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Дефицит витамина D3 рассматривают в качестве фактора риска при развитии нейродегенеративных
заболеваний, сопровождающихся повышенным образованием апоптотических субстратов. В ткани
мозга млекопитающих первичным сенсором апоптотических субстратов являются астроглиальные
клетки, обладающие фагоцитарной активностью. В настоящей работе был изучен вопрос о влиянии
витамина D3 в составе коммерческих препаратов “ДЕТРИМЕД D3” и “Витамин D3 2000МЕ” на фаго-
цитарную активность астроцитов мозга крысы в первичной культуре. Впервые установлено, что вита-
мин D3 является мощным природным ингибитором фагоцитарной активности астроцитов. Предвари-
тельная инкубация астроцитов с 10 мкМ витамина D3 приводила к снижению фагоцитарной активно-
сти астроцитов (в 1.9 и 3.5 раза по отношению к контролю, при использовании препаратов
“ДЕТРИМЕД D3” и “Витамин D3 2000МЕ” соответственно). Этот эффект сопровождался достовер-
ным истощением активного расщепляющего компартмента астроцитов, к которому относятся компо-
ненты эндо-лизосомальной системы (на 31% по сравнению с контролем). Результаты проведенного ис-
следования могут быть использованы в клинической практике для корректировки существующих
стратегий лечения c применением витамина D3 у пациентов, страдающих нейродегенеративными за-
болеваниями, сопровождающимися накоплением апоптотических субстратов.
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Витамин D3 (холекальциферол) является плейо-
тропным гормоноподобным соединением, ответ-
ственным за регуляцию гомеостаза ионов кальция
в организме. Кроме этого, витамин D3 вовлечен в
процессы дифференцировки различных типов кле-
ток, обладает иммуномодулирующей активностью,
а также способностью ингибировать пролифера-
цию различных типов нормальных и раковых кле-
ток [1].

Доставка витамина D3 клеткам различных тка-
ней осуществляется с помощью витамин-D связы-
вающего белка (DBP), который синтезируется в
печени и секретируется в кровоток [2]. DBP также
выявляется в цереброспинальной жидкости, но в
меньших концентрациях по сравнению с плазмой
крови [3]. DBP структурно сходен с альбумином,
который, как полагают, также способен участво-
вать в связывании витамина D3 [1]. Незначитель-
ное количество витамина D3, не связанного с DBP,
поступает в клетки путем диффузии [1], однако ос-
новная доля комплекса витамин D3-DBP достав-
ляется путем эндоцитоза, опосредованного белка-
ми кавеолином и мегалином (caveolin-, megalin-

mediated endocytosis) [4]. После диссоциации ком-
плекса витамин D3-DBP, DBP расщепляется, а хо-
лекальциферол гидроксилируется до его биологи-
чески активного метаболита 1α,25(OH)2D3 с помо-
щью белка CYP27B1, принадлежащего семейству
цитохромов P450 [1].

Два типа высокоаффинных рецепторов витами-
на D (VDR, vitamin D-receptor), а именно ядерный
(nVDR) и мембранный (mVDR) опосредуют геном-
ный и внегеномный ответ клетки соответственно.
При этом nVDR является ядерным лиганд-зави-
симым фактором транскрипции, который в ком-
плексе с активной формой витамина D3
(1α,25(OH)2D3) регулирует экспрессию более чем
900 генов, в то время как mVDR обеспечивает
быстрый ответ клетки за счет запуска различных
каскадов клеточной сигнализации [1]. Полагают,
что в большинстве случаев ответ клетки на воздей-
ствие витамина D3 представляет собой сочетанный
эффект активации ядерного и мембранного рецеп-
торов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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В современной литературе широко обсуждается
роль витамина D3 в ЦНС. Рецепторы витамина D3
обнаружены в нейрональных и глиальных клетках
мозга млекопитающих в эмбриональный, ранний и
поздний постнатальный периоды. При этом обна-
руживается сходство в распределении VDR у экс-
периментальных животных и человека [5]. VDR де-
тектируются в гиппокампе, коре головного мозга и
лимбической системе человека и животных, а так-
же ольфакторном, зрительном и слуховом центрах
мозга [5], что свидетельствует о значимости вита-
мина D3 для реализации процессов обучения и па-
мяти, а также для осуществления сенсорных функ-
ций.

Недавние исследования показали, что мембран-
ный и ядерный рецепторы витамина D3, а также
CYP27B1-белок, ответственный за конверсию ви-
тамина D3 в его биологически активную форму,
экспрессируются в астроцитах мозга [6]. Астроци-
ты являются наиболее многочисленными клет-
ками нейроглии, количество которых достигает
40% от общей популяции клеток головного мозга
[7]. Астроциты отвечают за реализацию многооб-
разных функций в ЦНС. Так, они создают специ-
фическое микроокружение для нейронов, обеспе-
чивая условия для генерации и передачи нервных
импульсов, участвуют в формировании гематоэн-
цефалического барьера, осуществляют опорную,
трофическую и секреторную функции. Кроме это-
го, астроциты являются непрофессиональными
фагоцитами мозга. К числу последних, согласно
общепринятой терминологии [8], относятся клет-
ки негематопоэтического происхождения. Это от-
личает астроциты от микроглиальных клеток моз-
га, имеющих гематопоэтическое происхождение и
относящихся к профессиональным фагоцитам. За
счет фагоцитарной активности астроцитов проис-
ходит ликвидация синапсов в развивающемся и
зрелом мозге [9]. Кроме этого, астроциты прини-
мают участие в удалении апоптотических субстра-
тов, возникающих в ходе старения, а также при
различных патологических состояний ЦНС. Свое-
временное и полное удаление апоптотических суб-
стратов необходимо для поддержания тканевого
гомеостаза, а также для того, чтобы исключить воз-
никновение аутоиммунных реакций в ответ на
внутриклеточные антигены, высвобождающиеся
из поврежденных и/или апоптотических клеток
[10]. Фагоцитарная активность астроцитов опосре-
дуется двумя рецепторными белками плазматиче-
ской мембраны: MEGF10 (Multiple EGF-Like Do-
mains 10) и рецепторной тирозинкиназой MERTK
(Mer proto-oncogene Tyrosine Kinase) [11], послед-
ней отводится ключевaя роль в удалении миелино-
вых обломков, образующихся в ходе естественных
процессов обновления миелина [12]. Нарушение
процесса удаления/расщепления миелина наблю-
дается при состоянии острой демиелинизации, ха-
рактерной для рассеянного склероза [13].

Ряд авторов полагают, что применение высоких
доз витамина D3 способствует замедлению разви-
тия рассеянного склероза, а также других нейроде-
генеративных заболеваний (болезни Альцгеймера
и Паркинсона), сопровождающихся возникнове-
нием апоптотических субстратов в ЦНС [6, 14]. Од-
нако накопленные экспериментальные данные не
позволяют установить четкую корреляцию между
уровнем витамина D3 и развитием/течением ней-
родегенеративного состояния. Более того, в неко-
торых случаях показано, что достаточное количе-
ство витамина D3 отягощает течение патологиче-
ского процесса [14].

Учитывая вышеизложенное, а также принимая
во внимание важную роль астроцитов в поддержа-
нии тканевого гомеостаза в ЦНС, цель настоящей
работы составило выяснение вопроса о возможной
роли витамина D3 в процессе удаления апоптоти-
ческих субстратов астроглиальными клетками моз-
га. Задачами настоящего исследования явилось
изучение влияния различных коммерческих пре-
паратов витамина D3 на эффективность фагоцито-
за апоптотических субстратов астроцитами мозга
крысы в первичной культуре.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Первичная культура астроглии

Астроциты выделяли из мозга новорожденных
крыс по методу [15]. Клетки культивировали в сре-
де DMEM (Биолот, Россия), содержащей 10%
инактивированной фетальной сыворотки теленка
(Биолот, Россия) и антибиотики (пенициллин G
50 Ед/мл и стрептомицин 50 мкг/мл, Биолот Рос-
сия). Культивирование производили в чашках Пет-
ри (Ø3.5 cм, Orange scientific) или в 24-луночных
планшетах (Orange scientific) в течение 7–9 дней
при 37°С и 5% CO2 до достижения 75%-ной кон-
флюентности. О жизнеспособности клеток судили
по окрашиванию Trypan Blue (Биолот, Россия),
способному проникать через поврежденные кле-
точные мембраны.

Субстраты фагоцитоза

В качестве апоптотического субстрата фагоци-
тоза использовали фракцию наружных сегментов
палочек (НСП) сетчатки крысы, которую выделя-
ли по модифицированному методу [16]. Конъюга-
цию препаратов НСП с флуоресцеин-изотиоциа-
натом (FITC, Merck, Германия) осуществляли, как
нами было описано ранее [17]. Клетки промывали
фосфатно-солевым раствором, рН 7.4 (PBS), после
чего инкубировали в среде DMEM, содержащей
2% инактивированной фетальной сыворотки те-
ленка, и добавляли субстраты фагоцитоза в соотно-
шении 1: 10 (клетка/субстрат фагоцитоза; подсчет
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клеток и фрагментов НСП проводили с использо-
ванием камеры Фукса–Розенталя).

В предварительных исследованиях нашей лабо-
ратории был детально изучен процесс фагоцитоза
апоптотических субстратов различного типа астро-
цитами мозга крысы в первичной культуре и иссле-
дованы кинетические характеристики этого про-
цесса [18]. При этом нами было установлено, что в
качестве субстрата апоптотического типа может
быть использована изолированная фракция НСП
крыс. Действительно, в процессе фагоцитоза НСП
распознаются и поглощаются астроцитами мозга с
кинетическими параметрами, которые сопостави-
мы с таковыми, характерными для захвата и погло-
щения апоптотических нейронов. Поэтому в на-
стоящей работе в качестве субстрата фагоцитоза
мы использовали изолированную фракцию НСП, а
стандартное время инкубации астроцитов мозга с
апоптотическим субстратом составило 3 ч.

Обработка клеток коммерческими препаратами 
витамина D3

Использовали 2 типа коммерческих препаратов:
капли “ДЕТРИМЕД D3” (водный раствор; ООО
“Медикал горизон”, Армения) и капсулы “Вита-
мин D3 2000МЕ” (масляный раствор в капсулах;
Gross Hertz; ООО “Миролла”, Россия). Диапазон
тестируемых концентраций витамина D3 состав-
лял от 0.1 до 100 мкМ; время предынкубации с пре-
паратами составляло 1 и 24 ч. После инкубации
клеток с указанными препаратами в культураль-
ную среду, содержащую витамин D3, добавляли
конъюгат FITC-НСП и инкубировали клетки в те-
чение 3 ч. По окончании инкубации производили
оценку фагоцитарной и лизосомальной активно-
сти астроцитов (см. ниже).

Анализ фагоцитарной активности астроцитов 
мозга

После окончания инкубации с НСП излишки
субстрата отмывали охлажденным PBS и проводи-
ли фиксацию клеток в течение 3–5 мин в 4%-ном
параформальдегиде, приготовленном на PBS. По-
сле промывки препаратов раствором PBS проводи-
ли окраску ядер 0.001%-ным раствором Hoechst
33258/PBS (Serva, Германия). Результаты опытов
оценивали с помощью флуоресцентного микро-
скопа Zeiss Imager.A1, Axio (Германия), оснащен-
ного цифровой камерой AxioCamMRc (Zeiss, Гер-
мания). При оценке фагоцитарной активности
клетки фотографировали и оценивали 2 параметра:
1) общее количество субстрата, взаимодействую-
щего с клетками (субстрат, связанный фагоци-
том + субстрат, поглощенный фагоцитом), 2) суб-
страт, поглощенный фагоцитом (далее в тексте мы
будем использовать эти обозначения как параметр 1
и параметр 2). В случае параметра 1 мы производи-

ли подсчет площади, занимаемой субстратом фаго-
цитоза (зеленое окрашивание), и относили его к
числу ядер клеток (синее окрашивание). В случае
параметра 2 оценивали количество клеток, содер-
жащих флуоресцентный субстрат в перинуклеар-
ной области (субстрат, поглощенный фагоцитом)
в % к общему числу клеток в препарате. Для коли-
чественного анализа для каждой точки в экспери-
менте использовали 2 параллельных стекла. На
каждом стекле проводили фотофиксацию 15 слу-
чайно выбранных полей, содержащих суммарно до
1500 клеток. Всего было проведено 3–5 независи-
мых экспериментов. Необходимые расчеты прово-
дили с использованием программного обеспече-
ния ImageJ (NIH, США).

Оценка активного расщепляющего компартмента 
астроцитов мозга

Оценку активного расщепляющего компарт-
мента астроцитов мозга проводили по методу [19] с
модификациями. При этом использовали метод
флуоресцентной микроскопии, а также проводили
количественную оценку методом флуоресцентной
фотометрии. По окончании инкубации клеток с
апоптотическими субстратами производили про-
мывку раствором PBS, далее добавляли 50 мкМ
лизосомотропного агента монодансилкадаверина
(D4008, Sigma-Aldrich), приготовленного на PBS,
pH 7.4, и инкубировали клетки в течение 10 мин
при 37о С. После инкубации клетки промывали
4 раза раствором PBS, после чего либо лизировали
клетки раствором 10 мМ Tris-HCl, pH 8.0, содержа-
щего 0.1% Triton X-100, либо анализировали на
флуоресцентном микроскопе и фотографировали с
помощью камеры (см. выше). О количестве внут-
риклеточного монодансилкадаверина (MDC) су-
дили по данным флуоресцентной фотометрии (при
длинах волн возбуждения и эмиссии 365 и 525 нм
соответственно), которую осуществляли с исполь-
зованием планшетного ридера CLARIOstar Plus
(BMG Labtech, Германия). Полученные величины
относили к содержанию ДНК. Для этого в каждую
пробу добавляли раствор бромистого этидия (EtBr,
конечная концентрация 0.2 мкМ) и считывали
флуоресценцию (длина волны возбуждения и
эмиссии 530 и 590 нм соответственно). Для количе-
ственного анализа для каждой точки в экспери-
менте использовали 4 параллельных пробы, содер-
жащих до 500 000 клеток каждая. Расчетная вели-
чина для каждой пробы представляла собой
соотношение MDC/EtBr. Всего было проведено
3 независимых эксперимента.

Статистическая обработка результатов

Во всех опытах статистическую обработку ре-
зультатов осуществляли на основании однофак-
торного дисперсионного анализа (ANOVA), при-
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меняя тест для множественных сравнений Бон-
феррони. Предварительно была проведена
проверка выборок на нормальность распределения
при помощи теста Шапиро–Уилка (GraphPad-
Prism (SanDiego, США)). Данные таблиц и гисто-
грамм представлены в виде среднего значения ±
ошибка среднего (M ± SEM).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Длительная инкубация с витамином D3 приводит 

к снижению фагоцитарной активности астроцитов 
мозга крысы в первичной культуре

В первой серии опытов мы оценили фагоци-
тарную активность астроцитов мозга в присут-
ствии коммерческих препаратов витамина D3:
“ДЕТРИМЕД D3” (водный раствор) и “Витамин
D3 2000МЕ” (масляный раствор). Поскольку в ли-
тературе полагают, что ответ клеток на воздействие
витамина D3 представляет собой сочетанный эф-
фект от активации ядерного и мембранного рецеп-
торов, в первой серии опытов время предваритель-
ной инкубации астроцитов с препаратами витами-
на D3 составило 24 ч, после чего к клеткам
добавляли субстрат фагоцитоза. Диапазон тестируе-
мых концентраций витамина D3 в коммерческих
препаратах варьировал в пределах от 0.1 до 100 мкМ.

Результаты опытов приведены на рис. 1. Из
данных рисунка следует, что в обоих случаях ин-
кубация астроцитов с витамином D3 приводила к
снижению числа клеток, содержащих флуорес-
центный субстрат в перинуклеарной области
(рис. 1a,b). Статистическая обработка данных по-
казала, что общее количество флуоресцентного
субстрата в клетках, прошедших предварительную
инкубацию с коммерческими препаратами вита-
мина D3 (параметр 1), не претерпевает достовер-
ных изменений по сравнению с контролем при
концентрации витамина D3 в препаратах от 0.1 до
100 мкМ (масляный раствор) и от 0.1 до 10 мкМ
(водный раствор) (табл. 1).

В то же время оценка числа астроцитов, содер-
жащих флуоресцентный субстрат в перинуклеар-

ной области, выявила достоверное снижение этого
параметра по сравнению с контролем при концен-
трациях витамина D3 от 0.1 до 100 мкМ в случае ис-
пользования препарата “Витамин D3 2000МЕ”
(масляный раствор) и от 1 до 10 мкМ в случае ис-
пользования препарата “ДЕТРИМЕД D3” (вод-
ный раствор) (рис. 1d, e). При этом эффект препа-
рата “ДЕТРИМЕД D3” был выражен несколько
сильнее, чем у препарата “Витамин D3 2000МЕ”.
Так, при концентрации 10 мкМ витамина D3 (вод-
ный раствор) количество клеток, содержащих флу-
оресцентный субстрат в перинуклеарной области,
снижалось в 3.5 раза по сравнению с контролем
(22.4 ± 2.1% (n = 50) контроль; 6.4 ± 0.8% (n = 56)
ДЕТРИМЕД D3), в то время как в случае масляно-
го раствора в 1.9 раза соответственно (19.9 ± 1.2%
(n = 80) контроль; 10.4 ± 1.0% (n = 76) “Витамин D3
2000МЕ”). Следует специально отметить, что при
оценке влияния препарата “Витамин D3 2000МЕ”
на фагоцитарную активность астроцитов в каче-
стве контроля мы использовали очищенное масло
подсолнечника, которое производитель препарата
указывает в качестве растворителя. Согласно на-
шим данным (рис. 1d), при инкубации астроцитов
с маслом подсолнечника наблюдалась тенденция к
снижению общего количества флуоресцентного
субстрата (параметр 1). В то же время производи-
тель препарата “ДЕТРИМЕД D3” не указывает со-
став соответствующего растворителя и/или эмуль-
гатора, поэтому в данном случае в контрольные
пробы добавляли эквивалентное количество рас-
твора PBS. В связи с вышесказанным, в последую-
щих опытах для оценки влияния витамина D3 на
фагоцитарную активность астроцитов мозга крысы
основное внимание уделялось препарату “Вита-
мин D3 2000МЕ”.

Кратковременная инкубация с витамином D3 
приводит к снижению фагоцитарной активности 

астроцитов мозга крысы в первичной культуре

В следующей серии опытов мы оценили влия-
ние кратковременной инкубации астроцитов мозга

Таблица 1. Общее количество апоптотического субстрата (связанный + поглощенный) в астроцитах мозга крысы
(параметр 1) при различном времени предварительной инкубации с препаратами “Витамин D3 2000МЕ” (масляный
раствор) и “ДЕТРИМЕД D3” (водный раствор)

* Различия достоверны при р <0.05.

Время инку-
бации (ч)

Контроль
(+ НСП) + НСП + витамин D3 (мкМ) (масляный раствор) + НСП + витамин D3 

(мкМ) (водный раствор)

24
145.3 ± 21.1

(n = 56)

0.1 мкМ 1 мкМ 10 мкМ 100 мкМ 1 мкМ 10 мкМ

123.9 ± 20.5
(n = 13)

168.9 ± 45.5
(n = 17)

173.6 ± 17.2
(n = 45)

211.1 ± 30.9
(n = 25)

189.2 ± 41.8
(n = 31)

187.4 ± 42.7
(n = 11)

1 153.6 ± 17.5
(n = 55) – 111.3 ± 17.5

(n = 19)
85.0 ± 19.3*

(n = 47)
122.6 ± 16.6

(n = 15) – –
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крысы с коммерческим препаратом “Витамин D3
2000МЕ” (масляный раствор) на фагоцитарную ак-
тивность клеток. Во всех опытах время инкубации
астроцитов с витамином D3 составляло 1 ч, после
чего к клеткам добавляли препараты НСП. Резуль-
таты, полученные в этой серии опытов, представ-
лены на рис. 1 и в табл. 1. Как следует из данных,
приведенных на рис. 1f, кратковременная инкуба-
ция с препаратом “Витамин D3 2000МЕ” также
вызывала достоверное снижение фагоцитарной ак-
тивности астроцитов при всех изученных концен-
трациях препарата. Наибольший эффект наблюда-

ли при концентрациях витамина D3 10 и 100 мкМ
по отношению к контролю (6.7 ± 0.6%, n = 99;
3.6 ± 0.6%, n = 30 и 15.4% ± 1.0%, n = 154 соответ-
ственно). Таким образом, выраженность ингиби-
рующего эффекта витамина D3 на фагоцитарную
активность астроцитов в результате предваритель-
ной 1- и 24-часовой инкубации клеток с препара-
том “Витамин D3 2000МЕ” примерно одинакова
(рис. 1d, e, f). Однако в отличие от предыдущей се-
рии опытов в данном случае мы наблюдали досто-
верное снижение общего количества флуоресцент-
ного субстрата в клетках, прошедших предвари-

Рис. 1. Фагоцитарная активность астроцитов мозга крысы в первичной культуре, прошедших предварительную инкуба-
цию с коммерческими препаратами витамина D3. (а, а') – контрольные препараты астроцитов мозга после инкубации с
конъюгатом НСП-FITC. (a') получен с помощью наслоения на панель (а) снимка клеток в проходящем свете для визуа-
лизации их контура. (b, b') – препараты астроцитов мозга крысы, подвергнутых предварительной инкубации с препаратом
“Витамин D3 2000МЕ” (масляный раствор) и далее проинкубированных с конъюгатом НСП-FITC. (b') получен с помо-
щью наслоения на панель (b) снимка клеток в проходящем свете для визуализации их контура. (c, с') – препараты астро-
цитов мозга крысы, подвергнутых предварительной инкубации с препаратом “ДЕТРИМЕД D3” (водный раствор) и далее
проинкубированных с конъюгатом НСП-FITC. (с') получен с помощью наслоения на панель (с) снимка клеток в прохо-
дящем свете для визуализации их контура. (d, e, f) – количественная оценка фагоцитарной активности астроцитов мозга
крысы (параметр 2), прошедших предварительную инкубацию с препаратами “Витамин D3 2000МЕ” (масляный раствор) (d)
и “ДЕТРИМЕД D3” (водный раствор) (e) в течение 24 ч и с препаратом “Витамин D3 2000МЕ” (масляный раствор) в те-
чение 1 ч (f). ** – различия достоверны при р < 0.001; * – различия достоверны при р < 0.05. Стрелками отмечены конъ-
югаты НСП-FITC в перинуклеарной области астроцитов, звездочками отмечены конъюгаты НСП-FITC на периферии
клеток. По вертикальной оси (d, е, f) отложена фагоцитарная активность клеток (параметр 2 (%)). По горизонтальной оси
отложена концентрация холекальциферола (мкМ) в коммерческих препаратах обоих типов.
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СОКОЛОВА и др.

тельную инкубацию с препаратом “Витамин D3
2000МЕ” при концентрации 10 мкМ, и тенденцию
к снижению при концентрациях 1 и 100 мкМ (пара-
метр 1) (табл. 1). Эти данные могут свидетельство-
вать в пользу того, что кратковременная инкубация
с витамином D3 влияет на процесс распознавания
и/или связывания апоптотического субстрата аст-
роглиальными клетками мозга.

Фагоцитарная активность астроцитов 
сопровождается истощением активного 
расщепляющего компартмента клеток

В результате процесса фагоцитоза субстрат, по-
глощенный клеткой-фагоцитом, подвергается рас-
щеплению с участием лизосомальных протеаз. В
большинстве случаев в ответ на поступление суб-
страта количество лизосом в фагоцитарной клетке
пропорционально возрастает, что обеспечивает
эффективную деградацию поглощенного субстра-
та кислыми гидролазами [20–22]. Однако извест-
но, что для астроцитов мозга характерна низкая
способность к расщеплению поглощенного суб-
страта [23]. В связи с этим в следующей серии опы-
тов представляло интерес изучить вопрос об отно-
сительном количестве/динамике лизосом в астро-

цитах, реализующих фагоцитоз апоптотических

субстратов в присутствии и/или в отсутствие вита-

мина D3.

В этих целях мы использовали лизосомотроп-

ный агент монодансилкадаверин (MDC). MDC

применяют для оценки так называемого активного

расщепляющего компартмента (active degradative

compartment) в клетках различных типов [19]. Как

правило, при добавлении к живым клеткам MDC

распределяется в перинуклеарной области, в соот-

ветствии с внутриклеточной локализацией лизо-

сом [23]. На рис. 2 приведены результаты типично-

го опыта по распределению MDC в контрольных

препаратах астроцитов мозга и после добавления

субстратов фагоцитоза. Как следует из данных ри-

сунка, действительно, в контрольных препаратах

лизосомотропный агент MDC распределен в пери-

нуклеарной области астроцитов [23]. При этом об-

ращает на себя внимание одинаковый размер ча-

стиц, окрашенных MDC. Однако в результате ин-

кубации с препаратами НСП распределение и

размеры этих частиц меняются. Наблюдается сдвиг

частиц к периферии клетки, а размеры флуорес-

центных частиц перестают быть однородными.

Последнее может свидетельствовать о процессе

слияния лизосом с первичной фагосомой, содер-

жащей захваченный субстрат. Кроме этого, в ре-

зультате инкубации с НСП, в астроцитах мозга вы-

является тенденция к снижению общего количе-

ства частиц, окрашенных MDC.

Инкубация с витамином D3 препятствует 
истощению активного расщепляющего 

компартмента астроцитов

Для того, чтобы провести количественную

оценку наблюдаемого феномена и выявить влия-

ние витамина D3, в следующей серии опытов мы

применили метод флуоресцентной фотометрии.

Полученные результаты сведены в рис. 3. Из дан-

ных рисунка следует, что в результате фагоцитоза

НСП количество лизосом в астроцитах мозга до-

стоверно снижается (на 31% по сравнению с кон-

тролем). В то же время в клетках, прошедших пред-

варительную инкубацию с витамином D3 (препа-

рат “Витамин D3 2000МЕ” (масляный раствор),

количество расщепляющего компартмента не от-

личается от такового, характерного для контроля.

Полученные в этой серии опытов результаты со-

гласуются с данными предыдущих разделов работы

о способности витамина D3 блокировать доставку

апоптотического субстрата во внутриклеточный

компартмент астроцита. Снижение количества

субстрата, предназначенного для расщепления в

цитоплазме астроцитов, препятствует истощению

активного расщепляющего компартмента клеток.

Рис. 2. Распределение монодансилкадаверина (MDC) в
контрольных препаратах астроцитов мозга крысы в
первичной культуре и после инкубации с апоптотиче-
ским субстратом. (a, a') – контрольные препараты аст-
роцитов мозга крысы. (a') получен с помощью наслое-
ния на панель (а) снимка клеток в проходящем свете
для визуализации их контура. (b, b') – контрольные
препараты астроцитов мозга после инкубации с конъ-
югатом НСП-FITC. (b') получен с помощью наслое-
ния на панель (b) снимка клеток в проходящем свете
для визуализации их контура. Стрелками отмечено
распределение MDC на периферии клеток. N – ядро
клетки.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

К настоящему времени накоплены многочис-
ленные экспериментальные данные, свидетель-
ствующие о важности витамина D3 для развития и
нормального функционирования ЦНС. Однако
вопрос о роли витамина D3 при различных нейро-
дегенеративных состояниях ЦНС остается откры-
тым. В настоящем исследовании нами было впер-
вые изучено влияние препаратов витамина D3 на
процесс удаления апоптотических субстратов аст-
роцитами мозга крысы в первичной культуре. На-
ми были протестированы коммерческие препара-
ты витамина D3 “ДЕТРИМЕД D3” (водный рас-
твор) и “Витамин D3 2000МЕ” (масляный раствор)
и установлено, что в условиях in vitro эти препараты
являются мощными ингибиторами фагоцитарной
активности астроцитов мозга крысы в отношении
апоптотических субстратов.

Инкубация с витамином D3 в составе препара-
тов “ДЕТРИМЕД D3” и “Витамин D3 2000МЕ”
приводила к резкому снижению поглощения апо-
птотического субстрата астроцитами мозга, что
выражалось в уменьшении количества фрагментов
НСП в перинуклеарной области астроцитов. Обра-
щает на себя внимание тот факт, что этот эффект
проявлялся как в результате короткой (1 ч) инкуба-
ции с витамином D3, так и при длительной инкуба-
ции (24 ч). Однако выраженность ингибирующего
эффекта была выше при использовании короткой
инкубации, что свидетельствует в пользу вовлече-
ния мембранного рецептора витамина D3 в реали-
зацию ответа астроцита на воздействие экзогенно-
го холекальциферола. В этом плане наши результа-
ты согласуются с данными литературы о том, что
воздействие витамина D3 на астроциты мозга не
приводит к изменению мРНК или экспрессии бел-
ка MERTK – основного рецептора, ответственного
за поглощение апоптотических субстратов и мие-
линовых обломков клетками астроглии [24]. Это
составляет принципиальное отличие непрофесси-
ональных фагоцитов астроцитов от микроглии –
клеток гематопоэтического происхождения, явля-
ющихся профессиональными фагоцитами мозга
[8]. В последних инкубация с витамином D3 также
приводит к снижению фагоцитарной активности,
но за счет активации ядерного рецептора, приводя-
щего к снижению экспрессии MERTK [24].

Совокупность полученных нами результатов, а
также данных литературы позволяет полагать, что в
ответ на воздействие витамина D3 в ткани мозга
происходит снижение фагоцитарной активности
обоих типов фагоцитарных клеток. При этом по
времени ответа реакция астроцитов предшествует
таковой, характерной для микроглии, поскольку
не предполагает изменения экспрессии основного
рецепторного белка MERTK. Таким образом, в от-
ношении фагоцитарного ответа, реакция астроци-
тов на соответствующие стимулы опережает реак-

цию микроглии. Действительно, в случае фагоци-
тоза миелиновых обломков показано, что именно
астроциты являются первичными сенсорами, за-
пускающими процесс фагоцитоза, после чего про-
исходит вторичная мобилизация микроглиальных
клеток и инфильтрация макрофагов и Т-клеток в
места локального повреждения миелиновой обо-
лочки [25, 26].

Несмотря на быструю мобилизацию астроцитов
в ответ на появление апоптотических субстратов,
способность этих клеток поддерживать фагоцитар-
ную активность, по-видимому, является ограни-
ченной во времени, что обусловливает последую-
щее вовлечение профессиональных фагоцитов в
реализацию фагоцитарной функции. Так, недавно
показано, что астроциты проявляют относительно
слабую лизосомальную активность [23], в связи с
чем поглощенный субстрат накапливается в цито-
плазме, но не подвергается полной деградации. В
то же время для профессиональных фагоцитов
мозга микроглиальных клеток характерна высокая
лизосомальная активность [23].

Согласно нашим результатам, фагоцитоз апо-
птотических субстратов действительно сопровож-
дается истощением так называемого активного
расщепляющего компартмента астроцитов, к кото-
рому относят компоненты эндо-лизосомальной
системы, распознающиеся лизосомотропным
агентом MDC. Действительно, в процессе фагоци-
тоза фрагментов НСП астроцитами мозга мы на-
блюдали достоверное уменьшение интенсивности
флуоресцентного сигнала MDC на 31% по сравне-

Рис. 3. Соотношение MДК/БЭ в астроцитах мозга кры-
сы после инкубации с апоптотическим субстратом в
присутствии и в отсутствие витамина D3 (препараты
“Витамин D3 2000МЕ” (масляный раствор) и “ДЕТ-
РИМЕД D3” (водный раствор). 1 – контроль, 2 – НСП,
3 – НСП + витамин D3 1 мкМ (масляный раствор), 4 –
НСП + витамин D3 10 мкМ (масляный раствор), 5 –
НСП + витамин D3 10 мкМ (водный раствор). Время
инкубации астроцитов мозга с препаратами витами-
на D составляло 1 ч; *** – различия достоверны при
р < 0.001.
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нию с контролем. Истощение расщепляющего
компартмента не выявлялось в препаратах астро-
цитов, прошедших предварительную инкубацию с
витамином D3 (10 мкМ). Этот результат полностью
согласуется с нашими данными о способности хо-
лекальциферола блокировать поглощение апопто-
тических субстратов астроглиальными клетками
мозга крысы.

Молекулярный механизм, посредством которо-
го витамин D3 приводит к снижению поглощения
апоптотического субстрата астроцитами мозга,
требует дополнительного исследования. В настоя-
щий момент наибольший интерес представляют
данные о способности витамина D3 ингибировать
протеинкиназу mTOR [27, 28], играющую важную
роль в регуляции процессов роста и пролиферации
клеток, а также аутофагии. Ингибирование mTOR
приводит к активации аутофагии – лизосом-зави-
симого процесса расщепления разнообразных
компонентов клетки. При этом установлено, что в
непрофессиональных фагоцитах, таких как клетки
пигментного эпителия глаза, клетки гранулозы
фолликулов, клетки Сертоли семенников, актива-
ция аутофагии приводит к резкому снижению фа-
гоцитарной активности за счет конкуренции обоих
процессов за расщепляющий компартмент [29–
31]. В связи с вышесказанным нельзя исключить,
что снижение фагоцитарной активности астроци-
тов, прошедших предварительную инкубацию с
витамином D3, может быть обусловлена активаци-
ей аутофагии. В пользу этой гипотезы свидетель-
ствует и истощение активного расщепляющего
компартмента, которое выявляется в клетках раз-
личных типов в течение нескольких часов, после-
дующих за активацией аутофагии [32].

Таким образом, результаты, полученные в на-
стоящей работе, позволяют заключить, что в усло-
виях in vitro оба коммерческих препарата витами-
на D3, а именно, “ДЕТРИМЕД D3” и “Витамин D3
2000МЕ”, оказывают мощный ингибиторный эф-
фект на фагоцитарную активность астроцитов,
препятствуя поглощению апоптотических субстра-
тов этими клетками. Однако степень выраженно-
сти эффекта была выше у водного препарата вита-
мина D3. Последнее, по-видимому, обусловлено
присутствием эмульгатора, за счет которого вита-
мин D3 встроен в липофильные мицеллы, взаимо-
действующие с мембраной клеток и обеспечиваю-
щие эффективную внутриклеточную доставку хо-
лекальциферола. Что касается масляного раствора,
то в данном случае можно полагать, что в доставке
витамина D3 астроцитам мозга крысы принимает
участие DBP и/или альбумин. Действительно, в на-
шей экспериментальной системе in vitro, DBP и
альбумин присутствуют в фетальной сыворотке те-
ленка, входящей в состав среды культивации аст-
роцитов.

Оба исследованных коммерческих препарата
применяются в клинической практике для ком-
пенсации дефицита витамина D3, который, как
полагают, является фактором риска для развития
нейродегенеративных заболеваний [33]. Действи-
тельно, в клинических исследованиях установле-
но, что патологические состояния ЦНС, такие как
рассеянный склероз, болезни Альцгеймера и Пар-
кинсона, сопровождаются относительным дефи-
цитом витамина D3. Однако добавление препара-
тов витамина D3 в рацион пациентов, страдающих
болезнями Альцгеймера и Паркинсона, не оказы-
вает нейропротекторного действия [34]. Более то-
го, в некоторых случаях применение витамина D3
отягощает течение патологического процесса [14].
В этом плане данные, полученные в настоящей ра-
боте, могут пролить свет на механизм неблагопри-
ятного воздействия холекальциферола на течение
нейродегенеративных заболеваний, сопровождаю-
щихся избыточным образованием апоптотических
субстратов. Действительно, ингибирование про-
цесса поглощения апоптотических субстратов и
обломков миелина астроцитами не только препят-
ствует поддержанию тканевого гомеостаза, но так-
же может блокировать мобилизацию микроглиаль-
ных клеток, происходящую в ответ на запуск фаго-
цитоза в первичных сенсорах апоптотических
субстратов – астроглиальных клетках мозга.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полное и своевременное удаление апоптотиче-
ских субстратов является необходимым условием
для поддержания гомеостаза во всех тканях орга-
низма. В ткани мозга млекопитающих первичным
сенсором апоптотических субстратов являются
астроглиальные клетки мозга. Выяснение вопро-
сов о способах регуляции фагоцитарной активно-
сти астроцитов может способствовать выработке
новых стратегий для лечения нейродегенератив-
ных заболеваний, сопровождающихся появлением
субстратов апоптотического типа.
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VITAMIN D3 INHIBITS PHAGOCYTIC ACTIVITY 
OF RAT BRAIN ASTROCYTES IN PRIMARY CULTURE

T. V. Sokolovaa,#, M. P. Rychkovaa, N. E. Basovaa, and M. G. Yefimovaa,##

a Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
#e-mail: sokolt1956@mail.ru

##e-mail yefimova3@gmail.com

Vitamin D deficiency is considered as a risk factor for neurodegenerative diseases associated with the accumula-
tion of apoptotic substrates. Astroglial cells endowed with phagocytic activity are primary sensors of apoptotic
substrates in the mammalian brain. In this work, we explored the effect of vitamin D3 in the form of commercial
drugs (trade marks Витамин D3 2000МЕ and ДЕТРИМЕД D3) on phagocytic activity of primary rat brain as-
trocytes. We showed for the first time that vitamin D3 is a powerful natural inhibitor of the phagocytic activity of
astrocytes. Pre-incubation of astrocytes with 10 μm vitamin D3 led to a decrease in the phagocytic activity of as-
trocytes (by 1.9 and 3.5 times vs. control for ДЕТРИМЕД D3 and Витамин D3 2000МЕ, respectively). This
effect was accompanied by a significant depletion of the endo-lysosomal compartment (by 31% compared vs.
control). The data obtained may find use in clinical practice to develop vitamin D3-corrected treatment strate-
gies of patients with neurodegenerative disorders associated with the accumulation of apoptotic substrates.

Keywords: astrocytes, phagocytosis, vitamin D3
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