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Резюме
 Цель исследования. Провести анализ энергетической роли глутамата в тимоцитах и тканях тимуса на разных 
этапах его возрастной инволюции.
Материалы и методы. Исследования проведены на белых крысах-самцах. Состояние энергетического обме-
на определяли по скорости потребления кислорода тканями тимуса и тимоцитами с использованием полярогра-
фического метода.
Результаты. Установлено, что в тканях тимуса 4-, 5- и 6-месячных крыс скорость потребления кислорода 
постоянна и значимо не изменяется в ответ на введение глутамата. Тимоциты — иммунокомпетентные клетки 
тимуса  животных 3- и 8-месячного возраста, несмотря на сходные уровни потребления кислорода на эндоген-
ных субстратах, по-разному реагируют на действие глутамата. В тимоцитах 3-месячных животных действие глу-
тамата оказывает более выраженный стимулирующий эффект на биоэнергетические процессы по сравнению с 
8-месячными. Есть основание полагать, что снижение эффективности действия глутамата по мере взросления 
животных обусловлено процессами возрастной инволюции тимуса.
Заключение. Глутамат стимулирует аэробное дыхание в тимоцитах 3- и 8-месячных животных, при этом вели-
чина стимулирующего эффекта в тимоцитах более молодых животных выше. Одновременно с этим глутамат не 
вызывает значимых изменений скорости потребления кислорода в тканях тимуса 4-, 5- и 6-месячных животных.
Ключевые слова: тимус, тканевое дыхание, тимоциты, глутамат, амитал, инволюция тимуса, кисло-
род, полярографический метод 
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Abstract
Objective. To analyze the energetic role of glutamate in thymocytes and tissues of the thymus at diff erent stages of its 
age-related involution.
Materials and methods. The studies were performed on white male rats. The state of energy metabolism was 
determined by the rate of oxygen consumption by thymus tissues and thymocytes using a polarographic method.
Results. It was found that in the thymus tissues of 4, 5 and 6-month-old rats the rate of oxygen consumption is constant 
and does not signifi cantly change in response to glutamate administration. Thymocytes - the immunocompetent thymus 
cells of 3- and 8-month-old animals, despite similar levels of oxygen consumption on endogenous substrates, respond 
diff erently to glutamate action. In thymocytes of 3-month-old animals, the action of glutamate has a more pronounced 
stimulating eff ect on bioenergetic processes compared to 8-month-old animals. There is a reason to believe that the 
decrease in the effi  ciency of glutamate action as the animals grow older is caused by the processes of age-related 
involution of the thymus
Conclusion. Glutamate stimulates aerobic respiration in the thymocytes of 3- and 8-month-old animals, with a greater 
stimulating eff ect in the thymocytes of younger animals. At the same time, glutamate does not cause signifi cant changes 
in the rate of oxygen consumption in the thymus tissues of 4-, 5-, and 6-month-old animals.
Key words: thymus, tissue respiration, thymocytes, glutamate, amytal, thymus involution, oxygen, polarographic 
method
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Введение
Глутамат (соль глутаминовой кислоты) — из-

вестный усилитель вкуса, способный вызывать 
посредством активации вкусовых рецепторов и 
системы вторичных посредников, в первую оче-
редь Са2+, ощущение вкуса «умами», признанно-
го на сегодняшний день пятым вкусовым ощуще-
нием [1]. В связи с этим уже не одно десятилетие 
продолжается использование соли глутаминовой 
кислоты в качестве пищевой добавки и столько 
же — дискуссия о безопасности этого соедине-
ния [2]. Основное беспокойство вызывала воз-
можность повышения уровня глутамата в тканях 
мозга и нарушение функциональной активности 
нейронов вследствие того, что глутаминовая кис-
лота является одним из основных возбуждающих 
нейротрансмиттеров в центральной нервной 
системе. Однако недавние исследования сви-
детельствуют о незначительном и непродолжи-
тельном по времени росте концентрации в крови 
уровня глутаминовой кислоты в ответ на повы-
шенное ее поступление с пищей и, как результат, 
низкой вероятности токсического действия на 
ткани мозга [3–6].

С другой стороны, глутаминовая кислота 
является одной из наиболее распространенных 
аминокислот в организме человека и вместе с 
аланином они составляют более 60 % от их об-
щего количества [7, 8]. Помимо синтеза белка 
глутаминовая кислота участвует во многих дру-
гих метаболических процессах во всех органах и 
тканях: связывает метаболизм белков и углево-
дов через цикл трикарбоновых кислот, участвует 
в синтезе нуклеотидов, метаболизме аммиака, 
служит донором азота для процессов синтеза за-
менимых аминокислот и т. д. Кроме этого, надо 
отметить важную роль глутаминовой кислоты в 
энергетическом обмене некоторых тканей. Окис-
ляясь в цикле Кребса, продукт окислительного 
дезаминирования глутамата участвует в синтезе 
АТФ за счет митохондриального окисления [9].

Степень вовлечения глутаминовой кислоты в 
энергетический метаболизм во многом обуслов-
лена активностью систем ее транспорта в клетку 
[10, 11] и активностью митохондриальной глута-
матдегидрогеназы (ГДГ) [12]. В зависимости от 
изоформы ГДГ (GLUD1 и GLUD2) предпочтитель-
ное направление катализируемой этим фермен-
том реакции может быть направлено как в сторону 
окислительного дезаминирования, так и восстано-
вительного аминирования [12]. В первом случае 
метаболизм связан с митохондриальным окис-
лением и получением энергии, а во втором — с 
синтезом аминокислот и с процессом выведения 
аммиака. Таким образом, в разных тканях вклад 
глутаминовой кислоты в энергетический обмен 
клеток может отличаться. К настоящему времени 

опубликован ряд работ, описывающих активное 
использование аминокислот, в том числе глута-
миновой, в энергетических процессах в клетках 
печени [13], кишечника [14], нейронов и миоци-
тов сердца, особенно в условиях ишемии [15]. 
Переход на альтернативные источники энергии в 
условиях дефицита кислорода способствует уве-
личению выживаемости клеток [15].

Также показано, что глутаминовая кислота 
оказывает положительное влияние на клеточный 
иммунитет [8], повышает метаболическую актив-
ность некоторых клеточных линий [16], проявляет 
цитопротекторные и антиоксидантные свойства 
в условиях окислительного стресса [8, 17] и спо-
собствует восстановлению общего клеточного 
гомеостаза [9]. Все это позволяет рассматривать 
глутаминовую кислоту в качестве важного мета-
болического субстрата [15].

Тимус обеспечивает формирование клеточ-
ного иммунитета. По мере взросления организма 
он подвергается дегенеративным процессам, ре-
зультатом которых является снижение активно-
сти периферического звена иммунной системы. 
Возрастная инволюция тимуса сопровождается 
морфологическими изменениями, связанными, 
в первую очередь, с увеличением доли соеди-
нительной ткани [18]. Усиление энергетического 
обмена в секреторных тимусных эпителиальных 
клетках может оказать положительное влияние на 
процессы формирования тимоцитов, а значит, и 
на все звено периферической иммунной системы.

Значение глутаминовой кислоты в энергети-
ческом обмене различных органов и тканей как 
в норме, так и при возникновении нарушений ис-
следовано не в полной мере. Поэтому представ-
ляет определенный интерес экспериментальный 
анализ роли данного метаболита в процессах 
окислительного фосфорилирования в тканях ти-
муса на фоне инволюции этого органа.

Цель исследования
Провести анализ энергетической роли глу-

тамата в тимоцитах и тканях тимуса на разных 
этапах его возрастной инволюции.

Материалы и методы 
Исследования проведены на белых кры-

сах-самцах. Контрольные и эксперименталь-
ные животные содержались в условиях вива-
рия на стандартном рационе. В эксперименте 
использовали белых беспородных крыс-самцов 
следующих возрастов: 3, 4, 5, 6 и 8 месяцев, 
по 6–7 особей (n) каждого возраста. Периоду 
полового созревания и максимального разви-
тия тимуса соответствует 3-месячный возраст. 
С этого возраста начинают развиваться первые 
морфологические изменения, сопровождающие 
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процессы возрастной инволюции тимуса [18]. 
Животные старших возрастных групп характери-
зуются наличием возрастных изменений различ-
ной степени выраженности [18]. При проведении 
экспериментальных исследований были учтены 
все требования Директивы 2010/63/EU Европей-
ского Парламента и Совета Европейского Союза 
по охране животных, используемых в научных 
целях (2012).

 Состояние энергетического обмена опреде-
ляли по скорости потребления кислорода тка-
нями тимуса и тимоцитами, регистрируемой по-
лярографическим методом [19]. Исследуемые 
образцы помещали в полярографическую ячей-
ку объемом 2 см3 для тканевых и 1 см3 для кле-
точных препаратов. Определение концентрации 
кислорода в системах проводилось с использо-
ванием закрытого платинового электрода Кларка 
и установки Record 4 (ИТЭБ РАН, Пущино, Рос-
сия) и выражалось в нмоль О2/мин на 1 мг бел-
ка исследуемой ткани или нмоль О2 за 1 мин на 
107 клеток. Чувствительность метода позволяет 
определять концентрацию кислорода до 1 нМ/л. 
Для интерпретации полученных данных руковод-
ствовались рекомендациями [20, 21]. Количество 
повторностей измерений (m) составляло 1–3 на 
каждое животное. 

Ткани тимуса для исследований получали 
путем механической пермеабилизации тимуса 
в среде Хэнкса в течение первых 30 мин после 
тимэктомии [22]. Пермеабилизацию проводили с 
целью беспрепятственного доступа глутамата к 
клеточным структурам. 

Выделение тимоцитов также проводилось 
в среде Хэнкса. Тимус фрагментировали пин-
цетом на мелкие кусочки, которые суспендиро-
вали и фильтровали через двойной слой мар-
ли. Полученный фильтрат концентрировали 
путем центрифугирования в течение 5 мин при 
1000 об/мин, что давало возможность вносить 
в ячейку определенное число тимоцитов: в пре-
делах 1–5 × 107. Для расчета количества клеток 
использовали камеру Горяева. 

Полярографические исследования тимо-
цитов сопровождались предварительной хими-
ческой пермеабилизацией клеточных мембран 
0,005-процентным раствором дигитонина [20]. 
К суспензии тимоцитов добавляли 2 мМ дигито-
нина и инкубировали в течение 3 минут. Данный 
способ подготовки к исследованиям позволяет 
глутамату свободно поступать в клетки, что дает 
возможность получить достоверную оценку in situ
энергетического состояния системы тканевого 
дыхания тимоцитов [23]. 

Скорость поглощения кислорода тканевыми 
препаратами оценивали на эндогенных субстра-
тах (Vэнд) и при добавлении в полярографи-

ческую ячейку 10 мМ глутамата натрия (Vглу). 
Определение белка в тканях тимуса проводили 
биуретовым методом [24]. 

Скорость поглощения кислорода клеточны-
ми препаратами оценивали на эндогенных суб-
стратах и при добавлении в полярографическую 
ячейку 5 мМ глутамата натрия. Наряду с этим 
оценивали параметры тканевого дыхания при 
ингибировании первого комплекса дыхательной 
цепи 5 мМ амитала натрия (Vам) и при действии 
50 мкМ физиологического стимулятора системы 
тканевого дыхания — АДФ (VАДФ). 

Для оценки относительного вклада митохон-
дриального дыхания в суммарное потребление 
кислорода тимоцитами использовали ингибитор 
четвертого комплекса дыхательной цепи — азид 
натрия [20, 25]. Титриметрическим методом од-
номолярный раствор азида натрия вносили в 
ячейку, добиваясь максимального снижения ско-
рости потребления кислорода. Обычно требова-
лось добавить в ячейку 4–5 порций азида натрия 
по 3 мкл для достижения максимального эффек-
та [26]. Величина митохондриального дыхания 
определялась как разница между Vэнд и азидре-
зистентным дыханием. 

Для более полной характеристики состояния 
энергетического обмена рассчитывали относи-
тельную величину — коэффициент стимулирую-
щего действия (СД) глутаминовой кислоты:

СДглу = Vглу/Vэнд.
Полученные данные после проверки на со-

ответствие закону нормального распределения 
с использованием критерия хи-квадрат Пирсона 
представлены медианой и границами верхнего и 
нижнего квартилей. Сравнение разных выборок 
проводили с помощью критерия Манна — Уитни 
(для независимых переменных) и критерия Вил-
коксона (для зависимых). Различие признава-
лось статистически значимым при p < 0,05. Для 
выявления статистически значимого различия в 
выборочных характеристиках параметров дыха-
ния в тканях тимуса животных 4-, 5- и 6-месяч-
ного возраста использовали тест ANOVA Краске-
ла — Уоллиса. Статистический анализ данных 
проводили с помощью пакета «Statistica» 6.0 и 
электронных таблиц Microsoft Excel.

Результаты и обсуждение 
Результаты исследований показывают (ри-

сунок 1), что ткани тимуса интактных половозре-
лых крыс характеризуются относительно высо-
ким уровнем тканевого дыхания, превышающем 
более чем в два раза показатели миокарда 
(2,45 (1,97–3,22) нмоль О2/мин на 1 мг белка), и 
сопоставимым со скоростью поглощения кисло-
рода печенью — 6,66 (5,54–7,61) нмоль О2/мин на 
1 мг белка [27]. Скорость потребления кислорода, 
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отражающая уровень аэробного обмена, зависит 
от многих факторов: наличия эндогенных суб-
стратов в клетках, активности электрон-транс-
портной цепи, уровня энергопотребления ткани 
и т. д. Высокий уровень энергетического мета-
болизма в ткани тимуса необходим для поддер-
жания активно протекающих здесь процессов 

пролиферации, роста, дифференцировки и со-
зревания клеток иммунной системы. Несмотря 
на значительные возрастные морфофункцио-
нальные изменения в тимусе [28], не выявлено 
изменений в уровне тканевого дыхания в этом 
органе у животных 4-, 5- и 6-месячного возраста 
(тест Kruskal - Wallis ANOVA; p > 0,05). 
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Рисунок 1. Параметры тканевого дыхания тимуса крыс разных возрастных групп: 
1 — скорость дыхания на эндогенных субстратах (n = 6, m = 3); 
2 — скорость дыхания в присутствии глутамата (n = 6, m = 1) 

Figure 1. Parameters of tissue respiration of thymus tissues in rats of diff erent age groups
1 — the rate of endogenous substrate oxidation (n = 6, m = 3)
2 — the rate of oxidation after glutamate addition (n = 6, m = 3)

Примечание. Данные приведены в формате: медиана (нижний квартиль – верхний квартиль)

Введение в среду инкубации тканей тимуса 
глутамата натрия, субстрата первого комплекса 
дыхательной цепи не вызывает значимых изме-
нений в уровне потребления кислорода (крите-
рий Манна — Уитни; p > 0,05). Одновременно с 
этим необходимо отметить некоторое увеличе-
ние медианных значений скорости дыхания при 
введении в систему глутамата в сравнении с 
дыханием на эндогенных субстратах. Обращает 
на себя внимание практически одинаковый уро-
вень верхнего квартиля этих показателей, что 
указывает на отсутствие значимых изменений не 
только медианы уровня потребления кислорода, 
но и статистического распределения в целом. 
Наблюдаемое явление можно объяснить тем, 
что первый комплекс дыхательной цепи в дан-
ном структурно-функциональном состоянии при 
использовании эндогенных субстратов функцио-
нирует с максимальной активностью. Исследова-

ния Brodsky V. Y. и др. [29] указывают на способ-
ность глутамата стимулировать энергозатратные 
процессы в клетках некоторых тканей стареющих 
животных, а значит активировать энергетический 
обмен. В наших экспериментах уровень потре-
бления кислорода в тканях тимуса животных 4-, 
5- и 6-месячного возраста в ответ на действия 
глутамата натрия существенно не изменялся.

Для более детального анализа энергетиче-
ского метаболизма тимуса и возможного влияния 
на него глутаминовой кислоты был отдельно про-
анализирован уровень потребления кислорода 
непосредственно тимоцитами в различных режи-
мах функционирования электрон-транспортной 
цепи. Для анализа использовали животных двух 
возрастных групп: ювенильные (3 месяца) и мо-
лодые (8 месяцев). 

На предварительных этапах анализа энер-
гетического метаболизма тимоцитов была про-
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ведена оценка резистентной к действию азида 
скорости потребления кислорода. Введение 
азида, полностью ингибирующего работу мито-
хондриальной дыхательной цепи, показывает 
потребление кислорода в других метаболических 
путях. В условиях характерного для тимоцитов 
низкоактивного микросомального окисления [30] 
потребляемый ими в присутствии азида кисло-
род включается преимущественно в перекисные 
процессы. Для тимоцитов 3- и 8-месячных живот-
ных интенсивность азидрезистентного дыхания 
значимо не отличалась и не превышала 30 % от 
полного потребления кислорода. В дальнейшем 
анализе митохондриальное потребление кисло-
рода (азидчувствительное дыхание) оценива-
лось по разности между общим и азидрезистент-
ным дыханием. 

Скорость митохондриального потребления 
кислорода на эндогенных субстратах тимоцитами 
3- и 8-месячных животных (таблица 1) не имеет 
статистически значимых различий (Kruskal - Wallis 
ANOVA; p > 0,05), как и в случае с тканями тимуса 
животных разного возраста. Добавление в среду 
инкубации глутамата значимо повышает скорость 
потребления кислорода митохондриями тимоци-
тов животных обеих возрастных групп. При этом 
скорость потребления кислорода тимоцитами 
животных 3-месячного возраста увеличивается 
в 1,5 раза в сравнении с дыханием на эндоген-
ных субстратах, а аналогичное повышение Vглу у 
8-месячных крыс не столь выражено. 

Таблица 1. Скорость потребления кислорода тимоцитами животных разного возраста 
(нмоль O2 / мин ×107 клеток)

Table 1. The rate of oxygen consumption by thymocytes of animals of diff erent ages (nmol O2 / min × 107 cells)

Возраст, месяцев Vэнд Vглу VАДФ Vам

3-месячные
5,8

(4,97–7,11)
8,93+,*

(7,43–12,59)
10,07+

(9,71–10,94)
5,1×

(3,45–8,20)

8-месячные
5,7

(4,56–6,65)
5,9*

(5,38–7,27)
7,2

(6,66–7,63)
4,1×

(3,54–4,58)

 N × m 7 × 2 7 × 1 7 × 1 7 × 1

+ Различия статистически значимы в сравнении с соответствующим параметром другой возрастной группы 
(p < 0,05; критерий Манна — Уитни). 

* Различия статистически значимы в сравнении со скоростью дыхания на эндогенных субстратах (p < 0,05; крите-
рий Вилкоксона). 

× Различия статистически значимы в сравнении со скоростью дыхания, стимулированного АДФ (p < 0,05; критерий 
Вилкоксона).

Для понимания причин данных различий в 
поведении системы митохондриального окисле-
ния проанализировано дальнейшее изменение 
скорости потребления кислорода тимоцитами 
животных разного возраста в присутствии по-
вышенной концентрации АДФ. В этом случае 
незначительное увеличение скорости потребле-
ния кислорода тимоцитами 3- и 8-месячных жи-
вотных указывает на максимальную активность 
дыхательной цепи после добавления глутамата 
и невозможности усилить потребление кислоро-
да даже в ответ на действие АДФ, являющегося 
физиологическим стимулятором системы ткане-
вого дыхания и окислительного фосфорилирова-
ния. Надо отметить, что, несмотря на отсутствие 
значимого ответа системы тканевого дыхания в 
ответ на введение АДФ, уровень потребления 
кислорода в тимоцитах 3-месячных животных 
остается достоверно выше в сравнении с анало-
гичным показателем в тимоцитах животных 8-ме-

сячного возраста. Это позволяет предположить 
наличие повышенных резервных возможностей 
дыхательной цепи митохондрий тимоцитов у бо-
лее молодых животных. 

Введение в систему амитала натрия — 
ингибитора первого комплекса дыхательной 
цепи — снижает скорость потребления кисло-
рода тимоцитами животных ювенильного воз-
раста приблизительно на 50 %, что указывает 
на значительный вклад NAD-зависимого окис-
ления в биоэнергетические процессы. Действие 
амитала натрия на систему тканевого дыхания 
тимоцитов молодых животных приводит к менее 
выраженному снижению скорости потребления 
кислорода:  порядка 40 %. Уровень снижения 
скорости потребления кислорода в присутствии 
амитала указывает на интенсивность работы 
первого комплекса дыхательной цепи и на его 
вклад в систему тканевого дыхания. Полученные 
нами экспериментальные данные указывают на 
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снижение роли первого комплекса в работе ды-
хательной цепи тимоцитов с возрастом. Этим 
можно объяснить менее выраженный рост Vглу 
тимоцитов 8-месячных крыс в сравнении с более 
значительным ростом аналогичного показателя 
у 3-месячных. Таким образом, несмотря на отно-
сительное сходство в уровнях потребления кис-
лорода на эндогенных субстратах тимоцитами 
животных разного возраста, уровень стимулиру-
ющего действия глутамата обусловлен, по-види-
мому, возрастным снижением активности перво-
го комплекса дыхательной цепи. 

Для более полного анализа действия глута-
мата на ткани тимуса и тимоциты животных раз-
ного возраста были рассчитаны коэффициенты 

стимулирующего действия этого метаболита. 
Оценки, приведенные в таблице 2, позволяют 
корректно сравнить стимулирующий эффект глу-
тамата как на ткани тимуса, так и на тимоциты. 
Проведенный анализ показал, что глутаминовая 
кислота оказывает незначительное стимулиру-
ющее действие на аэробный энергетический 
обмен тканей тимуса в целом и тимоцитов 8-ме-
сячных крыс. Коэффициенты стимулирующего 
действия глутамата на ткани тимуса составляют 
1,2 для всех возрастных групп (таблица 2). Сти-
мулирующее действие глутамата на тимоциты 
8-месячных крыс сопоставимо с действием этого 
вещества на дыхание тканей тимуса животных 
4-, 5- и 6-месячного возраста. 

Таблица 2. Коэффициенты стимулирующего действия глутаминовой кислоты на тканевое
дыхание тимуса и тимоцитов крыс разного возраста
 Table 2. Stimulation factor of glutamic acid on tissue respiration of the thymus and thymocytes in rats of 
diff erent ages

Объект Тимоциты Тимус

Возраст, мес. 3 8 4 5 6

СДглу
1,5 

(1,4–1,6)
1,1 

(1,06–1,11)**
1,2 

(1,1–1,2)
1,2 

(1,1–1,2)
1,2 

(1,1–1,2)

N × m 7 × 1 7 × 1 6 × 1 6 × 1 6 × 1

** Различия статистически значимы в сравнении с соответствующим параметром другой возрастной группы 
(р = 0,001; критерий Манна — Уитни)

Наиболее высокий стимулирующий эффект 
глутамата натрия на потребление кислорода ти-
моцитами выявлен у животных 3-месячного воз-
раста. Коэффициент стимулирующего действия 
при этом значимо выше аналогичных показа-
телей у 8-месячных крыс. Данное явление, как 
уже отмечалось выше, обусловлено как более 
высокой активностью первого комплекса, так и 
суммарными резервными возможностями всей 
дыхательной цепи в тимоцитах более молодых 
животных. По-видимому, возрастная инволюция 
тимуса приводит к угнетению активности систе-
мы тканевого дыхания тимоцитов в целом и пер-
вого комплекса дыхательной цепи в частности, 
что проявляется и в снижении стимулирующего 
действия глутамата.

Заключение
Экспериментально показано, что скорость 

потребления кислорода на эндогенных субстра-
тах как в тканях тимуса крыс, так и в иммуноком-
петентных клетках — тимоцитах — в возрастном 
диапазоне 3–8 месяцев не претерпевает суще-
ственных изменений.

Глутамат натрия не вызывает значимых из-
менений скорости потребления кислорода тканя-
ми тимуса 4-, 5- и 6-месячных животных.

Тимоциты 3-месячных животных отвечают на 
введение в среду глутамата натрия полуторакрат-
ным увеличением уровня аэробного дыхания, тог-
да как у 8-месячных животных подобное явление 
не наблюдается, что можно объяснить процесса-
ми возрастной инволюции тимуса, приводящей к 
перестройке системы тканевого дыхания.
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