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ВВЕДЕНИЕ
Болезнь Паркинсона (БП) – широко распростра-
ненное нейродегенеративное заболевание, разви-
тие которого связано с деградацией нигростриатной 
системы мозга – ключевого звена регуляции дви-
гательной функции. В настоящее время БП диагно-
стируется по нарушению моторной функции в виде 

тремора или акинетико-ригидности, которые появ-
ляются только через много лет после начала пато-
логического процесса и гибели большей части нигро-
стриатных дофаминергических нейронов. Высокая 
степень деградации нигростриатной системы и ис-
черпание компенсаторных резервов мозга к моменту 
постановки диагноза обуславливают низкую эффек-
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РЕФЕРАТ Болезнь Паркинсона (БП) – системное нейродегенеративное заболевание, в основе которого лежит 
гибель дофаминергических нейронов нигростриатной системы мозга. Это заболевание диагностируют после 
потери большинства нейронов, что объясняет низкую эффективность лечения. Надежды на повышение 
эффективности лечения связаны с разработкой ранней диагностики БП, основанной на поиске перифериче-
ских маркеров в виде ранних изменений немоторных функций. Поскольку нарушение зрительной функции 
считается одним из проявлений БП, в данной работе проведен поиск биохимических и физиологических 
изменений в глазу и веке мышей при моделировании БП на доклинической (досимптомной) и клинической 
(симптомной) стадиях. Обнаружено снижение содержания норадреналина, дофамина и серотонина в глазу 
мышей, причем не только на модели ранней клинической стадии БП, но и на модели БП на доклинической 
стадии, что свидетельствует о распространении патологических изменений моноаминергических систем 
мозга на глаз еще до появления нарушения моторики. Более того, на обеих стадиях БП у мышей было повы-
шено внутриглазное давление, что указывает на возникновение не только метаболических, но и функцио-
нальных нарушений, которые могут быть использованы как диагностические маркеры. В отличие от глаза, 
содержание серотонина в веке мышей было повышено на обеих стадиях БП, причем на доклинической 
стадии в гораздо большей степени, чем на клинической. Учитывая, что серотонин участвует в регуляции се-
креторной активности слезных желез века, повышение его содержания у паркинсонических мышей должно 
приводить к изменению состава слезной жидкости, что может служить диагностическим маркером ранней 
(досимптомной) стадии БП. Таким образом, изменения метаболизма моноаминов в глазу и веке мышей, 
обнаруженные при моделировании БП на ранней стадии паркинсонизма, сопровождаются изменениями 
функционирования этих структур и поэтому могут использоваться в качестве диагностических маркеров 
на ранней стадии развития БП.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА болезнь Паркинсона, нейродегенерация, немоторные проявления, экспериментальные 
модели.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 5-ГТФ – 5-гидрокситриптофан; L-ДОФА – L-диоксифенилаланин; БП – болезнь 
Паркинсона; ВГД – внутриглазное давление; МФТП – 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридин.
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тивность традиционной заместительной фармако-
терапии с использованием агонистов дофамина [1]. 
Отсюда следует необходимость разработки ранней 
(доклинической) диагностики БП – задолго до по-
явления моторных симптомов, что  позволило  бы 
использовать нейропротекторную терапию, на-
правленную на замедление или даже остановку ней-
родегенерации [1]. 

В основе существующей методологии разработ-
ки ранней диагностики БП лежат представления 
о том, что это заболевание носит системный харак-
тер, причем немоторные симптомы, обусловленные 
нарушением функций как отделов мозга за преде-
лами нигростриатной системы, так и перифериче-
ской нервной системы, появляются задолго до мотор-
ных нарушений [1, 2]. Предполагается, что на основе 
ранних изменений немоторных функций и соответ-
ствующих изменений в биологических жидкостях 
(ликвор, кровь) может быть создана комплексная до-
клиническая диагностика БП [1].

Одно из системных проявлений БП – нарушение 
функций зрительного анализатора и вспомогатель-
ного аппарата глаза. Так, на  клинической стадии 
у  больных возникают галлюцинации, нарушение 
движения глаза и века, снижение количества и из-
менение состава слезной жидкости [3–5]. Кроме того, 
при БП часто наблюдаются симптом «сухого глаза» 
и блефарит (двустороннее рецидивирующее воспале-
ние ресничной кромки век), изменение аккомодации 
(реакции зрачка на свет), нарушение образования 
и оттока внутриглазной жидкости, снижение остро-
ты зрения, появление скотом (участков поля зрения, 
в котором зрение отсутствует или ослаблено), истон-
чение слоев сетчатки, в частности за счет уменьше-
ния количества нервных волокон [5–7]. 

Значительную роль в патологических изменениях 
зрительной системы при БП играют нарушения ней-
ротрансмиссии и метаболизма моноаминов, в первую 
очередь катехоламинов, что отражается в изменении 
их содержания в тканях и жидких средах глаза [8–12]. 
Эти изменения вполне закономерны, поскольку моно-
амины обеспечивают передачу зрительной инфор-
мации в сетчатке, а также влияют на тонус сосудов 
сетчатки и хориоидеи [13–15]. Кроме того, катехола-
мины в переднем отделе глаза обеспечивают регу-
ляцию скорости аккомодации [16, 17] и уровня вну-
триглазного давления (ВГД), контролируя секрецию 
и отток внутриглазной жидкости [18, 19]. Помимо глаз, 
при БП претерпевают изменения и веки, содержащие 
многочисленные железы (Краузе, Вольфринга, мей-
бомиевые железы и т.д.), секреторный продукт кото-
рых входит в состав слезной жидкости. Конъюнктива, 
выстилающая внутреннюю поверхность век, и нахо-
дящиеся в ней железы имеют симпатическую иннер-

вацию [20, 21], которая нарушается при БП [2], что, 
возможно, является причиной развития блефарита 
и изменения состава слезной жидкости.

Можно предположить, что хотя бы часть из пере-
численных выше изменений глаза и  век, обнару-
женных на клинической стадии БП, т.е. после появ-
ления нарушений моторной функции, характерна 
и для больных с доклинической стадией – до нару-
шения моторики, что позволило бы использовать эти 
изменения в  качестве диагностических маркеров 
доклинической стадии заболевания. Это предполо-
жение может быть проверено только на эксперимен-
тальной модели БП, поскольку идентифицировать 
больных на доклинической стадии пока не удается. 
При этом необходимо моделировать не только докли-
нические, но и клинические стадии БП, чтобы быть 
уверенными в том, что используемая модель коррек-
тно воспроизводит, по крайней мере, биохимические 
и физиологические изменения в глазу и веках, обна-
руженные у больных. 

Цель данной работы состояла в поиске ранних био-
химических и физиологических изменений в глазу 
на экспериментальной модели БП. Для этого в раз-
работанной нами нейротоксической мышиной мо-
дели доклинической и ранней клинической стадии 
БП проведено измерение ВГД и оценено содержание 
моноаминов и метаболитов в тканях глаза и века.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В  работе использовали 98 самцов мышей линии 
C57BL/6 в возрасте 2–2.5 месяцев массой 22–26 г, 
полученных из питомника «Пущино». Животных со-
держали в стандартных условиях вивария (22 ± 1°C, 
свет с 8.00 до 20.00 ч) со свободным доступом к пище 
и воде. Модель доклинической стадии БП воспроиз-
водили двукратным подкожным введением 1-метил-
4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридина (МФТП) 
(Sigma, США) в разовой дозе 8 мг/кг, модель ранней 
клинической стадии – четырехкратным подкожным 
введением МФТП в разовой дозе 10 мг/кг. В обоих 
случаях интервал между инъекциями составлял 
2 ч [22]. Животным контрольных групп вводили 0.9% 
NaCl по аналогичным схемам. 

Перед введением МФТП или NaCl мышей оценива-
ли по показателю пройденного пути в тесте «открытое 
поле» с помощью установки для анализа поведения 
животных PhenoMaster (TSE Systems, Германия). 
Через 2 недели после введения МФТП или NaCl по-
вторно измеряли моторное поведение животных.

Через 2 недели после введения МФТП с помощью 
автоматического тонометра для ветеринарии Tonovet 
(Icare, Финляндия) у животных измеряли 3 раза ВГД 
и рассчитывали среднее значение. После измерения 
ВГД осуществляли сбор материала для биохими-
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ческого анализа: животных декапитировали, вы-
деляли веки (верхнее и нижнее), далее препариро-
вали глаза, удаляя хрусталик и стекловидное тело. 
Препарированные глаза и веки взвешивали, замора-
живали в жидком азоте и хранили при -70°С до био-
химического анализа.

Для оценки степени снижения уровня дофамина 
в нигростриатной системе экспериментальных живот-
ных из мозга мышей выделяли дорсальный стриатум 
согласно ранее описанной методике [22]. Пробы стри-
атума взвешивали, замораживали в жидком азоте 
и хранили при -70°С до биохимического анализа.

Cодержание биогенных аминов и  их метабо-
литов: норадреналина, дофамина, серотонина, 
L-диоксифенилаланина (L-ДОФА) и  5-гидрокси-
триптофана (5-ГТФ), измеряли методом высоко-
эффективной жидкостной хроматографии с элек-
трохимической детекцией (ВЭЖХ-ЭД). Пробы 
гомогенизировали с помощью ультразвукового гомо-
генизатора Labsonic M (Sartorius, Франция) в 200 мкл 
0.1 н. HClO

4 
(Sigma, США), содержащих внутренний 

стандарт 3,4-дигидроксибензиламин (ДГБА, Sigma) 
в концентрации 25 пмоль/мл, после чего центрифу-
гировали в течение 20 мин при 2000 g.

ВЭЖХ-разделение осуществляли на обращенно-
фазовой колонке ReproSil-Pur, ODS-3, 4 × 100 мм 
с диаметром пор 3 мкм (Dr. Majsch GMBH, Германия) 
при температуре +30°С и скорости подвижной фазы 
1.2 мл/мин, поддерживаемой жидкостным хрома-
тографом LC-20ADsp (Shimadzu, Япония). В  со-
став мобильной фазы входили: 0.1 М цитратно-
фосфатный буфер, 0.3 мМ октансульфат натрия, 
0.1 мМ EDТА и 9% ацетонитрил (все – Sigma), pH 
2.5. Электрохимический детектор Decade II (Antec 
Leyden, Нидерланды) был укомплектован стекло
углеродным рабочим электродом (+0.85 V) и Ag/
AgCl-электродом сравнения. Пики биогенных аминов 
и метаболитов идентифицировали по времени их вы-
хода в стандартном растворе. Содержание веществ 
рассчитывали методом внутреннего стандарта, ис-
пользуя отношение площадей пиков в стандартной 
смеси и в образце с помощью программного обеспе-
чения LabSolutions (Shimadzu, Япония).

Статистическую обработку результатов проводи-
ли с помощью t-критерия Стьюдента в программном 
пакете Statistica. Критерием значимости считали 
р ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ 
Концентрация дофамина в стриатуме мышей сни-
зилась по  сравнению с  контрольными значения-
ми – до 43.3% при моделировании доклинической БП 
и до 20.1% – при моделировании ранней клинической 
стадии БП (таблица). 

При  этом анализ двигательной активности по-
казал, что  до  введения МФТП или  NaCl группы 
животных – контрольная и  обе эксперименталь-
ные – не различались по показателю пройденно-
го пути в тесте «открытое поле» (таблица), а после 
введения в группе с моделью БП на ранней клиниче-
ской стадии произошло снижение пройденного пути 
на 48.2% по сравнению с контролем (таблица).

При моделировании БП на доклинической ста-
дии в глазу мышей выявлено снижение содержания 
норадреналина и дофамина в среднем на 37 и 29%, 
серотонина – на 26%, а также наблюдалась тенден-
ция (p ≤ 0.12) к  снижению содержания L-ДОФА 
по сравнению с контролем (рис. 1). На модели ранней 
клинической стадии БП эти изменения становились 
еще более выраженными: содержание норадренали-
на уменьшалось на 44%, дофамина – на 34%, серо-
тонина – на 36% и L-ДОФА – на 40% по сравнению 
с контролем. При этом концентрация L-ДОФА была 
достоверно ниже в группе мышиной модели ранней 
клинической стадии БП по сравнению с моделью до-
клинической стадии (рис. 1). Кроме описанных био-
химических изменений, выявлено небольшое, но ста-
тистически значимое повышение ВГД у  мышей, 
моделирующих обе стадии БП (рис. 2). 

В веках мышей при моделировании БП и на докли-
нической, и на ранней клинической стадиях обнару-
жено повышение содержания серотонина, при этом 
выраженное в разной степени. На доклинической 
стадии содержание серотонина возрастало в 3 раза, 
а на клинической стадии примерно на 56% (рис. 3). 
При этом содержание дофамина и предшественника 
серотонина – 5-ГТФ, в веках мышей, моделирующих 

Концентрация дофамина в стриатуме и пройденный 
путь у животных при моделировании БП на доклиниче-
ской и ранней клинической стадиях 

Группа

Дофамин 
в стриа-

туме

Пройденный путь 
до вве-
дения 

МФТП/
NaCl

после 
введения 
МФТП/

NaCl
% от контроля

Контроль (0.9% NaCl) 100 ± 2.0 100 ± 7.0 95.4 ± 8.8

Модель 
БП

на доклини-
ческой стадии  

(2×8 мг/кг 
МФТП) 

43.3 ± 2.4* 101 ± 5.6 92.3 ± 6.8

на ранней 
клинической 
стадии  (4×10 
мг/кг МФТП)

20.1 ± 2.5* 98 ± 6.1 51.8 ± 6.3*

* р ≤ 0.05 по сравнению с контролем.
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обе стадии БП, не отличалось от значений в контроле 
(рис. 3). 

ОБСУЖДЕНИЕ

Характеристика экспериментальной модели 
болезни Паркинсона
Важной особенностью БП является то, что для нее 
определен порог нейродегенерации, при  котором 
возникают моторные нарушения, т.е. осуществля-
ется переход от доклинической стадии заболевания 
к клинической. Этот порог равен гибели 50–60% тел 
дофаминергических нейронов в черной субстанции, 
70–80% их аксонов в стриатуме и потерю 70–80% до-
фамина в стриатуме по сравнению с контролем [1]. 
Поскольку гибель аксонов дофаминергических ней-
ронов в стриатуме предшествует потере тел этих 
нейронов в черной субстанции [1], можно выделить 
следующие ключевые характеристики эксперимен-
тальной модели БП на различных стадиях:

Для  доклинической стадии – отсутствие изме-
нений пройденного пути в  тесте «открытое поле» 
и снижение уровня дофамина в стриатуме менее чем 
на 70%.

Для ранней клинической стадии – снижение прой-
денного пути в тесте «открытое поле» и снижение 
уровня дофамина в стриатуме более чем на 80%.

Ранее при моделировании БП на продвинутой до-
клинической стадии с помощью двукратного вве-
дения МФТП в разовой дозе 12 мг/кг мы показали 
снижение дофамина в стриатуме на 56%, а при моде-
лировании БП на ранней клинической стадии (четы-
рехкратное введение МФТП в той же разовой дозе) – 
на 75% по сравнению с контролем [22]. Дозы МФТП, 
использованные в данной работе для моделирования 

БП на мышах из питомника «Пущино», незначитель-
но отличаются от предложенных нами ранее для жи-
вотных из питомника «Столбовая» [22]. Как извест-
но, мыши даже одной и той же линии, полученные 
из разных питомников, могут отличаться чувстви-
тельностью к МФТП [23]. В связи с этим мы допол-
нительно определили вышеуказанные ключевые 
характеристики у использованной в данной работе 
модели, чтобы подтвердить ее полное соответствие 
ранее описанной модели.

 При  моделировании доклинической стадии 
БП уровень дофамина в  стриатуме мышей сни-
зился на 57% в сравнении с контрольной группой, 
и на 80% – при моделировании клинической стадии 
(таблица), что практически полностью совпадает 
с ранее полученными данными [22]. При моделиро-

Рис. 1. Концентрация норадреналина, 
L-диоксифенилаланина (L-ДОФА), дофамина 
и серотонина в глазу мышиных моделей доклини-
ческой и ранней клинической стадий БП. * р ≤ 0.05 
по сравнению с контролем; # р ≤ 0.05 по сравнению 
с моделью БП на доклинической стадии
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Рис. 2. Внутриглазное давление у мышей – моделей БП 
на доклинической и ранней клинической стадиях. 
* р ≤ 0.05 по сравнению с контролем
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Рис. 3. Концентрация дофамина, 
5-гидрокситриптофана (5-ГТФ) и серотонина в веках 
мышей – моделях БП на доклинической и ранней 
клинической стадиях. * р ≤ 0.5 по сравнению 
с контролем, # р ≤ 0.05 по сравнению с моделью БП 
на доклинической стадии 
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вании БП на клинической стадии также обнаружено 
снижение пройденного пути в тесте «открытое поле» 
на 48% в сравнении с контролем (таблица), что по-
вторяет двигательные нарушения, наблюдавшиеся 
в предыдущей работе [22]. В свою очередь, ни в на-
стоящей, ни в предыдущей работе не выявлено из-
менений моторной активности у животных, модели-
рующих доклиническую стадию БП (таблица) [22].

Таким образом, использованные нами дозы и схе-
мы введения МФТП полностью воспроизводят ра-
нее описанную мышиную модель БП доклинической 
и ранней клинической стадий.

Изменение метаболизма моноаминов в тканях 
глаза и физиологические проявления
Обнаруженное нами снижение содержания моно-
аминов – норадреналина, дофамина и  серотони-
на – в глазу мышей не только в модели БП на ран-
ней клинической, но  и  на  доклинической стадии 
свидетельствует о том, что системные патологиче-
ские процессы, развивающиеся при БП [2], распро-
страняются на  глаз и  начинаются уже на  ранней 
стадии БП – до появления моторных нарушений. 
Полученные результаты хорошо согласуются с опу-
бликованными данными, согласно которым уро-
вень дофамина снижается в сетчатке глаза мышей 
с  МФТП-индуцированным паркинсонизмом [24]. 
Интересно, что, в отличие от глаза, мы не обнаружи-
ли изменения уровня норадреналина в плазме крови 
мышей, моделирующих обе стадии БП, по сравнению 
с контролем [25]. Это указывает на то, что снижение 
содержания норадреналина в глазу при моделирова-
нии БП носит региональный характер. 

В отличие от моноаминов, концентрация L-ДОФА 
была снижена только на клинической стадии БП. 
Отсутствие изменения содержания L-ДОФА на до-
клинической стадии БП означает, что ранние пато-
логические изменения в глазу не отражаются на про-
дукции ключевого предшественника катехоламинов. 

Особого внимания заслуживает корреляция меж-
ду снижением уровня дофамина в стриатуме в ре-
зультате деградации дофаминергических аксонов 
и в  глазу мышей с доклинической и клинической 
стадиями БП, что косвенно подтверждает систем-
ный характер патогенеза БП. Содержание дофамина 
у этих же животных снижается не только в стриа-
туме, но и в черной субстанции – в области локали-
зации тел дофаминергических нейронов, хотя деге-
нерация нейронов в этой области мозга происходит 
у мышей только на клинической стадии БП [1, 22]. 

С физиологической точки зрения большой инте-
рес представляет то, что на обеих стадиях БП у мы-
шей наблюдается незначительное, но статистически 
значимое повышение ВГД (p ≤ 0.015), что указывает 

на появление функциональных нарушений в глазу 
еще до возникновения моторных нарушений. Вполне 
вероятно, что повышение ВГД может быть следстви-
ем снижения содержания катехоламинов в тканях 
глаза. Действительно, уровень ВГД определяется 
скоростью образования и оттока внутриглазной жид-
кости. В регуляции этих процессов участвует дофа-
мин, который, воздействуя на рецепторы ДА2 и ДA3, 
экспрессирующиеся в постганглионарных симпати-
ческих нервных окончаниях, снижает секрецию вну-
триглазной жидкости, а воздействуя на рецепторы 
ДА1, локализованные в цилиарном теле, повышает 
секрецию внутриглазной жидкости [19]. Весьма ве-
роятно, что повышение внутриглазного давления мо-
жет быть одним из ранних признаков развития БП 
у людей, что заманчиво было бы использовать в ка-
честве одного из маркеров для ранней диагностики 
этого заболевания. Косвенно такая возможность под-
тверждается повышенной частотой возникновения 
глаукомы, сопровождающейся увеличением внутри-
глазного давления, у пациентов с БП по сравнению 
с возрастным контролем [7]. 

В настоящее время невозможно понять, характер-
но ли повышение ВГД, обнаруженное в мышиных мо-
делях БП, для больных, поскольку этот показатель 
у больных оценивали только на продвинутой кли-
нической стадии после длительного лечения агони-
стами дофамина [26]. При этом у больных, в отличие 
от мышей, ВГД было понижено. Окончательный от-
вет на вопрос об изменении ВГД у больных при БП 
и о направлении изменений можно получить только 
при оценке этого показателя у нелеченых больных 
на ранней клинической стадии БП.

Изменения метаболизма моноаминов в тканях века
Обнаруженное нами существенное повышение содер-
жания серотонина в веке подтверждает предположе-
ние о его важной роли в развитии нейровоспаления 
при БП [27, 28]. Существуют два возможных объясне-
ния такого повышения. Во-первых, синтез серотонина, 
источником которого в веке являются тучные клетки 
[29], может усиливаться под влиянием «субстанции 
Р» – фактора нейровоспаления, содержание которого 
в центральной нервной системе повышается при БП 
[30, 31]. Во-вторых, повышение уровня серотонина 
в веке может быть обусловлено нарушением его ме-
таболизма, например, в результате снижения актив-
ности N-ацетилтрансферазы – скоростьлимитирую-
щего фермента превращения серотонина в мелатонин. 
Действительно, понижение активности этого фермента 
рассматривается как фактор риска развития БП [32]. 

Серотонин участвует в регуляции микроцирку-
ляции слезной жидкости и секреторной активности 
слезных желез, локализованных в конъюнктиве века 
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[33–36]. В связи с этим выявленное нами значитель-
ное повышение содержания серотонина в веке мы-
шей может приводить к изменению состава слезы 
и к патологическим нарушениям ее микроциркуля-
ции [36] вплоть до возникновения симптома «сухого 
глаза», характерного для БП [37, 38]. Исходя из это-
го, при разработке доклинической диагностики БП 
особое внимание необходимо уделить оценке состава 
слезной жидкости. Пока имеются только сведения 
об увеличении содержания TNF-α в слезе пациентов 
с БП [39]. Учитывая, с одной стороны, важную роль 
серотонина в регуляции состава слезной жидкости, 
а с другой, существенное (многократное) различие 
в повышении уровня серотонина в веке мышей, моде-
лирующих доклинические и клинические стадии БП, 
можно предположить, что состав слезной жидкости 
на доклинической и клинической стадиях у больных 
будет существенно различаться. Если это предпо-

ложение подтвердится на моделях доклинической 
и клинической стадий БП, то особенности состава 
слезной жидкости на доклинической стадии могут 
рассматриваться как потенциальные диагностиче-
ские маркеры ранней стадии БП. 

Таким образом, в результате нейротоксического 
моделирования доклинической и клинической ста-
дий БП у мышей выявлено изменение метаболизма 
моноаминов в глазу и веке, что сопровождается из-
менением функционирования этих структур и может 
использоваться в качестве диагностических марке-
ров БП на ранней стадии развития – до появления 
нарушений двигательной функции. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
программы Президиума РАН № 41 ФИМТ  
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