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Артериальная гипертензия приводит к изменениям функционирования разных систем 
организма, включая иммунную систему. TRP-ионные каналы все больше привлекают 
внимание в качестве мишеней для коррекции работы висцеральных органов, в том чи-
сле с терапевтическими целями. В настоящей работе исследовалось представительство 
термочувствительных TRP-ионных каналов в иммунокомпетентном органе – селезен-
ке – методом количественного ОТ-ПЦР у нормо- и гипертензивных животных в норме, 
при охлаждении и стимуляции периферического холодочувствительного ионного кана-
ла TRPM8. Показано, что гены исследованных TRP-ионных каналов (TRPM8, TRPA1, 
TRPV1, TRPV2, TRPV3 и TRPV4) в разной степени экспрессируются в селезенке 
у животных обеих линий. У крыс с артериальной гипертензией в селезенке снижена 
экспрессия генов холодочувствительных ионных каналов TRPM8 и TRPA1. Это со-
гласуется с ранее полученными данными о снижении экспрессии гена ионного канала 
TRPM8 в гипоталамусе у гипертензивных животных. Глубокое охлаждение организма, 
как и активация периферического (кожного) холодочувствительного ионного канала 
TRPМ8 ментолом, приводила к повышению экспрессии генов ионных каналов TRPA1 
и TRPV1 в селезенке гипертензивных крыс, не оказывая влияния на экспрессию ге-
нов у нормотензивных животных. Учитывая вовлеченность ионных каналов TRPA1 
и TRPV1 в процессы воспаления, это может указывать на изменение характера вос-
палительных реакций у гипертензивных животных при действии холода на организм. 
Полученные данные могут свидетельствовать о вовлеченности TRP-ионных каналов 
селезенки в изменение иммунного статуса организма при артериальной гипертензии.
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ВВЕДЕНИЕ

Артериальная гипертензия остается серьезной медицинской проблемой, основные 
причины и механизмы которой до конца не выяснены, несмотря на многолетние исследо-
вания. В последнее время появилось большое количество работ, посвященных роли им-
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мунной системы в развитии и прогрессировании гипертонической болезни [1–6]. Иссле-
дования показали устойчивую связь между развитием гипертонии, провоспалительными 
цитокинами и клетками врожденного и адаптивного (приобретенного) иммунитета [6–8].

Признанной оригинальной моделью гипертонической болезни человека является 
линия крыс с наследственной индуцированной стрессом артериальной гипертензией 
(НИСАГ) [9, 10], полученная в Институте цитологии и генетики СО РАН (Новосибирск) 
путем многолетнего отбора [11]. Крысы линии НИСАГ характеризуются множеством 
признаков, характерных для гипертензии человека. К ним относятся как нейроэндо-
кринные нарушения, связанные с повышением реактивности симпатоадреналовой 
и гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой систем, так и ряд морфофизиологических 
показателей гипертензивного состояния [10–12]. У животных данной линии наблюда-
ются изменения в иммунной системе [13], в частности, изменено соотношение имму-
нокомпетентных клеток селезенки в сравнении с нормотензивными животными [14]. 
Наши предыдущие исследования также показали, что иммунные реакции на антиген 
у нормо- и гипертензивных крыс развиваются по-разному [15, 16–18].

В настоящее время при исследовании артериальной гипертензии большое внима-
ние уделяется TRP-ионным каналам (Transient Receptor Potential), которые многими 
авторами рассматриваются как потенциальные мишени терапевтического воздействия, 
в том числе при данном заболевании [19–22]. TRP-ионные каналы представляют собой 
большую группу катионных каналов, участвующих в реакциях клеток на различные 
внешние стимулы. Они активируются при температурных, тактильных и болевых воз-
действиях, вовлечены в механическую и вкусовую чувствительность и т.д. [23–27]. 
Важной особенностью TRP-каналов является способность активироваться природ-
ными веществами – ментолом (TRPМ8), горчичным маслом и коричным альдегидом 
(TRPА1), капсаицином (TRPV1), камфорой (TRPV3) [28, 29].

На сегодняшний день показано, что TRP-каналы экспрессируются почти во всех 
типах клеток иммунной системы [27]. Неудивительно, что все большее количество ис-
следований свидетельствует об их важной роли в иммунной системе [30–33], включая 
регуляцию процессов воспаления [26, 31, 34].

Холодочувствительный ионный канал TRPМ8 является основным рецептором, 
участвующим в восприятии умеренных холодовых стимулов [35, 36]. Показано, что 
охлаждение и активация ионного канала TRPМ8 влияет на формирование иммунных 
реакций [17, 18, 37]. В наших предыдущих исследованиях модуляция ионного канала 
TRPM8 приводила к изменениям некоторых параметров иммунного ответа. В частно-
сти, активация периферического TRPM8 (холодом или ментолом) вызывала изменения 
процессов связывания антигена и антителообразования в селезенке [17], а также влия-
ла на уровень провоспалительных цитокинов в крови (интерлейкина-6, интерлейкина-
1β и фактора некроза опухоли) [18]. При этом у нормотензивных и гипертензивных 
животных эти изменения были различны.

Известно, что гипоталамус является нейрональным центром регуляции висцеральных 
функций, включая терморегуляторную и иммунную. Согласно нашим предыдущим иссле-
дованиям, в гипоталамусе уровень экспрессии генов термочувствительных TRP-ионных 
каналов (TRPM8, TRPA1, TRPV1, TRPV2, TRPV3 и TRPV4) у гипер- и нормотензивных 
животных различается [38]. Учитывая разницу в иммунных реакциях у нормо- и гипер-
тензивных животных, можно предположить, что профиль экспрессии генов термочувст-
вительных TRP-ионных каналов в селезенке – органе иммунной системы – у гипертензив-
ных животных будет отличаться от такового у нормотензивных. Также возникает вопрос, 
изменится ли экспрессия генов термочувствительных TRP-ионных каналов при холодовом 
воздействии и при активации периферического кожного ионного канала TRPM8.

Таким образом, в задачи настоящего исследования входило: а) провести сравни-
тельную оценку профиля экспрессии генов термочувствительных TRP-ионных каналов 
(TRPM8, TRPA1, TRPV1, TRPV2, TRPV3 и TRPV4) в иммунокомпетентном органе – 
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селезенке, у нормо- и гипертензивных крыс в термонейтральных условиях; б) оценить 
влияние охлаждения и активации периферического (кожного) ионного канала TRPМ8 
на уровень экспрессии генов этих термочувствительных TRP-ионных каналов.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В представленной работе было проведено три независимых серии экспериментов. 

Экспрессия генов термочувствительных TRP-ионных каналов в селезенке у нормо- 
и гипертензивных животных в термонейтральных условиях

Исследование проводилось на самцах крыс нормотензивной линии WAG 
(Wistar Albino Glaxo) (n = 10) и линии с наследственной индуцированной стрессом 
артериальной гипертензией (НИСАГ) (n = 10). Крысы были получены из Института 
цитологии и генетики СО РАН (Новосибирск, Россия). Возраст животных состав-
лял 4–6 месяцев, масса тела – 300–400 г. Животные содержались группами по пять 
особей в клетке (590 × 380 × 200 мм) при температуре окружающей среды 22–24 °C, 
с 12-часовым циклом темноты–света, со свободным доступом к воде и корму. 
Контроль артериального давления осуществлялся по ранее описанной методике [12]. 
Среднее артериальное давление для крыс НИСАГ и WAG составило 174.5 ± 1.5 
и 123.5 ± 2.2 мм рт. ст. (p < 0.001) соответственно. Интактные животные были 
эвтаназированы путем декапитации, после чего забирался биологический материал 
(селезенка для ПЦР-анализа).

Влияние охлаждения и активации периферического ионного канала TRPM8 ментолом 
на экспрессию генов термочувствительных TRP-ионных каналов в селезенке 

нормотензивных крыс
Исследование проводилось на самцах крыс линии Wistar (n = 39). Животные были 

получены из вивария Научно-исследовательского института нейронаук и медицины 
(Новосибирск, Россия). Возраст животных составлял 2–3 месяца, масса тела – 200–300 г. 
Животные содержались группами по пять особей в клетке (590 × 380 × 200 мм) при 
температуре окружающей среды 22–24 °C, с 12-часовым циклом темноты–света, 
со свободным доступом к воде и корму. За 3-4 дня до эксперимента животных расса-
живали в одиночные клетки для устранения группового эффекта.

Влияние охлаждения и активации периферического ионного канала TRPM8 ментолом 
на экспрессию генов термочувствительных TRP-ионных каналов в селезенке 

гипертензивных крыс
Исследование проводилось на самцах крыс линии НИСАГ (n = 60). Крысы были 

получены из Института цитологии и генетики СО РАН (Новосибирск, Россия). Возраст 
животных составлял 4–6 месяцев, масса тела – 300–400 г. Содержание животных было 
аналогично содержанию крыс Wistar, описанному выше.

Подготовка животных. Все процедуры, включая подготовку, фиксацию, аппли-
кацию веществ, охлаждение и регистрацию физиологических параметров, проводили 
на анестезированных крысах, чтобы исключить эмоциональную составляющую и дви-
жение животных. После наступления наркотического сна у животного участок кожи 
живота площадью 25 см2 освобождался от шерсти. Удаление шерсти осуществлялось 
ножницами без применения химических препаратов и болезненного раздражения. В се-
редине этой области помещался внутрикожный термодатчик (термопара). Животному 
также вводился ректальный термодатчик на глубину 6 см. После подготовки животное 
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фиксировалось на термостатируемом столе с поддерживаемой температурой 37–38 °С, 
на котором оно находилось во время эксперимента во избежание неконтролируемого 
снижения температуры тела.

Аппликация веществ. Активация периферического ионного канала 
TRPM8 осуществлялась путем аппликации 1 мл 1%-ной суспензии ментола 
(menthol 5-Methyl-2-(1-Methylethyl) Cyclohexanol, Sigma, США) в физиологическом 
растворе. Контрольным животным осуществлялась аппликация 1 мл физиологического 
раствора. Вещества наносились на предварительно подготовленную кожу живота 
площадью 25 см2 (место дальнейшего приложения температурного стимула). 
Продолжительность аппликации составляла 20 мин. Температура веществ была 
близкой к температуре кожи живота и составляла 37–38 °С.

Охлаждение. Эксперименты проводились при температуре окружающей среды 22–
24 °С. Охлаждение осуществляли с помощью термода площадью 25 см2, прикладыва-
емого к предварительно подготовленному участку кожи живота. Использовали модель 
медленного глубокого охлаждения со скоростью охлаждения 0.0083 ± 0.0004 °С/с. 
Глубина охлаждения – до снижения ректальной температуры на 3–4 °С. Для контроля 
глубины и скорости охлаждения ректальную температуру и температуру кожи живо-
та измеряли с помощью термопар и регистрировали непрерывно с помощью системы 
BIOPAC (Biopac Systems Inc., Goleta, CA, США). После эксперимента (без выхода из 
наркоза) животные были эвтаназированы путем декапитации, после чего забирался би-
ологический материал (селезенка для ПЦР-анализа).

Дизайн эксперимента. Каждое наркотизированное животное фиксировали на тер-
мостатируемом столике и подвергали следующим манипуляциям: подключение реги-
страционных датчиков, аппликация одного из веществ (20 мин), измерение физиологи-
ческих показателей после нанесения вещества (эффект вещества и исходное состояние 
до охлаждения) (5 мин), охлаждение животного (≈30 мин в модели медленного ох-
лаждения) и декапитация. В группе с охлаждением животных декапитировали при 
снижении ректальной температуры на 3–4 °С. Контрольных животных (не подвергав-
шихся воздействию холода) декапитировали в момент, соответствующий началу охла-
ждения животных опытной группы.

Экспериментальные группы животных. Были сформированы три эксперимен-
тальных группы: 1 – животные с аппликацией физиологического раствора (контроль); 
2 – животные с аппликацией 1%-ной суспензии ментола в физиологическом растворе; 
3 – животные, подвергавшиеся медленному глубокому охлаждению.

Взятие селезенки для ПЦР-анализа. После эвтаназии животного из его брюшной 
полости извлекали селезенку и помещали на лед. Далее острой бритвой делалось 2 по-
перечных сечения: первым (чуть в стороне от ворот селезенки) орган делили на 2 ча-
сти, вторым сечением делали срез толщиной ≤ 1 мм через все слои. Пробы помещали 
в стерильные пробирки, замораживали в жидком азоте и хранили при –70 °С до выде-
ления суммарной РНК.

Определение экспрессии генов. Экспрессию генов определяли количественным ме-
тодом ОТ-ПЦР, подробно описанным ранее [39–41]. Выделение РНК осуществляли ме-
тодом фенол-хлороформной экстракции [42] с использованием TRIzol Reagent (Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, MA, США) согласно протоколу производителя. Возможные 
следы геномной ДНК удаляли путем обработки ДНКазой RQ1 RNase-Free DNase (Pro-
mega, Madison, WI, США) в соответствии с протоколом производителя. Все праймеры, 
использованные в настоящем анализе, были разработаны на основе последовательно-
стей, опубликованных в базе данных European Molecular Biology Laboratory (EMBL), 
и синтезированы в компании “БИОССЕТ” (Новосибирск, Россия). Нуклеотидные по-
следовательности и характеристики праймеров указаны в табл. 1. Уровень экспрессии 
генов представлен как количество копий мРНК исследуемого гена на 100 копий мРНК 
гена домашнего хозяйства Ppia (ген пептидил-пролил цис-транс-изомеразы А).
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Таблица 1. Нуклеотидные последовательности и характеристики праймеров, использованных 
для определения уровня экспрессии генов TRP-ионных каналов в селезенке крыс

Ген Нуклеотидная последовательность Температура 
отжига, °С

Количество 
циклов

амплификации

Размер ПЦР-
продукта (пар 
нуклеотидов)

Trpv1 F 5’-ATGGAGTCCACACCACACAAG
R 5’- TGAGCATGTTGAGCAGAAGG 60 34 211

Trpv2 F 5’- CCAAGCCCCTCGTCAATGCCC
R 5’- GAGGTGAACATCCGCTCCATTCTCTAC 60 30 131

Trpv3 F 5’-CATGTACCAACCAGCCTGAG
R 5’- GCGTGAGACCGTCATTGTT 56 35 222

Trpv4 F 5’-TCTGGTCAC CCTCCTGAATC
R 5’-CTTGCTCTCCTTGGACACCT 63 36 298

Trpm8 F 5’- GAAGCCCATTGACAAGCACAAG
R 5’- ACGAAGACCAGGGCATAGAG 64 36 189

Trpa1 F 5’- TTTGGAAAAGCAGCACGAG
R 5’- TGGGTGGCTAATAGAACAATGTG 66 36 193

Ppia F 5’-CCGACTGTGGACAACTCTAAT 
R 5'-ACTTGAAGGGGAATGAGGAAA 61.5 29 168

Статистика. Для статистического анализа использовали пакет программ Statistica 
8 (StatSoft, Россия) и программу Microsoft Excel. Нормальность распределения про-
веряли с помощью критерия Шапиро–Уилка, равенство (однородность) дисперсий – 
посредством критерия Левена (Levene’s test). Подтверждение гипотезы о нормальном 
распределении и однородности дисперсий позволило проводить статистическую об-
работку результатов с помощью t-критерия Стьюдента и однофакторного дисперси-
онного анализа (One-Way ANOVA) с применением критерия Фишера при сравнении 
показателей нескольких экспериментальных групп. Различие считали достоверным 
при p < 0.05. Данные представлены как М ± SEM. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспрессия генов термочувствительных TRP-ионных каналов в селезенке нормо- 
и гипертензивных животных в термонейтральных условиях

В качестве внутреннего стандарта использовали ген пептидил-пролил цис-транс-
изомеразы А (Ppia). Уровень мРНК Ppia составил 6.22 ± 0.89 нг/мкл у нормотензивных 
крыс WAG и 5.71 ± 0.96 нг/мкл у гипертензивных крыс НИСАГ. Различий между лини-
ями животных обнаружено не было (р = 0.70, t = 0.39).

Исследования показали, что у нормо- и гипертензивных крыс в селезенке в разной 
степени экспрессируются гены как теплочувствительных, так и холодочувствитель-
ных TRP-ионных каналов (табл. 2).

Гены холодочувствительных ионных каналов TRPA1 и TRPM8 в селезенке у гипер-
тензивных животных экспрессируются значительно в меньшей степени, чем у нормо-
тензивных (табл. 2). Уровень мРНК Trpa1 у гипертензивной линии НИСАГ более чем 
в полтора раза ниже, чем у нормотензивной линии WAG, а содержание мРНК гена 
Trpm8 у гипертензивных животных настолько мало, что количественная оценка его 
экспрессии затруднена, тогда как у нормотензивных крыс его уровень определяется 
достаточно четко (рис. 1). Для генов теплочувствительных TRP-ионных каналов – 
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Рис. 1. Экспрессия генов холодочувствительных ионных каналов TRPA1 и TRPM8 в селезенке нормо- и ги-
пертензивных животных. (a) – Фото полос ПЦР-продукта проб и стандартов для исследуемых генов Trpa1, 
Trpm8 и гена домашнего хозяйства Ppia, где I – гипертензивная линия НИСАГ (ISIAH), W – нормотензивная 
линия WAG. (b) – Уровень мРНК генов Trpa1 и Trpm8. Экспрессия генов представлена как число копий 
исследуемого гена на 100 копий гена домашнего хозяйства Ppia. Индивидуальные значения представлены 
на рисунке треугольниками. * – р < 0.05; ** – р < 0.01, достоверные различия между животными исследу-
емых линий, t-критерий Стьюдента.

Таблица 2. Уровень мРНК генов термочувствительных TRP-ионных каналов в селезенке 
у нормо- и гипертензивных животных

Линия 
животных

Гены TRP-ионных каналов

Trpa1 Trpm8 Trpv1 Trpv2 Trpv3 Trpv4

Нормотензивная
линия WAG, 

n = 10
1.61 ± 0.21 0.86 ± 0.26 0.74 ± 0.14 189.21 ± 37.53 3.08 ± 0.59 0.24 ± 0.09

Гипертензивная
линия НИСАГ, 

n = 10
0.89 ± 0.18* 0.01 ± 0.00** 0.59 ± 0.15 155.79 ± 14.01 2.26 ± 0.61 0.37 ± 0.16

р 0.02 0.004 0.50 0.42 0.35 0.50
Примечания. Данные представлены как число копий исследуемого гена на 100 копий гена Ppia. * – р < 0.05; 
** – р < 0.01 – достоверные различия между животными исследуемых линий, t-критерий Стьюдента.
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TRPV1, TRPV2, TRPV3 и TRPV4 – различий в экспрессии генов между гипер- и нор-
мотензивными животными обнаружено не было. Обращает на себя внимание довольно 
высокая экспрессия гена Trpv2, в несколько раз превышающая экспрессию других ис-
следованных TRP-ионных каналов.

Влияние охлаждения и активации периферического ионного канала TRPM8 
на экспрессию генов термочувствительных TR-ионных каналов в селезенке 

нормотензивных крыс
В качестве внутреннего стандарта при сравнении показателей разных эксперимен-

тальных групп использовали ген пептидил-пролил цис-транс-изомеразы А (Ppia). Уро-
вень мРНК Ppia в экспериментальных группах достоверно не различался (F1, 17 = 0.69, 
р = 0.52) (табл. 3).

В табл. 3 представлены данные об уровне мРНК генов термочувствительных 
TRP-ионных каналов в селезенке нормотензивных крыс в термонейтральных условиях 
(контроль), после аппликации ментола и после медленного глубокого охлаждения. Ни 
температурное воздействие, ни аппликация ментола не оказывали влияния на уровень 
мРНК исследованных генов TRP-ионных каналов у нормотензивных животных.

Таблица 3. Уровень мРНК гена Ppia (нг/мкл), генов термочувствительных TRP-ионных каналов 
в селезенке нормотензивных крыс в контроле, после активации периферического ионного канала 
TRPM8 в термонейтральных условиях и после медленного глубокого охлаждения

Экспериментальные 
группы Ppia (нг/мкл) Trpa1 Trpm8 Trpv1 Trpv2 Trpv3 Trpv4

Контроль, n = 6 18.26 
± 4.64

0.34 
± 0.16

0.30 
± 0.12

0.13 
± 0.04

63.17 
± 25.08

1.23 
± 0.18

0.05 
± 0.02

Аппликация ментола, 
n = 8

11.84 
± 3.81

0.74 
± 0.33

0.61 
± 0.22

0.19 
± 0.07

69.82 
± 21.26

1.41 
± 0.14

0.03 
± 0.01

Медленное глубокое 
охлаждение, n = 6

16.03 
± 3.37

0.44 
± 0.21

0.45 
± 0.10

0.20 
± 0.06

41.14 
± 16.96

1.59 
± 0.29

0.04 
± 0.02

Примечание. Данные по экспрессии генов TRP-ионных каналов представлены как число копий исследуемого 
гена на 100 копий гена Ppia. Достоверных различий не обнаружено, One-Way ANOVA, post-hoc Fisher test.

Влияние охлаждения и активации периферического ионного канала TRPM8 
на экспрессию генов термочувствительных TRP-ионных каналов в селезенке 

у гипертензивных крыс
Уровень мРНК Ppia, который использовали в качестве внутреннего стандарта, до-

стоверно не различался в экспериментальных группах (F1, 27 = 0.32, р = 0.73) (табл. 4).
В табл. 4 представлены данные об уровне мРНК генов термочувствительных 

TRP-ионных каналов в селезенке гипертензивных крыс в термонейтральных услови-
ях (контроль), после аппликации ментола и после медленного глубокого охлаждения. 
В данной серии экспериментов у гипертензивных крыс НИСАГ также обнаружен сни-
женный уровень мРНК гена Trpm8, который с трудом подлежит детекции.
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Таблица 4. Уровень мРНК гена Ppia (нг/мкл), генов термочувствительных TRP-ионных каналов 
в селезенке гипертензивных крыс в контроле, после активации периферического ионного канала 
TRPM8 в термонейтральных условиях и после медленного глубокого охлаждения

Экспериментальные 
группы Ppia (нг/мкл) Trpa1 Trpm8 Trpv1 Trpv2 Trpv3 Trpv4

Контроль, n = 10 17.95 
± 1.46

0.66 
± 0.07

0.03 
± 0.01

0.42 
± 0.05

49.50 
± 3.57

3.70 
± 0.48

0.20 
± 0.05

Аппликация ментола, 
n = 10

16.18 
± 1.51

1.01 
± 0.11*

0.02 
± 0.01

0.71 
± 0.09*

57.71 
± 5.37

3.94 
± 0.35

0.20 
± 0.06

Медленное глубокое 
охлаждение, n = 10

16.46 
± 2.05

0.55 
± 0.10

0.06 
± 0.03

0.67 
± 0.10*

58.99 
± 8.45

3.39 
± 0.55

0.19 
± 0.06

Примечание. Данные по экспрессии генов TRP-ионных каналов представлены как число копий исследуемо-
го гена на 100 копий гена Ppia. * – p < 0.05, достоверное отличие от контрольной группы, One-Way ANOVA, 
post-hoc Fisher test.

В отличие от нормотензивных животных, у которых в селезенке не наблюдаются 
изменения экспрессии генов TRP-ионных каналов, у гипертензивных животных обна-
ружены изменения уровня мРНК Trpv1 и Trpa1 в ответ на активацию TRPM8.

Активация периферического TRPM8 агонистом ментолом приводила к увеличению 
уровня мРНК Trpv1 и Trpa1 (рис. 2а, b) более чем в 1.5 раза (F1, 27 = 3.78, р = 0.017, 
F1, 27 = 5.97, р = 0.025). Медленное глубокое охлаждение повышало только экспрессию 
гена Trpv1 (F1, 27 = 3.78, р = 0.037) (рис. 2а). Экспрессия остальных исследованных генов 
TRP-ионных каналов не изменялась (табл. 4).
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Рис. 2. Влияние медленного глубокого охлаждения и активации периферического ионного канала TRPM8 
ментолом на экспрессию генов Trpv1 (a) и Trpa1 (b) в селезенке гипертензивных крыс. Экспрессия генов 
представлена как число копий исследуемого гена на 100 копий гена домашнего хозяйства Ppia. Индивиду-
альные значения представлены на рисунке треугольниками. * – p < 0.05, достоверное отличие от контроль-
ной группы, One-Way ANOVA, post-hoc Fisher test.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Нами проведено сравнительное исследование экспрессии генов шести термочувстви-
тельных TRP-ионных каналов в иммунокомпетентном органе – селезенке, у нормо- и ги-
пертензивных животных. Внимание к этому органу иммунной системы обусловлено 
несколькими причинами. Во-первых, селезенка является крупнейшим лимфоидным ор-
ганом и выполняет широкий спектр иммунологических функций [43]. Во-вторых, было 
показано, что у гипертензивных животных по сравнению с нормотензивными наблюда-
ются изменения в функционировании иммунной системы [13, 15–18], а также изменено 
соотношение иммунокомпетентных клеток селезенки [14]. В-третьих, реакция иммун-
ной системы на антиген у гипертензивных животных при смене температурных условий 
отличается от таковой у нормотензивных [16, 37]. И в-четвертых, имеющиеся литера-
турные данные свидетельствуют о важной роли иммунной системы в патогенезе гипер-
тонической болезни [4–6] и вовлеченности TRP-ионных каналов в этот процесс [21, 22, 
32, 33]. К тому же данные об особенностях представительства термочувствительных 
TRP-ионных каналов в селезенке при артериальной гипертензии далеко не полны.

Согласно немногочисленным данным литературы, в селезенке крыс исследова-
тели констатировали экспрессию ряда генов термочувствительных TRP-каналов – 
TRPV1 [44], TRPV2 [45–47]. Козырева с соавт. [48] в экспериментах in vitro показали 
присутствие ионного канала TRPM8 на клетках селезенки крыс.

Представительству TRP-ионных каналов в селезенке мышей уделено более при-
стальное внимание. Kunert-Keil с соавт. [49] методом Real-time PCR исследовали экс-
прессию генов TRP-ионных каналов, в том числе термочувствительных, в разнообраз-
ных тканях мыши. В селезенке мышей авторы обнаружили экспрессию Trpa1, Trpm8, 
Trpv2, Trpv3, Trpv4 и не обнаружили экспрессию Trpv1. Другим исследователям также 
не удалось обнаружить TRPV1 в селезенке у мышей [50]. Однако Bertin с соавт. [51] 
показали наличие мРНК Trpv1, а также Trpv2, Trpv3, Trpv4 в первичных Т-клетках 
CD4+, выделенных из селезенки мышей. Nagata с соавт. [52], используя метод флуо-
ресцентной гибридизации in situ, не удалось обнаружить TRPA1 в селезенке у мышей, 
в то время как Sahoo с соавт. [53] методом ОТ-ПЦР показали экспрессию мРНК Trpa1 
в Т-клетках. Позднее Naert с соавт. [54], обобщая имеющиеся литературные данные, 
подробно описывал присутствие TRPA1 на различных иммунных клетках. Исследуя 
роль теплочувствительных TRP-ионных каналов в иммунных процессах, Majhi с со-
авт. [55] показали присутствие TRPV1, TRPV2, TRPV3 и TRPV4 в Т-клетках селезенки 
мышей. Авторы подчеркивали, что экспрессия этих ионных каналов является функци-
ональной, а сами TRP-каналы, участвуя в регуляции внутриклеточного Ca2+, выполня-
ют иммунорегуляторную роль [55]. 

Наши исследования показали, что в иммунокомпетентном органе – селезенке, 
у крыс в разной степени экспрессируются гены шести исследованных термочувстви-
тельных TRP-ионных каналов – TRPA1, TRPM8, TRPV1, TRPV2, TRPV3 и TRPV4. 
Надо отметить, что профиль экспрессии генов термочувствительных TRP-ионных 
каналов в селезенке у нормотензивных животных вполне сопоставим с профилем их 
экспрессии в мозге [39]. Присутствие различных термочувствительных TRP-ионных 
каналов в селезенке может являться молекулярной основой зависимости функций им-
мунных клеток от температурных условий.

Обращает на себя внимание обнаруженная высокая экспрессия гена Trpv2. Как 
у нормо-, так и у гипертензивных крыс уровень мРНК Trpv2 в разы превышает этот по-
казатель для других исследованных генов термочувствительных TRP-ионных каналов. 
Межлинейных различий обнаружено не было. Согласно данным литературы, TRPV2 
экспрессируется в иммунных клетках человека и животных [47, 56–58], а также играет 
важную роль в контроле врожденных иммунных реакций [59]. Основными функциями, 
опосредованными TRPV2 иммунных клеток, являются миграция нейтрофилов [60], 
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макрофагов [61], фагоцитоз [62], дифференциация моноцитов и макрофагов [58]. При-
нимая во внимание вышесказанное, обнаруженный нами в селезенке высокий уровень 
мРНК Trpv2 представляется вполне логичным. Ранее мы показали, что в структурах 
мозга, в том числе в центре регуляции висцеральных функций – гипоталамусе, также 
наблюдается высокий уровень мРНК Trpv2, сопоставимый, а иногда и превышающий 
этот показатель для гена домашнего хозяйства [38, 39]. Таким образом, обнаруженный 
нами высокий уровень мРНК Trpv2 в селезенке и структурах мозга крыс, отсутствие 
разницы по этому показателю между нормо- и гипертензивными животными, а также 
анализ данных литературы позволяют предполагать важную роль TRPV2 в процессах 
жизнедеятельности клеток как головного мозга, так и периферических тканей.

В настоящей работе было показано, что при артериальной гипертензии в селезен-
ке наблюдаются изменения в экспрессии генов холодочувствительных TRP-ионных 
каналов. У гипертензивных крыс по сравнению с нормотензивными обнаружено зна-
чительное снижение мРНК гена Trpm8, затрудняющее количественную оценку уров-
ня его экспрессии, а также сниженный, относительно нормотензивных крыс, уровень 
мРНК Trpa1. Известно, что для гипертензивных животных характерны изменения по-
казателей иммунного ответа при воздействии холода на организм [16, 18]. Констатиру-
емый нами факт снижения экспрессии генов холодочувствительных ионных каналов 
TRPA1 и TRPM8 в селезенке гипертензивных животных дает основание полагать, что 
именно эти ионные каналы могут быть ответственны за измененный иммунный ответ 
у этих животных при охлаждении.

Вызывает интерес показанное в работе значительное снижение уровня мРНК Trpm8 
в селезенке у крыс с артериальной гипертензией. Ионный канал TRPM8 представляет 
собой неселективный кальциевый канал, активируемый холодом и ментолом и игра-
ющий важную роль в холодовой чувствительности [35, 36, 63]. Ранее мы также обна-
ружили сниженный уровень экспрессии гена Trpm8 в гипоталамусе у гипертензивных 
животных по сравнению с нормотензивными [38]. Эти результаты согласуются с дан-
ными о сниженной чувствительности к ментолу (агонист TRPM8) у этих животных. 
Так, у гипертензивных животных в отличие от нормотензивных активация TRPM8 не 
влияла на пороги терморегуляторных реакций при охлаждении [16, 64, 65], а также 
на параметры иммунного ответа [16] и содержание провоспалительных цитокинов 
в крови [18]. Не исключено, что сниженная экспрессия гена Trpm8 может являться 
компенсаторной защитной реакцией при артериальной гипертонии. Было обнаруже-
но выраженное влияние стимуляции TRPM8, вызывающее повышение артериального 
давления у нормотензивных животных, тогда как у гипертензивных животных это вли-
яние было значительно слабее, по-видимому, обусловленное сниженным представи-
тельством ионного канала TRPM8 в мозге и в периферических тканях [66].

Известно, что температура оказывает существенное влияние на различные показа-
тели как иммунной [16–18, 67–70], так и сердечно-сосудистой системы [71, 72]. Высо-
кая чувствительность к минимальным изменениям температуры делает термочувстви-
тельные TRP-ионные каналы обоснованными кандидатами для температурозависимой 
модуляции иммунных процессов в норме и при патологических состояниях организма.

Как у нормо-, так и у гипертензивных животных активация периферического (кож-
ного) ионного канала TRPM8 ментолом и охлаждение не влияли на уровень экспрес-
сии гена Trpm8 в селезенке, в отличие от показанного ранее модулирующего эффекта 
активации периферического ионного канала TRPМ8 на уровень экспрессии гена Trpm8 
в гипоталамусе [65]. Кроме того, в нашем исследовании у нормотензивных животных 
не было обнаружено влияния активации TRPM8 на экспрессию других исследованных 
генов. У крыс с наследственной артериальной гипертензией были показаны изменения 
в уровне мРНК Trpv1 и Trpa1: повышение экспрессии генов Trpv1 и Trpa1 после аппли-
кации ментола на кожу, а также повышение мРНК Trpv1 в ответ на глубокое охлажде-
ние организма. Изменений в уровне мРНК Trpv2, Trpv3 и Trpv4 не было обнаружено.
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Известно, что охлаждение, как и активация периферического TRPM8, модулируют 
иммунный ответ организма [17]. Ранее было показано, что активация периферических 
ионных каналов TRPV1 и TRPA1 в разной степени усиливает связывание антигена 
в клетках селезенки, а глубокое охлаждение, наоборот, ингибирует этот процесс [37]. 
У гипертензивных животных при охлаждении не наблюдается угнетение этого пока-
зателя [16]. Возможным объяснением этого может быть повышение экспрессии Trpv1 
и Trpa1 в селезенке, показанное в настоящей работе. Полученные результаты дают 
основание полагать, что ионные каналы TRPV1 и TRPA1 селезенки могут быть вовле-
чены в изменение иммунного ответа при артериальной гипертензии.

Известно, что термочувствительные ионные каналы TRPV1 и TRPA1 вовлечены в ин-
дукцию и регуляцию процесса воспаления [31, 34]. Для них показана ко-локализация 
и реципрокная регуляция, что указывает на связь между двумя рецепторами [73–76]. 
В недавнем обзоре Yan с соавт. [27] подробно рассматривают роль некоторых TRP-ка-
налов иммунных клеток в воспалении. Авторы отмечают, что модуляция (активация или 
ингибирование) TRP-ионных каналов (в том числе TRPV1 и TRPA1) в клетках иммунной 
системы вызывает изменение уровня провоспалительных цитокинов [27]. Это в свою 
очередь может способствовать гипертензивному состоянию, вероятно, через воздейст-
вие как на почки, так и на сосудистую систему [8].

Показанные различия в экспрессии генов TRP-ионных каналов у нормо- и гипер-
тензивных животных в селезенке, изменения уровня мРНК Trpv1 и Trpa1 у гипертен-
зивных животных при отсутствии таковых у нормотензивных, а также приведенные 
данные литературы еще раз подчеркивают значительные изменения в функционирова-
нии организма при артериальной гипертензии.

Необходимо коснуться вопроса о возможном влиянии ментола и на другие 
TRP-ионные каналы (не TRPМ8). Давно известно, что ментол является полным агони-
стом (full agonist) для ионного канала TRPМ8, т.е. оказывает на него стимулирующее 
влияние при минимальной концентрации и не требует дополнительных условий для 
его активации [35]. Позднее появились работы, указывающие на то, что при определен-
ных условиях ментол может модулировать и другие TRP-ионные каналы [77–80]. По-
казано, что ментол может активировать ионный канал TRPV3 [63, 81] и оказывать би-
модальное воздействие на TRPA1 и TRPV1 [77–80, 82]. В отношении влияния ментола 
на TRPV1 обнаружены видовые различия: так, ментол способен активировать TRPV1 
крысы [80], но ингибировать активированный капсаицином TRPV1 у человека [79].

Известно, что агонисты ионных каналов TRPV1 и TRPM8 могут оказывать взаим-
но ингибирующее действие [79]. Так, ощущение холода, индуцированное ментолом 
и опосредованное TRPM8, может быть усилено за счет дополнительного ингибиро-
вания TRPV1, а ощущение тепла, индуцированное капсаицином и опосредованное 
TRPV1, может быть усилено за счет ингибирования TRPM8 [79, 83]. Напротив, низкие 
температуры уменьшают индуцированную капсаицином активацию TRPV1 [84], тогда 
как тепловая стимуляция подавляет вызванную ментолом активацию TRPM8 [85]. Эти 
данные, а также показанная совместная экспрессия TRPV1 и TRPM8 [86] и наличие 
у TRPV1 сайта связывания с ментолом [79] подтверждают возможность взаимодейст-
вия TRPM8 и TRPV1 посредством и агонистов, и температурных стимулов.

Существующие данные о влиянии ментола и холода на ионный канал TRPA1 про-
тиворечивы. Есть данные, что ментол и холод блокируют TRPA1 у грызунов [81] и сти-
мулируют этот ионный канал у человека и некоторых приматов [78, 82]. В недавнем 
исследовании Yamaguchi с соавт. [87] продемонстрировали, что ментол, как и воздей-
ствие холода, активирует ионный канал TRPA1 у человека, собаки и мыши. Однако 
пороги (температура, концентрация) активации были видоспецифичны.

Необходимо отметить, что большинство данных о влиянии температурных и фар-
макологических воздействий на TRP-ионные каналы получены в искусственных усло-
виях на культурах клеток, и в живом организме могут быть иными. 
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Таким образом, в настоящей работе мы показали, что гены шести термочувствитель-
ных TRP-ионных каналов (TRPM8, TRPA1, TRPV1, TRPV2, TRPV3 и TRPV4) в разной 
степени экспрессируются в иммунокомпетентном органе селезенке у нормо- и гипер-
тензивных животных. В селезенке у крыс с наследственной артериальной гипертензией 
НИСАГ было обнаружено снижение экспрессии генов холодочувствительных ионных 
каналов TRPM8 и TRPA1. Ранее у крыс НИСАГ было показано снижение уровня мРНК 
Trpm8 в гипоталамусе. Не исключено, что снижение экспрессии гена ионного канала 
TRPM8 у крыс НИСАГ может представлять собой молекулярную основу сниженной 
чувствительности к ментолу у этих животных, которая ранее была обнаружена в физи-
ологических экспериментах. Охлаждение организма, как и активация периферического 
(кожного) ионного канала TRPМ8 ментолом, приводит к изменениям экспрессии генов 
Trpv1 и Trpa1 в селезенке гипертензивных крыс. Данный факт вызывает особый инте-
рес, так как позволяет приблизиться к пониманию взаимодействия TRP-ионных каналов 
разной локализации и ответу на вопрос, каким образом активация ионных каналов пе-
риферических сенсорных структур влияет на экспрессию генов ионных каналов (и надо 
полагать, на их количество), локализованных в висцеральных органах.

Полученные данные расширяют знания о представительстве TRP-ионных каналов 
в иммунокомпетентном органе – селезенке, свидетельствуя об изменении иммунно-
го статуса при артериальной гипертензии, а также о возможном вкладе этих каналов 
в гипертензивное состояние организма. Участие TRP-ионных каналов в регуляции раз-
личных висцеральных функций предполагает их высокий терапевтический потенциал.
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Thermosensitive TRP-Ion Channels Gene Expression in the Spleen in Normo-  
and Hypertensive Rats. Effect of the Cold and the Peripheral TRPM8  

Ion Channel Activation

A. A. Evtushenkoa, *, I. P. Voronovaa, and T. V. Kozyrevaa

aScientific Research Institute of Neurosciences and Medicine, Novosibirsk, Russia
*e-mail: evtushenkoaa@neuronm.ru

Arterial hypertension leads to changes in the functioning of various organism systems, 
including the immune system. TRP-ion channels are increasingly attracting attention 
as targets for the correction of visceral organs, including for therapeutic purposes. The 
gene expression of the thermosensitive TRP-ion channels (TRPM8, TRPA1, TRPV1, 
TRPV2, TRPV3 and TRPV4) was studied in the immunocompetent organ, the spleen, 
using quantitative RT-PCR in normotensive and hypertensive animals under normal 
conditions, during cooling, and stimulation of the peripheral cold-sensitive ion channel 
TRPM8. The investigated genes express differently in the spleen of animals of both lines. 
The expression of cold-sensitive ion channel genes TRPM8 and TRPA1 is reduced in the 
spleen of hypertensive rats. This is consistent with obtained data on the decrease expression 
of the TRPM8 ion channel gene in the hypothalamus of hypertensive animals. Deep 
cooling of the organism, as well as activation of the peripheral (cutaneous) TRPM8-ion 
channel by menthol, lead to increase expression of the TRPA1 and TRPV1 ion channels 
genes in the spleen of hypertensive rats, without affecting the expression of genes in 
normotensive animals. Considering that the ion channels TRPA1 and TRPV1 are involved 
in inflammation processes, this may indicate a change in the nature of inflammatory 
reactions in hypertensive animals when organism is exposed to cold. The obtained data 
expand knowledge about the representation of thermosensitive TRP-ion channels in 
immunocompetent organs and may indicate a change in the immune status of organism 
with arterial hypertension. 

Keywords: TRP-ion channels, gene expression, spleen, cold, TRPM8 activation, 
hypertension


