEF2 
phosphorylation and an increase in eEF2k mRNA expression. In addition, the phosphoryl-
ation of AMPK and its substrate ACC decreased after HDT BR. The data obtained in this 
work support the hypothesis that a decrease in protein synthesis, together with an increase 
in proteolysis, contributes to the development of human m. soleus atrophy after 21 days 
of HDT BR.
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