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Исследование молекулярных механизмов интероцепции болевых сигналов остается 
актуальной проблемой висцеральной физиологии. Одним из видов болевой чувстви-
тельности являются хронические абдоминальные боли, возникающие при заболева-
ниях желудочно-кишечного тракта и часто продолжающиеся после их завершения. 
Развитие абдоминального болевого синдрома инициируется запуском молекулярных 
изменений в стенке кишки, детали которого остаются не исследованными. Каналы 
транзиторного рецепторного потенциала (TRP), а именно TRPV1 и TRPA1, распо-
ложены в  нервных клетках энтеральной нервной системы и  участвуют в  форми-
ровании ощущения висцеральной боли и  гиперчувствительности. Толстая кишка 
крыс имеет неравномерное распределение этих каналов на протяжении своей прок-
симально-дистальной оси. Предполагается, что эти каналы могут быть вовлече-
ны в  начальные этапы формирования абдоминальной болевой чувствительности. 
Целью данного исследования было изучение сегмент-специфического изменения 
уровня каналов TRPV1 и TRPA1 при инициации воспаления однократным введе-
нии липополисахарида (ЛПС). В исследовании использовали тест на болевую чув-
ствительность “холодная и горячая пластина”, методы морфометрического анализа, 
регистрацию электрофизиологических параметров в камере Уссинга и вестерн-блот 
для оценки уровня белков TRPA1 и TRPV1. Однократное введение ЛПС приводит 
к уменьшению уровня TRPA1 в восходящем и в нисходящем отделах толстой кишки. 
В восходящем отделе изменения уровня TRPV1 не выявлено, в то же время в нисхо-
дящем отделе зарегистрировано значительное увеличение уровня TRPV1. В тесте 
“горячая и холодная пластина” изменения ноцицепции не наблюдалось. Таким обра-
зом, в прямой модели ЛПС-токсичности было установлено сегмент-специфическое 
изменение уровня TRPV1- и TRPA1-каналов.
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ВВЕДЕНИЕ

Болевая чувствительность представляет собой фундаментальный физиологи-
ческий процесс, отражающий развитие дисфункции органа или его повреждение. 
Одним из широко распространенных видов болевой чувствительности являются 
хронические абдоминальные боли, возникающие в том числе при заболеваниях же-
лудочно-кишечного тракта  [1]. Изучение молекулярных и  клеточных механизмов, 
лежащих в  основе возникновения болевого абдоминального синдрома, остается 
актуальной задачей физиологии висцеральных систем. Механизмы развития висце-
ральной гиперчувствительности после воспалительных процессов в кишке до конца 
не изучены  [2]. Исследования в  этой области направлены в основном на изучение 
молекулярных механизмов поддержания состояния висцеральной гиперчувствитель-
ности и сохранения абдоминальной боли после завершения патологического процес-
са [3]. Следует учесть, что развитие висцеральной гиперчувствительности происхо-
дит поэтапно. Необходимо исследовать молекулярные механизмы, лежащие в начале 
развития болевого синдрома и  обеспечивающие инициацию последующих этапов 
развития этого процесса. Поэтому перспективным направлением исследований явля-
ется изучение начальных этапов развития болевой чувствительности при возникно-
вении воспаления кишки. 

Одним из определяющих молекулярных элементов, обеспечивающих сенсорные 
функции кишки, являются каналы семейства TRP, в частности ванилоидные (TRPV1) 
и анкириновые (TRPA1). Эти каналы были обнаружены в нейронах энтеральной нерв-
ной системы, в  эпителиальных клетках, они осуществляют детекцию химических 
и термических стимулов, а также участвуют в различных физиологических процессах, 
в частности, в таких как восприятие боли [4]. Установлено, что повышенная экспрес-
сия этих каналов коррелирует с тяжестью заболеваний органов желудочно-кишечного 
тракта, подчеркивая их значимость в патогенезе абдоминальной боли [5]. В то же вре-
мя известно, что толстая кишка демонстрирует выраженные региональные различия 
в морфологии, функции и молекулярном составе, которые отражают сегмент-опосре-
дованную специализацию ее физиологической роли  [6]. Согласно имеющимся дан-
ным о сегментарных различиях в экспрессии TRPV1 и TRPA1, имеется региональное 
распределение в  толстой кишке с  различиями в  уровнях экспрессии между прокси-
мальным и дистальным отделами: с преобладанием TRPA1 в проксимальном отделе, 
а TRPV1 преимущественно в дистальном [7]. Неравномерность распределения кана-
лов послужила основанием для изучения возможного сегмент-специфического вклада 
различных отделов толстой кишки, а также каналов TRPV1 и TRPA1 в развитие боле-
вой чувствительности.

Однако на сегодняшний день каналы TRPV1 и TRPA1 в контексте изучения их 
вклада в начальные этапы развития болевой чувствительности при инициации вос-
паления толстой кишки остаются малоисследованными. В частности, остается не-
освещенным вопрос об уровне этих каналов в толстой кишке в начале воспаления 
при системном введении липополисахарида (ЛПС). Известно, что ЛПС является ес-
тественным активатором TRPA1 и TRPV1  [8, 9] и может напрямую или опосредо-
ванно активировать TRPV1 и TRPA1, приводя к развитию воспалительной реакции 
и появлению болевой чувствительности [10]. Ввиду этого имеющиеся сведения, под-
тверждающие факт регионального распределения каналов TRPV1 и TRPA1 в толстой 
кишке, вызывают безусловный интерес к выяснению того, как системное введение 
ЛПС повлияет на уровень TRPV1 и TRPA1 в контексте их сегментарной специализа-
ции в толстой кишке. 

Целью настоящей работы явилось исследование сегмент-специфического измене-
ния уровня каналов TRPV1 и TRPA1 при инициации воспаления путем однократного 
введения ЛПС. 
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные. Эксперименты были проведены на  самцах крыс Wistar, массой 100–
200 г (n = 20), предоставленных ЦКП “Биоколлекция ИФ РАН” (Институт физиологии 
им. И.П. Павлова РАН), которых содержали в стандартных условиях вивария. Живот-
ные получали пищу и воду ad libitum. Все эксперименты на животных проводились 
в соответствии с Руководством по уходу за лабораторными животными и их использо-
ванию (ГОСТ 33215-2014 от 01.07.2016). 

Дизайн эксперимента. Системное введение ЛПС (модель ЛПС-токсичности) мо-
делирует протекание острой фазы грамотрицательного сепсиса и представляет собой 
легко контролируемую и  воспроизводимую прямую модель инициации воспаления 
путем однократного введения эндотоксина [11, 12]. Животные были случайным обра-
зом разделены на две группы: (а) – контрольная группа “NaCl” (n = 10) – инъекция 
0.9%-ного NaCl (в/б, 1 мл) (ПФК Обновление, Россия); (б) “ЛПС” (n = 10) – инъекции 
ЛПС (в/б, ЛПС из Escherichia coli, серотип O55:B5; Sigma Aldrich, США) в дозе 1 мг/кг 
массы тела в  1  мл 0.9%-ного NaCl для индукции прямой модели ЛПС-токсичности 
(системное введение ЛПС). Каждая группа была разделена на 2 подгруппы: 1-ю под-
группу (n = 5) использовали для оценки болевой чувствительности в поведенческом 
эксперименте, далее проводили забор тканей толстой кишки в восходящем и нисхо-
дящем отделах для проведения морфометрического анализа и вестерн-блот-анализа; 
2-ю подгруппу (n = 5) использовали для оценки состояния тканевого барьера кишки 
в камере Уссинга.

Крыс подвергали эвтаназии через 24 ч после инъекции путем декапитации гильоти-
ной с предварительной анестезией (Золетил 100 в дозе 40 мг/кг массы тела, в/б (Virbac, 
Франция)). Затем полностью извлекали толстую кишку, из которой брали ткани из 
восходящего и нисходящего отделов. У групп крыс после проведения теста болевой 
чувствительности (по 5 животных для обеих групп) проводили забор материала для 
гистологического анализа и вестерн-блота (рис. 1). 

Сecum                   Ascending colon      Transverse colon       Descending colon          Rectum

10 mm
5 mm

10 mm

1 2
3 4

Рис. 1. Схема забора материала. Образцы 1, 4 – забор ткани толстой кишки из восходящего (в 0.5 см от сле-
пой кишки) и нисходящего (в 1 см от прямой кишки) отделов для проведения морфометрического анализа. 
Образцы 2, 3 – забор тканей для проведения вестерн-блота.

Оценка изменения массы тела крыс и  болевой чувствительности при одно-
кратном введении ЛПС. Измерение массы тела животных проводили ежедневно, 
утром, на лабораторных весах M-ER 122ACF-3000.1 LCD (Китай). Для оценки бо-
левой чувствительности использовался тест “холодная и  горячая пластина” (CHP, 
Bioseb, Франция) при температурах 55  °C и –2  °C. Это устройство позволяет оце-
нить болевую чувствительность грызунов в  результате воздействия тепла или 
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холода  [13]. На  экспериментальных животных моделях описаны как эффекты ги-
пералгезии  [14, 15], так и гипоалгезии  [16]. В нашей работе этот тест применялся 
с  целью оценки соматической болевой чувствительности при начальных стадиях 
развития ЛПС-индуцированного воспаления. Все животные были предварительно 
адаптированы к устройству до начала экспериментов. Крыс помещали на  горячую 
пластину, нагретую до 55 °C, или на холодную пластину, охлажденную до –2 °C. Жи-
вотные оставались на пластинах до первого появления типичных болевых реакций, 
к  которым относили: отдергивание задней лапы, подпрыгивание, облизывание лап 
или умывание. Время до  появления этих реакций (т.е. латентный период болевой 
реакции) считалось показателем болевого порога. При определении болевой чув-
ствительности каждое животное тестировали три раза с интервалом 10 мин между 
измерениями, которые усредняли по каждой особи. Далее рассчитывали средние зна-
чения для выборки (группа “NaCl”, n = 5; группа “ЛПС”, n = 5).

Морфометрический анализ. Забор ткани толстой кишки для морфометрического 
анализа проводили с двух участков: восходящей (в 0.5 см от слепой кишки) и нисхо-
дящей кишки (в 1 см от прямой кишки) (рис. 1). После извлечения образцы отделяли 
от окружающих тканей и освобождали от содержимого, промывая в физиологическом 
растворе хлорида натрия. Образцы фиксировали в 10%-ном забуференном формалине 
(БиоВитрум, Россия) в течение 24 ч с последующей промывкой в проточной водопро-
водной воде и обезвоживанием в батарее спиртов восходящей концентрации. После 
этого образцы заливали в парафин (БиоВитрум, Россия) для подготовки гистологиче-
ских срезов. Анализ морфометрических показателей проводился на поперечных сре-
зах толщиной 5 мкм, окрашенных гематоксилином (Leica Biosystems, США) и эозином 
(Медикс, Россия). Срезы тканей сканировали при 40-кратном увеличении на автомати-
зированном сканере препаратов Leica Aperio GT450 v 1.3 (Leica Microsystems Inc., Гер-
мания). Измерения общей толщины кишечной стенки, мышечной оболочки и глуби-
ны крипт на полученных снимках проводились с помощь программного обеспечения 
Aperio ImageScope 12.4.6 (Leica Microsystems Inc., Германия). У грызунов ввиду свойст 
пищеварения формируются гистологические особенности толстого отдела кишечника. 
Слизистая оболочка образует множество складок для реализации сепараторного ме-
ханизма образования фекалий [17]. Ввиду этого для измерений выбирались участки, 
где слизистая оболочка не формирует таких складок, а подслизистая основа располо-
жена параллельно мышечному слою. Измерения глубины либеркюновых желез прово-
дились, когда срез проходил строго продольно по всей глубине крипты от мышечной 
пластинки слизистой оболочки до просвета кишки. У всех животных измерения каж-
дого показателя проводили на пяти участках среза. Учитывая возможную зависимость 
величины измеряемых параметров от массы тела, все данные нормализованы по весу 
животных посредством введения корректирующих коэффициентов, где массе тела, 
равной 100 г, присваивался корректирующий коэффициент 1. Нормализация по весу 
проводилась только для морфометрического анализа. Полученные после нормализа-
ции данные представлены в относительных единицах.

Регистрация электрофизиологических характеристик в камере Уссинга. Для оцен-
ки барьерных свойств и проницаемости эпителия толстой кишки при действии ЛПС ис-
пользовали камеру Уссинга по стандартной методике [18]. Восходящий и нисходящий 
сегменты монтировали в  камеру Уссинга, заполненную раствором Кребса–Рингера, 
содержащим (в мМ): NaCl 119; KCl 5; CaCl2 1.2; MgCl2 1.2; NaHCO3 25; Na2HPO4 1.6; 
NaH2PO4 0.4; d-глюкозы 10; (pH 7.4). В течение регистрации (60 мин) в камерах поддер-
живалась температура 37 °C при постоянной аэрации карбогеном (95% О2 и 5% СО2). 
В камере Уссинга регистрировали ток “короткого замыкания” (“кз”), который является 
отражением активного транспорта через эпителий. Для определения трансэпителиаль-
ного сопротивления ткани, отражающего проницаемость ткани для различных соеди-
нений и электролитов, регистрировали отклонение напряжения в режиме “фиксации 
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тока” при величине тока 10 мкА. Трансэпителиальное сопротивление (ТЭС) рассчи-
тывалось по закону Ома: R = ΔU / I. Полученную величину нормировали на площадь 
исследуемого участка ткани (0.13 см²). Для оценки парацеллюлярной проницаемости 
для макромолекул в  камеру Уссинга с  апикальной стороны добавляли флуоресцеин 
натрия (376 Да) (Sigma Aldrich, Германия), через 60 мин отбирали пробы раствора с ба-
золатеральной стороны эпителия. Концентрацию флуоресцеина натрия анализировали 
с помощью лазерного сканера Typhoon FLA 9500 (GE, США).

Исследование образцов методом вестерн-блота. Для определения уровня белков 
(TRPA1, TRPV1) в образцах толстой кишки крысы при системном введении ЛПС был 
проведен вестерн-блот-анализ. Электрофорез лизатов толстой кишки крыс проводили 
в вертикальной электрофорезной камере (Bio-Rad, США) в 10%-ном полиакриламид-
ном геле. Электроперенос белков проводили полусухим методом в устройстве Hoefer 
(Fisher Scientific, США) с использованием PVDF-мембран. Затем мембраны PVDF бло-
кировали с помощью блокирующего буфера на основе 5%-ного сухого молока в тече-
ние 45 мин при 24 °C и инкубировали в течение ночи при 4 °C в одном из растворов: 
первичных кроличьих антител к TRPA1 (FNab09013, Fine Test, Китай) или первичных 
мышиных антител к TRPV1 (sc-398417, Santa Cruz, США) или инкубировали в рас-
творе первичных мышиных антител к β-тубулину (ab8224, Abcam, Великобритания). 
Далее первичные антитела отмывали и мембраны инкубировали с одним из вторичных 
антител, конъюгированных с пероксидазой хрена против кролика (AB205718, Abcam, 
Великобритания) или против мыши (AB205719, Abcam, Великобритания) в течение 1 ч 
при 24  °C. Хемилюминесцентные изображения были получены на  ChemiDoc XRS+ 
Imaging System (Bio-Rad, США) с использованием раствора Clarity Western ECL (Bio-
Rad, США). Обработка полученных изображений проводилась с помощью программ-
ного обеспечения Image Lab 6.1 (Bio-Rad, США). Интенсивность сигнала тестируемых 
белков была нормализована к интенсивности сигнала β-тубулина.

Статистический анализ. Статистическую обработку и  анализ результатов ис-
следования проводили с  помощью программного обеспечения GraphPad Prism 8 
(GraphPad, США). Для выявления различий между группами в поведенческом тесте, 
в электрофизиологических экспериментах, а также при исследовании уровней белка 
методом вестерн-блота применяли непараметрический U-критерий Манна–Уитни. Для 
выявления различий между группами при оценке морфометрических показателей ис-
пользовали однофакторный дисперсионный анализ (one-way ANOVA) с апостериор-
ным тестом Тьюки. Значение вероятности p < 0.05 рассматривали как статистически 
достоверное. Все данные представлены как среднее значение ± стандартная ошибка 
среднего (mean ± SEM).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Оценка изменения массы тела крыс и болевой чувствительности при однократном 
введении ЛПС. В  результате однократного введения ЛПС у  крыс через 24  ч наблю-
далось снижение массы тела на 10% по сравнению с исходным уровнем. Масса тела 
животных контрольной группы не изменилась. Латентный период болевой реакции 
в группе “NaCl” был равен 7.1 ± 0.5 с в тесте горячей пластины (55 °C). При введении 
ЛПС данный показатель не изменился и составил 6.6 ± 0.9 с (n = 5 для каждой группы, 
U-критерий Манна–Уитни, p > 0.05). В тесте холодной пластины (–2 °C) латентный 
период в контрольной группе “NaCl” имел величину 63.1 ± 14.3 с, в группе “ЛПС” был 
равен 88.8 ± 13.1 с (n = 5 для каждой группы, U-критерий Манна–Уитни, p > 0.05). 

Морфометрический анализ. Общая толщина стенки кишки в восходящем и нисхо-
дящем отделах в контрольной группе составила 154.8 ± 9.0 и 155.0 ± 5.4 (n = 25 для 
каждого отдела, однофакторный дисперсионный анализ, p > 0.05). При действии ЛПС 



1865СЕГМЕНТ-СПЕЦИФИЧЕСКОЕ ДЕЙСТВИЕ ЛИПОПОЛИСАХАРИДА

данный показатель статистически значимо увеличивался по сравнению с контролем, 
составив 256.6 ± 10.9 в восходящем и 273.7 ± 9.7 в нисходящем отделах (n = 25 для 
каждого отдела, однофакторный дисперсионный анализ, p < 0.001) (рис. 2, 3a). Досто-
верных различий между толщиной стенки в восходящем и нисходящем отделах киш-
ки в контрольной и опытной группах не обнаружено (однофакторный дисперсионный 
анализ, p > 0.05) (рис. 2, 3а). 

NaCl                                                                             LPS
(a)                                                                                (c)

(b)                                                                                (d)

300 μm

300 μm

300 μm

300 μm

Рис. 2. Гистологические изображения образцов толстой кишки крыс, окрашенных гематоксилином и  эо-
зином восходящего (a), (c) и нисходящего (b), (d) отделов. (a), (b) – Срезы группы “NaCl”; (c), (d) – срезы 
группы “ЛПС”; увеличение 10×. 

При исследовании толщины мышечной оболочки выявлены достоверные различия 
между восходящим и нисходящим отделами в контрольной группе. Значения показате-
ля составили соответственно 66.8 ± 4.8 и 43.2 ± 2.4 (n = 25 для каждого отдела, одно-
факторный дисперсионный анализ, p < 0.001). При действии ЛПС отмечено статисти-
чески значимое увеличение толщины мышечной оболочки по сравнению с контролем: 
111.8 ± 7.2 (восходящий отдел) и 80.4 ± 5.2 (нисходящий отдел) (n = 25 для каждого 
отдела, однофакторный дисперсионный анализ, p < 0.001) (рис. 2, 3b). Для эксперимен-
тальной группы также характерны внутригрупповые различия между отделами (одно-
факторный дисперсионный анализ, p < 0.01). 
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(a)                                                                          (b)

(c)     
###
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##

##

NaCl      LPS      NaCl      LPSas            as               d             d 

NaCl      LPS      NaCl      LPSas            as               d             d NaCl      LPS      NaCl      LPSas            as               d             d 

Рис. 3. Значения общей толщины стенки кишки (a), толщины мышечной оболочки (b) и толщины слизистой 
оболочки (c) восходящего и нисходящего отделов кишки. Данные представлены в относительных единицах. 
Различия достоверны: *** – p < 0.001, ### – p < 0.001, ## – p < 0.01 (однофакторный дисперсионный ана-
лиз); n = 25 для каждой группы. NaClas – контроль, восходящий отдел; NaCld – контроль, нисходящий отдел; 
LPSas – экспериментальная группа, восходящий отдел; LPSd – экспериментальная группа, нисходящий отдел.

В восходящем сегменте у контрольной группы (NaCl) толщина слизистой оболочки 
была достоверно больше, чем в нисходящем. Значения показателя составили соответ-
ственно 77.0 ± 5.2 и 97.0 ± 3.0 (n = 25 для каждого отдела, однофакторный дисперсион-
ный анализ, p < 0.01). При действии ЛПС данный показатель статистически значимо 
увеличивался по сравнению с контролем, составив 126.4 ± 5.9 в восходящем отделе 
и 174.0 ± 7.8 в нисходящем отделе (n = 25 для каждого отдела, однофакторный диспер-
сионный анализ, p < 0.001) (рис. 2, 3c). Внутригрупповые различия в группе “ЛПС” 
достоверны, отмечалось увеличение толщины слизистого слоя в нисходящем отделе 
по сравнению с восходящим.

Исследование электрофизиологических характеристик в камере Уссинга. При срав-
нении величин ТЭС в группе “NaCl” в нисходящем отделе отмечались более низкие 
значения по сравнению с восходящим (75 ± 6 Ом×см2 vs 34 ± 1 Ом×см2 соответственно, 
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U-критерий Манна–Уитни, p < 0.001) (рис. 4a, d). Значения тока “кз” восходящего от-
дела по сравнению с нисходящим отделом статистически достоверно не различались 
между собой (рис. 4b, e). Одновременно с этим в группе “NaCl” парацеллюлярная про-
ницаемость была выше в нисходящем отделе по сравнению с восходящим (0.6 см/с vs 
0.1 см/с соответственно, U-критерий Манна–Уитни, p < 0.05) (рис. 4c, f).

Введение ЛПС вызывало достоверное снижение ТЭС в восходящем отделе на 28 %, 
с 75.1 ± 6.0 Ом×см2 до 53.6 ± 8.0 Ом×см2 по сравнению с группой “NaCl” (U-крите-
рий Манна–Уитни, p < 0.01) (рис. 4a). Кроме того, применение ЛПС приводило к зна-
чимому увеличению тока “кз” восходящего отдела кишки по сравнению с  группой 
“NaCl” (34 ± 5 мкА vs 20 ± 3 мкА соответственно, U-критерий Манна–Уитни, p < 0.05) 
(рис. 4b). Данные, полученные для нисходящего отдела, свидетельствуют о том, что 
при введении ЛПС изменений ТЭС не наблюдалось (рис. 4d). Одновременно с этим 
обнаружено увеличение тока “кз” в пять раз при введении ЛПС по сравнению с груп-
пой “NaCl” (157 ± 25 мкА vs 28 ± 7 мкА соответственно, U-критерий Манна–Уитни, 
p < 0.001) (рис. 4e). 
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Рис. 4. Барьерные свойства восходящего (ascending) и  нисходящего (descending) отделов толстой киш-
ки у разных групп крыс. (a), (b) – Показатели ТЭС и тока “кз” в восходящем отделе толстой кишки; (d),  
(e) – показатели ТЭС и тока “кз” в нисходящем отделе толстой кишки; (c) – парацеллюлярная проницаемость 
для восходящего отдела толстой кишки; (f) – парацеллюлярная проницаемость для нисходящего отдела тол-
стой кишки. Различия достоверны: * – p < 0.05, ** – p < 0.01, *** – p < 0.001 (U-критерий Манна–Уитни). 
n = 10 для каждой группы. TER (ТЭС) – трансэпителиальное сопротивление, Isc (ток “кз”) – ток “короткого 
замыкания”, μА – микроампер, Ohm×cm² – Ом×см2, LPS – липополисахарид.
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При сравнении величин ТЭС восходящего отдела с нисходящим в состоянии эн-
дотоксемии более низкие значения показателя характерны для нисходящего отдела 
(54 ± 3 Ом×см2 vs 32 ± 3 Ом×см2, U-критерий Манна–Уитни, p < 0.01) (рис. 4a, d). При 
этом в нисходящем отделе отмечаются более высокие значения тока “кз” по сравне-
нию с восходящим отделом (157 ± 25 мкА vs 34 ± 5 мкА U-критерий Манна–Уитни, 
p < 0.001) (рис. 4b, e). В то же время ЛПС не изменял парацеллюлярную проницае-
мость для флуоресцеина натрия в обоих сегментах (рис. 4c, f). 

Определение TRPA1 и TRPV1 в ткани толстой кишки методом вестерн-блот. При 
анализе результатов вестерн-блота по оценке уровня белков TRPA1 и TRPV1 была вы-
явлена разница в  интенсивности сигнала между экспериментальной и  контрольной 
группами (рис. 5a, b). 
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Рис. 5. Изменение уровня белков TRPA1 и TRPV1 в восходящем и нисходящем отделах кишки при действии 
ЛПС. (a) – Репрезентативные иммуноблоты и уровни TRPA1, (b) – репрезентативные иммуноблоты и уровни 
TRPV1. Интенсивность сигнала белков интереса нормализована по интенсивности сигнала β-тубулина в со-
ответствующих образцах. Средние уровни тестируемых белков в образцах толстой кишки крыс из группы 
“NaCl” приняты за 100 %. Различия достоверны: * – p < 0.05 (U-критерий Манна–Уитни); n = 4 для каждой 
группы. NaClas – контроль, восходящий отдел; NaCld – контроль, нисходящий отдел; LPSas – эксперименталь-
ная группа, восходящий отдел; LPSd – экспериментальная группа, нисходящий отдел.

Так, при системном введении ЛПС уровень TRPA1 статистически значимо снижался 
как в восходящем, так и в нисходящем отделе толстой кишки по сравнению с соответст-
вующими участками кишки контрольной группы (U-критерий Манна–Уитни, p < 0.05, 
n = 4 для каждого отдела) (рис. 5a). В восходящем отделе изменение уровня TRPV1 не 
выявлено (U-критерий Манна–Уитни, p = 0.09, n = 4) (рис. 5b). В то же время в нисходя-
щем отделе системное введение ЛПС вызывал значительное (почти в 2 раза) увеличение 
уровня TRPV1 (U-критерий Манна–Уитни, p < 0.05, n = 4) (рис. 5b). Посегментное срав-
нение уровня TRPV1 и TRPA1 не выявило статистически значимых различий.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Развитие абдоминального болевого синдрома требует изучения молекулярных ме-
ханизмов на разных стадиях его формирования, включая процесс инициации воспа-
ления. Цель данного исследования заключалась в выяснении возможного включения 
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каналов TRPV1 и TRPA1 в процесс формирования абдоминальной гиперчувствитель-
ности в различных сегментах толстой кишки крысы при однократном системном вве-
дении ЛПС. Выяснение этого вопроса требует разработки методического подхода, ко-
торый позволяет отделить системное действие ЛПС на болевую чувствительность от 
его влияния на функциональное состояние толстой кишки. Известно, что применение 
ЛПС ведет к снижению массы тела животных [11, 12]. В проведенных исследованиях 
при однократном введении ЛПС установлено уменьшение массы тела крыс в опытной 
группе, что свидетельствует об эффективности выбранной дозы. Важно было уста-
новить, достаточно ли этого введения, чтобы изменить болевую чувствительность 
в организме? Известно, что соматическая и висцеральная чувствительность взаимос-
вязаны между собой [19]. Для определения болевой чувствительности применяли тест 
“горячая и  холодная пластина”, позволяющий комплексно оценить периферические 
и центральные механизмы развития болевой реакции [13]. Существенным для выбора 
данного метода являлось также функциональное разделение в активации TRP-каналов 
при действии различных температурных стимулов. При использовании прямой модели 
ЛПС-токсичности было необходимо оценить развитие соматический болевой чувстви-
тельности для последующей оценки возможных механизмов изменения уровня кана-
лов TRPV1 и TRPA1. Известно, что TRPV1 активируется при повышении, а TRPA1 – 
при понижении температуры [4]. Полученные результаты показали, что болевой порог 
животных на холодовое и тепловое воздействие не изменялся у крыс после однократ-
ного системного введения ЛПС. 

При однократном введении ЛПС ноцицепции в тестах “холодная и горячая пласти-
на” не наблюдалось. Однако анализ ряда морфометрических показателей и электрофи-
зиологических характеристик показывает, что введение ЛПС вызывает структурные 
и функциональные изменения в стенке толстой кишки уже через 24 ч после инъекции. 
В частности, изменились такие параметры как общая толщина стенки кишки, толщина 
мышечной и  слизистой оболочки, а  также проницаемость эпителия, что может ука-
зывать на дисфункцию кишечного барьера и развитие отека [20, 21]. Таким образом, 
примененное воздействие вызывает дисфункцию, что говорит об адекватности приме-
няемой дозы при однократном введении ЛПС. 

Следует учитывать имеющиеся данные о существенной разнице в распределении 
TRPV1 и TRPA1 вдоль оси толстой кишки в проксимально-дистальном направлении. 
Экспрессия TRPA1 преобладает в проксимальном, а TRPV1 в дистальном отделе тол-
стой кишки [7]. В связи с этим было выдвинуто предположение о сегмент-специфиче-
ском включении этих каналов в инициацию процессов болевой чувствительности при 
дисфункции кишки. 

В проведенной работе впервые было установлено, что при системном введении 
ЛПС уровень TRPA1 снижается в восходящем и нисходящем отделах толстой кишки 
по сравнению с соответствующими участками кишки животных контрольной группы. 
В то же время введение эндотоксина приводит к значительному увеличению уровня 
TRPV1 только в нисходящем сегменте кишки, что демонстрирует сегмент-специфиче-
ские изменения уровня этих каналов в толстой кишке.

Представляют интерес возможные механизмы повышения уровня TRPV1 при дей-
ствии эндотоксина. На сегодняшний день известно, что введение ЛПС может сенси-
билизировать TRPV1 через механизм, опосредованный TLR4 (Toll-like receptor 4), тем 
самым способствуя возникновению боли, ассоциированной с воспалением [8, 9, 22]. 
Точные механизмы сегмент-специфических различий в уровне TRPV1, наблюдаемых 
в проведенном исследовании, не вполне ясны, но можно предположить, что они могут 
быть обусловлены изначально существующим различием в функциональной организа-
ции разных отделов толстой кишки, например, отличающимся по составу микробиома, 
разным функциональным состоянием эпителия, особенностями транспортных процес-
сов в эпителии и т.д. 
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Снижение TRPA1 в обоих отделах толстой кишки представляет собой неожидан-
ный результат, механизм которого требует дальнейшего изучения. Известно, что ЛПС 
является естественным активатором TRPA1-каналов [8, 9]. С этой точки зрения сни-
жение уровня TRPA1 после однократного введения ЛПС, на первый взгляд, противо-
речит литературным данным, поскольку уменьшение количества этого белка должно 
приводить к ингибированию молекулярных механизмов, лежащих в основе воспале-
ния и боли [23]. Действительно, в ряде исследований показано, что при воспалении 
уровень TRPA1 повышался, а его активность усиливалась под действием провоспали-
тельных медиаторов, высвобождаемых при повреждении тканей [23, 24]. В свою оче-
редь, TRPA1 может также распознавать ЛПС независимо от TLR4, приводя к острому 
воспалению и боли [23]. 

Однако надо учесть, что TRPA1 может демонстрировать не только провоспалитель-
ное, но и противовоспалительное действие в кишке [25–27]. В частности, в отношении 
его противовоспалительного действия имеются указания на то, что TRPA1 способству-
ет снижению экспрессии нескольких провоспалительных нейропептидов, цитокинов 
и хемокинов, обусловливая уменьшение воспаления. Следовательно, снижение уровня 
TRPA1, которое было продемонстрировано в  нашем исследовании, может отражать 
ингибирование защитной роли TRPA1 при патологическом процессе. 

К тому же нельзя исключать тот факт, что каналы TRPA1 и TRPV1 способны обра-
зовывать гетеродимер и соактивироваться, что, предположительно, может способство-
вать возникновению новых синергических эффектов, в том числе приводя к ингибиро-
ванию активации одного канала другим [28, 29]. При этом, как уже отмечалось выше, 
точные механизмы, за счет которых происходит снижение уровней TRPA1 в  обоих 
сегментах толстой кишки на ранних стадиях воспаления, пока неизвестны, учитывая 
также тот факт, что TRPA1 локализуется преимущественно в восходящем отделе [7].

Несмотря на то, что активация каналов TRPA1 и их уровень в ткани кишки не обя-
зательно взаимосвязаны, полученные результаты указывают на необходимость даль-
нейших исследований для прояснения этого вопроса. Кроме того, они формулируют 
новую проблему в  оценке действия ЛПС на  болевую чувствительность. Поскольку 
активация каналов при одновременном уменьшении их уровня в исследуемой структу-
ре – это новое соотношение факторов, его необходимо учитывать при анализе молеку-
лярных механизмов возникновения абдоминальной боли. 

Также необходимо учитывать, что изменения/нарушения в  функционировании 
TRPA1 и  TRPV1 приводят к  значительным изменениям в  кишечной микробиоте, 
в частности к снижению ее разнообразия [30, 31]. Это отражается не только на количе-
стве микроорганизмов, но и, что более важно, на развитии воспалительных и болевых 
процессов в кишке. Известно, что снижение микробного разнообразия ассоциирова-
но с  усилением воспалительных реакций и  повышенной чувствительностью кишки 
к боли [31, 32]. Эти данные указывают на то, что изменения в уровнях TRPA1 и TRPV1 
могут не только влиять на механизмы болевой чувствительности, но и оказывать зна-
чительное воздействие на микробиом, что в совокупности способствует развитию или 
подавлению воспалительных процессов.

Полученные результаты позволяют предположить, что разные отделы толстой 
кишки реагируют по-разному на  воспалительные изменения, ассоциированные 
с системным введением ЛПС, а вариабельность уровней TRPA1 и TRPV1 отражает 
адаптивные механизмы, лежащие в основе ответа на воспаление, в том числе на на-
чальной стадии, и  обусловливает последующее формирование болевого синдрома. 
Учитывая важную роль TRPA1 и TRPV1 в трансдукции воспалительных и болевых 
сигналов [23, 24], можно сделать вывод, что разнонаправленное изменение их экс-
прессии и активности в различных сегментах кишки при системном введении ЛПС 
представляет собой возможный механизм, способствующий развитию висцеральной 
гиперчувствительности.



1871СЕГМЕНТ-СПЕЦИФИЧЕСКОЕ ДЕЙСТВИЕ ЛИПОПОЛИСАХАРИДА

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Возвращаясь к вопросу, поставленному в начале этого исследования, можно утвер-
ждать, что системное введение ЛПС уже на этапе инициации воспалительного про-
цесса (через 24 ч) вызывает морфофункциональные изменения в стенке толстой киш-
ки крыс. Также исследование впервые демонстрирует разнонаправленное изменение 
уровней TRPA1 и TRPV1 в восходящем и нисходящем отделах кишки при действии 
ЛПС, что подчеркивает важную роль этих каналов в раннем ответе на воспаление.
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Colonic Segment-Specific Effect of Lipopolysaccharide on TRPV1 and TRPA1 Levels 
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One of the most pressing issues in visceral physiology is the investigation of the molecular 
mechanisms behind pain signal interoception. Chronic abdominal pain is a type of pain 
sensitivity that arises during gastrointestinal disorders and frequently persists after they 
are healed. Abdominal pain syndrome is caused by molecular alterations in the intestinal 
wall, the specifics of which are still unknown. TRPV1 and TRPA1 are transient receptor 
potential (TRP) channels found in enteric nervous system nerve cells that contribute to 
the development of visceral pain and hypersensitivity perception. The rat colon's uneven 
distribution of channels along its proximal-distal axis suggests they may be involved in the 
initial stages of abdominal pain sensitivity. The goal of the present study was to evaluate 
segment-specific alterations in TRPV1 and TRPA1 channel levels after inflammation is 
initiated by a single lipopolysaccharide (LPS) dose. The study used the “cold and hot plate” 
pain sensitivity test, morphometric analysis methods, recording of electrophysiological 
parameters in the Ussing chamber, and Western blotting to assess the TRPA1 and TRPV1 
protein expression. The results of this research show that a  unitary administration of 
LPS leads to diminished TRPA1 levels in both the ascending and descending colons. No 
variations in TRPV1 levels were found in the ascending colon, but a significant rise was 
recorded in the descending colon. There were no observed changes in nociception in “cold 
and hot plate” test. Thus, a segment-specific alteration in the levels of TRPA1 and TRPV1 
channels was established in the direct model of LPS toxicity. 

Keywords: interoception, visceral sensitivity, lipopolysaccharide, inflammation, colon, 
TRPV1, TRPA1


