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ВЛИЯНИЕ ЛИШЕНИЯ ПАРАДОКСАЛЬНОЙ ФАЗЫ СНА 
НА СПЕЦИФИЧЕСКОЕ СВЯЗЫВАНИЕ [’Н]МОРФИНА И 
[3Н] НАЛОКСОНА С СИНА!ГП 1ЧЕСКИМИ МЕМБРАНАМ’!

ГОЛОВНОГО МОЗГА КРЫС 
ТАРАНОВА Н. П.. МАЛИКОВ У. М. 

Институт физиологии нм. И. П. Павлова АН СССР, Ленинград

Исследовали кинетические характеристики связывания [3Н]морфипа и [։Н] на 
.таксона с опиатными рецепторами синаптических мембран из мозга крыс в нор­
ме и после 24-часового лишения парадоксальной фазы спа. Установлено, что эти 
рецепторы имеют одни тип центров связывания с высоким сродством к опиатам. По­
казано, что лишение парадоксальной фазы сна ие изменяет числа мест связывания 
pH] морфина и сродства рецепторов к морфину и налоксону. Однако концентра­
ция центров связывания [։Н]налоксона при этом заметно снижается. Предполага­
ется, что это является следствием структурно-функциональной перестройки синап­
тических мембран при депривации парадоксальной фазы сна.

Для исследования биологической роли и функции сна, который 
является жизненно необходимым периодически развивающимся функ­
циональным состоянием, весьма эффективен метод полного лишения 
сна или избирательного лишения различных его фаз [1]. Этими ме­
тодами достигаются эффекты искусственного продления бодрствова­
ния с нарастанием всех тех явлений, которые и вызывают необхо­
димость сна. Показано, что избирательное лишение парадоксальной 
фазы сна (ПФС) вызывает ряд биохимических изменений в синапти­
ческих мембранах—изменение их проницаемости к Са . повышение 
степени гидрофобности за счет снижения активности ПОЛ и повыше­
ние количества свободных ЭИ-групп [2, 3]. Эти биохимические сдви­
ги не могут не отразиться на функции синаптических мембран, в част 
пости их рецепторного аппарата. Так. полное лишение сна вызывает 
снижение сродства к лиганду ннзкоаффннных центров связывания се­
ротониновых рецепторов головного мозга крыс [4]. а при избира­
тельном лишении ПФС у них отмечено уменьшение общей концен-1 
трации р-адренорецепторов коры и дофаминовых рецепторов стриа­
тума и повышение их сродства к лигандам [5, 6]. Поскольку в физио­
логических процессах возникновения и поддержания состояния сна 
предполагается участие и опиоидов [7], нашей задачей было иссле­
дование характеристик связывания агониста ц-рецепторов pH]мор­
фина и антагониста опиатных рецепторов—pH] налоксона с синап­
тическими мембранами ствола головного мозга крыс при лишении 
их ПФС.
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Методы исследования

Опыты выполнены па крысах-самцах линии i • <> ՛ массой те­
ла 200—-220 1՝. Избирательное лишение 11ФС в течение 24 ч вызывали 
по методу Жувэ, помещая животных на площадки размером 5x5 см, 
окруженные водой. Контрольную группу составляли животные, нахо­
дившиеся в клетках в состоянии относительного физиологического 
покоя. Крыс декапитировали, на холоде быстро извлекали головной 
мозг, выделяли стволовую часть и готовили 10%-ный гомогенат в 
0,32 М сахарозе (па 0,05 М трис-НС! буфере, pH 7,4) в гомогениза­
торе тефлон-стекло. Синаптические мембраны получали методом диф­
ференциального центрифугирования в градиенте плотности сахаро­
зы [8]. Осадок синаптических мембран суспендировали в инкуба­
ционном буфере следующего состава: 0,005 М HEPES, 5 мМ MgCh, 
pH 7,4 (для связывания [3Н] морфина) или 0,05 М трис-НС1, 120 мМ 
NaCl, 5 мМ KCI, 1 мМ MgClo, 0,5 мМ ИаНгРОз, pH 7,4 (для связыва­
ния [3Н]налоксона). Содержание белков в суспензии синаптических 
мембран определяли по модифицированному методу Lowry [9]. Спе­
цифическое связывание [3Н]морфина и [3Н]налоксона с синаптиче­
скими мембранами ствола головного мозга исследовали методом 
равновесного рецепторного связывания Г!<>] инкубируя при 37° сус­
пензию синаптических мембран с pH]морфином (в диапазоне кон-И 
центраций от 0,18 до 6,92 нМ/л) или с [3Н]налоксоном (в диапазоне 
концентраций от 0,1 до 12,8 нМ/л). Инкубацию проводили в парал­
лельных пробах также в присутствии немеченого морфина и налок­
сона соответственно в конечной концентрации 10 ” М/л для оценки 
величины неспецифического связывания лигандов. Удаление несвя- 
завшегося лиганда проводили методом вакуумной фильтрации через, 
стекловолокнистые фильтры QF/F («Whatman», Англия). Радиоак­
тивность проб измеряли на счетчике «ISOCAP-ЗОО», используя ди­
окса н-ксилольную сцинтилляционную жидкость. При расчетах была 
использована динамическая модель кинетики связывания лиганда с 
мембраной, содержащей один центр связывания [11]. Стационар­
ные значения такой модели позволяют вычислить характеристики 
центров (Kd и Bmnx). Для оценки этих параметров исп<’льз‘.-.л- 
ли метод перебора. В качестве оценок выбирали их значения, обес­
печивающие наибольшую близость теоретических значений к экспери­
ментальным. Кинетические характеристики центров связывания опре­
деляли на ЭВМ-3040. Полученные результаты статистически обраба­
тывали по Стьюденту-Фишеру.

Результаты исследования

В предварительных опытах были определены оптимальные ус­
ловия для исследования специфического связывания [3Н]морфипа и 
[3Н]налоксона с синаптическими мембранами. Количество белка в 
пробе было подобрано по результатам анализа кривой связывания 
лиганда в зависимости от концентрации белка в пробе (рис. 1, б) п 
соответствовало участку прямолинейной зависимости. В дальнейших 
опытах использовали 150 мкг белка в пробе с [3Н]морфином и 100 
мкг белка в пробе с [3Н]налоксоном. Время инкубации было подо­
брано по установлению равновесия в реакционной среде и составля­
ло 20 мин (рис. 1. а). Исследование связывания различных <тщен • 
раций меченого лиганда в этих условиях синаптическими мембрана­
ми контрольных животных показало что связывание как [3Н]мор- 
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фина, так и [3Н]налоксона с синаптическими мембранами ствола 
головного мозга крыс является специфическим и насыщаемым (рис. 
2. а: 3. а). Добавление в (।՛■ инкубации нем чевы.х лигандов в 
концентрации 10 ’ М через 30 мин после меченых лигандов с пос­
ледующей инкубацией в течение 20 мин уменьшало количество спе- 
ц .։ри'.ес:.и евя-.азшегося рН]морфина и pH] налоксона до уровня.

Рис. I. Специфическое связывание [эН]морфииа и [’Н]налоксона с синаптическими 
мембранами ствола головного мозга крыс (/—[’!1]морфнп. 2—[’II] налоксон): «— 
при инкубации в течение 20 мин 1,37 нМ/л [:'Н]морфнна и 0.05 иМ/л [’И] налоксона 
с рахзичными концентрациями белка синаптпчестких мембран; б—при различных 
сроках инкубации 100 мкг белка с 1,37 нМ/л [’Н] морфина и 0,05 нм/л [’Н] налоксона.

Рчс. 2 Специфическое связывание [’11] морфина (в днадазене концентраций oi 0,13 
до 6.92 нМ/л) с синаптическим и мембранами ствола головного мозга крыс (каждая 
точка- среднее из 5-6 экспериментов): а—график кинетики насыщения (/-обшее 
связывание, 2—иеспецифнческое связывание, 3—специфическое связывание); б 
специфическое связывание в координатах Скчтчарда (/—контрольных крыс, 2 

после лишения нарадокеалкпоп фазы спа)
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соответствующего неспецифическому связыванию, наблюдаемому при 
одновременном внесении меченого и немеченого лиганда. Это свиде­
тельствует о том, что связывание этих лигандов с опиатными рецеп­
торами синаптических мембран является обратимым.

Рис. 3. Специфическое слизывание [3Н]иалоксоиа (и диапазоне кокцеюраций от 
0,1 до 12,8 нМ.'л) с синаптическими мембранами ствола головного мозга крыс (каж­
дая точка—среднее из 4 экспериментов): а—график кинетики насыщения (I—общее 
связывание, 2—песпецифическое связывание, 3—специфическое связывание), б—спе­
цифическое связывание в координатах Скэтчарда (/—контрольных крыс, 2— юсле 

лишения парадоксальной фазы сил)

Результаты опытов по исследованию специфического связывания 
рН]морфина и [3Н] налоксона с синаптическими мембранами были 
проанализированы в координатах Скэтчарда (рис. 2. б; 3, б). Пря­
молинейный характер графика Скэтчарда свидетельствует о гомоген­
ности центров связывания синаптических мембран как для агониста, 
так и для антагониста, а также о связывании [3Н]морфина и [3Н]на­
локсона лишь с одним типом центров связывания. Эта закономер­
ность сохраняется у животных и после 24-часовой депривации ПФС. 
В то же время, в исследованиях, выполненных на тотальной мемб­
ранной фракции мозга, часто получали криволинейный характер гра­
фика Скэтчарда, указывающий на наличие двух центров связывания 
[3Н]морфина и [3Н]налоксона, что свидетельствует о гетерогенно­
сти этих центров [12—15]. По-виднмому, это обусловлено присутст­
вием мембран глиального происхождения, на которых могут бытъ, 
опиатные рецепторы [16]. отличающиеся по своим характеристикам 
от нейрональных и синаптических рецепторов. В пользу этого пред­
положения говорит тот факт, что при исследовании кинетических ха­
рактеристик опиатных рецепторов на препаратах исключительно ней­
ронального происхождения (изолированные нейроны, синаптосомы, 
синаптические мембраны), как правило, получают прямолинейный 
график Скэтчарда, подтверждающий гомогенность центров связыва­
ния опиатов на нейрональных мембранах и связывание этих лиган­
дов лишь с одним типом рецепторов [17. 18].

Кинетические параметры связывания рН]морфипа и [3Н]налок- 
сопа представлены в таблице и указывают на высокоаффинный харак­
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тер связывания как [3Н]морфина (К..=5,2±0,53 нМ), так и [3Н]на- 
локсона (К =0,98±0,08 нМ) с рецепторами синаптических мембран, 
причем сродство рецепторов к налоксону оказалось значительно вы­
ше, чем к морфину. Но концентрация центров связывания агониста 
опиатных р-рецепторов [3Н]морфина и антагониста этих рецепторов 
[3Н] налоксона в синаптических мембранах оказалась примерно оди­
наковой (таблица).

Лишение ПФС в течение 24 ч не вызывало заметных изменений 
ни числа мест связывания [3Н]морфина с синаптическими мембрана­
ми, ни сродства рецепторов к этом}' лиганду (таблица). В то же вре­
мя депривация ПФС приводила к снижению общей концентрации 
центров связывания антагониста—[3Н] налоксона, хотя сродство опи­
атных рецепторов к этому лиганду при этом достоверно не изменя­
лось (таблица). Поскольку было показано, что полное лишение крыс

Таблица 
Кинетические характеристики связывания [3Н]морфина и [3Н] налоксона 

с синаптическими мембранами ствола головного мозга крыс
в норме и при лишении их ПФС

Условия экспери­
мента

Количество 
экспериментов

Bitiax 
(фмоль/мг белка)

Ка 
(нМ)

Контроль 5
[3П] морфин 

4,90+0.21 5.10+0.53
24 ч л н ен я 

ПФС 6 4.60+0.39 4.70+0.57

Контроль 4
[3Н] налоксон 

3.60+0.24 0.94+0.10
24 ч лишения 

ПФС 4 2.67+0,69 0,75+0.10
(-26%) 
р<0.05

(-20%) 
р>0.05

сна в течение 24 ч в цилиндрическом третбане также не вызывало 
изменений сродства к [3Н] налоксону рецепторов и в тотальной 
мембранной фракции мозга [19], можно думать, что длительные на­
рушения сна способны изменить экспрессию опиатных р-рецепторов, 
но не их сродство к лиганду.

Ранее нами было высказано предположение, что в механизмах 
развития нарушении функций ЦНС при длительной депривации сна 
определенную роль играют изменения состояния опиоидной системы 
мозга, о чём свидетельствовали сдвиги в содержании Met-эикефали- 
на [20] и р-эндорфина [21]. Полученные в данной работе результа­
ты подкрепляют это предположение и указывают на то, что в реак­
ции опиоидной системы мозга на депривацию сна в какой-то мере 
участвует также и структурно-функциональная перестройка опиат­
ных рецепторов, локализованных в синаптических мембранах.

1НЕ EFFECT OF REM-SLEEP DEPRIVATION ON BINDING 
OF FHIMORPHINE AND [3H]NALOXONE WITH SYNAPTIC 

MEMBRANES IN RAT BRAIN
TaR \nova N. P., MALIKOV U. M.

.1. P. Pavlov institute of Physiology. USSR Academy of Sciences, Leningrad

The specific binding of [3H] morphine and [3H] naloxone with sy­
naptic membranes of the ral brain has been studied in the norm and after 
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REM-sieep deprivation. According to results obtained the opiate receptors 
of the synaptic membranes have only one high-affinity binding site for 
PHJmorphine and PH] naloxone. After 24-hour REM-sleep deprivation 
the number of [3H] morphine binding sites and its affinity as well as the 
affinity of the [3H] naloxone binding sites were not altered. At the same 
time the number of [3H] naloxone binding sites was shown to increase. 
These effects appear to originate by structural-functional reorganization 
of synaptic membranes during REM-sleep deprivation.
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