
удк [616-072-06:616.853]:612.82:612.815.1

Очколяс В. Н.

Особенности восстановления NMDA- и AMPA-рецепторов 
глутамата у больных с постинсультной эпилепсией
в условиях улучшения мозгового кровотока  
Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет 
им. акад. И. П. Павлова
e-mail: ovn@ihb.spb.ru

Реферат
Обследованs 92 больных, оперированных по поводу гемодинамически значимых стенозов внутренней сонной 

артерии. Использован иммуноферментный метод полуколичественного определения уровня аутоантител к NR2A- 
субъединице NMDA и GluR1-субъединице AMPA рецепторов глютамата. Показаны особенности восстановления 
NMDA- и AMPA-рецепторов глутамата у больных с постинсультной эпилепсией на фоне улучшения мозгового 
кровотока. Установлено, что в группе больных с постинсультной эпилепсией альтерация AMPA-рецепторов 
глутамата преобладает. При улучшении мозгового кровотока восстановление структуры АМРА-рецепторов 
происходит медленно, приближаясь к своему функциональному физиологическому уровню с длительным вос-
становительным периодом.
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Введение
По данным аналитических работ, оперирующих 

большим количеством клинических наблюдений, у 
лиц старше 60 лет развитие эпилептических припад-
ков в 30 % случаев связано с нарушением мозгового 
кровообращения [17, 22]. Частота встречаемости 
постинсультной эпилепсии составляет от 4,12 до 
9,8 % [9, 10].

Согласно современным представлениям о меха-
низмах эпилептогенеза, в основе эпилептического 
разряда лежит формирование пароксизмального 
деполяризационного сдвига (ПДС) мембранного по-
тенциала [23]. Большая роль в формировании ПДС 
отводится лигандзависимым ионным каналам Na+ 

и Ca2+  NMDA- (N-methyl-D-aspartic acid) и AMPA- 
(α-amino-3-hydroxy-5-methyl-isoxazole-4-propionic 
acid) ионотропным глутаматным рецепторам [3, 5, 
8, 19, 20, 24, 26].

Основным патогенетическим механизмом фор-
мирования ишемического очага при критическом 
снижении мозгового кровотока является феномен 
эксайтотоксичности [28]. Данный патогенетический 
механизм реализуется через глутамат-кальциевый 
каскад: избыточное высвобождение глутамата из 
окончаний ишемизированных нейронов в межклеточ-
ное пространство и синаптическую щель приводит 
к активации и последующей альтерации NMDA- и 
AMPA-рецепторов глутамата [11, 21, 30, 31]. Ре-
зультатом активации данных рецепторов является 
повышенный вход Ca2+ в клетку с последующей 
стимуляцией протеаз и запуск механизмов некроза и 
апаптоза нейрона [14, 16, 18]. Следствием нарастания 
концентрации внутриклеточных ионов Ca2+ является 
активация Ca-зависимых ферментов (кальпаина, фос-
фолипаз, Ca-кальмодулинзависимых протеинкиназ), 

модифицирующих мембранные белки, в том числе 
глутаматные рецепторы, приводя к распаду их струк-
туры на завершающем этапе глютамат-кальциевого 
каскада [28, 32]. Структурные компоненты NMDA- 
и AMPA-рецепторов проявляются в ткани мозга в 
пределах гематоэнцефалического барьера и желу-
дочковой системы, активируя иммунную систему, 
что приводит к продукции специфических антител 
[3, 5–7].  Критическое снижение мозгового кровотока 
при острой церебральной ишемии вследствие стеноза 
или окклюзии брахиоцефальных артерий при отсут-
ствии структурных и функциональных механизмов 
компенсации мозгового кровотока приводит к функ-
циональной и аноксической деполяризации нейронов 
в пораженном сосудистом бассейне. Этот феномен 
лежит в основе концепции ишемической полутени 
(пенумбры) [12]. В зоне пенумбры не отмечается 
длительного и выраженного увеличения концентра-
ции глутамата. Повышенное количество глутамата 
может поступать в зону пенумбры из ядерной об-
ласти ишемии, повреждать близлежащие нейроны, 
индуцируя дальнейший выброс нейротрансмиттера. 

Механизм глутаматной эксайтотоксичности в зоне 
пенумбры состоит в самораспространении процесса 
метаболических нарушений от нейрона к нейрону, от 
центра к периферии ишемизированной зоны («прин-
цип домино») [27, 32]. 

Составляющий зону ишемической полутени кле-
точный пул, утративший электрогенные свойства, но 
обладающий достаточным энергетическим запасом 
для предотвращения аноксической деполяризации, 
является структурно-функциональной базой и мише-
нью, способной адекватно воспринять потенциаль-
ное восстановление мозгового кровотока у больных 
с постинсультной эпилепсией. 
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фальных сосудов (n=92). Оценивалась локализация, 
размер [25, 29] и классифицировался клинический 
подтип [1, 13] инфаркта мозга. УЗДГ экстракрани-
альных артерий и ТКДГ проводились на аппарате 
«Companion EME Nikolet» (Австрия). 

При исследовании экстракраниальных артерий 
использовали датчики 4 и 8 МГц, при ТКДГ — им-
пульсный датчик 2 МГц. Исследование проводилось 
по стандартному протоколу с определением линей-
ной скорости кровотока в средней мозговой артерии 
и расчетных показателей цереброваскулярной реак-
тивности [2].

В качестве критерия степени альтерации NMDA- 
и AMPA-рецепторов глутамата использован ре-
троспективный иммуноферментный метод полу-
количественного определения уровня аутоантител 
(ААТ) к NR2A-субъединице NMDA (NR2A) и GluR1-
субъединице AMPA- (GluR1) рецепторов глутамата, 
разработанный С. А. Дамбиновой [6, 7].  Образцы 
крови больных отбирали из вены. Сыворотку полу-
чали путем центрифугирования (4000 g) в течение 
5 мин при +4 оС. Образцы хранили до момента 
анализа при температуре 70 оС. В качестве антигена 
для определения уровня ААТ в сыворотке крови 
использовали синтетические пептиды, соответству-
ющие N-концевой последовательности аминокислот 
NR2A и GluR1, полученные методом твердофазного 
синтеза на полуавтоматическом синтезаторе NPS–400 
(Neosystem Laboratory, Франция) с использованием 
метил-бутил-гидроацетилового основания и N-терт-
бутоксикарбонил/бензиловой методики для первых 
двух аминокислот. 

Препаративная очистка пептида осуществлялась 
методом HPLC на DeltaPac C18 Column (Waters 
Chromatografy, Milford, MA, США) в системе «вода/ 
ацетонитрил/0,015 М трифторуксусная кислота». 
Чистота пептида была определена аналитическим 
HPLC и варьировала от 90 до 98 %. 

Последовательности пептида были проверены 
анализом аминокислот после гидролиза пептида. Им-
муноферментный анализ проб сывороток проводили 
стандартным методом ELISA. Реакцию оценивали 
спектрофотометрически при фиксированной длине 
волны 490 нм. 

Уровень аутоантител выражали в процентах отно-
шения оптической плотности исследуемого образца и 
оптической плотности образца контрольной группы. 
Нормальный уровень ААТ определен в 75–110 %. 
Определение уровня ААТ производилось до опера-
ции, через 30 мин после пережатия ВСА, через 3 часа 
после операции, через 3 и 14 суток после операции.

Статистическая обработка полученных данных 
проводилась с использованием лицензионной про-
граммы «Statistica 6.0». Проведена проверка полу-
ченных данных на нормальность распределения 
по критерию Колмогорова–Смирнова. Вычисляли 
выборочное среднее (M), среднеквадратичное от-
клонение (σ), стандартную ошибку среднего (m). Для 
установления достоверности различий использовали 
критерий Стъюдента и критерий Манна–Уитни. Раз-
личия считали статистически значимыми при р<0,05.

Результаты исследования и их обсуждение
Уровень ААТ к NR2A в обеих группах до опера-

ции существенно превышал нормальные значения 
(контрольная группа — 157,90±1,74 %, исследуемая 
группа — 166,00±4,69 %).

В контрольной группе больных повышение уров-
ня ААТ к NR2A на 11 % регистрировалось уже через 
30 мин после начала основного этапа операции — 
пережатия ВСА и последующей эндартерэктомии 
(р<0,05). После восстановления кровотока через 3 
часа отмечалось существенное снижение уровня 
ААТ к NR2A ниже исходного, и в дальнейшем, в 
течение 2 недель, отмечалось постепенное сниже-
ние уровня ААТ к NR2A до близких к нормальным 
значений (p<0,05). В исследуемой группе больных 
динамика уровня ААТ к NR2A была аналогичной: 
повышение уровня ААТ к NR2A на 11,8 % также 
регистрировалось через 30 мин после начала основ-
ного этапа операции (р<0,05). После восстановления 
кровотока через 3 часа отмечалось снижение уровня 
ААТ к NR2A, однако к концу 2-й недели уровень ААТ 
к NR2A оставался несколько выше нормальных зна-
чений — 116,25±4,19 % (р<0,05). При сравнительном 
анализе динамики уровней ААТ к NR2A в группах 
сравнения достоверной разницы не зарегистрировано 
(табл. 3) Уровень ААТ к GluR1 в исследуемой группе 
до операции существенно превышал нормальные 
значения, в контрольной — находился в пределах 
нормы (исследуемая группа — 128,12±3,69 %, кон-
трольная группа — 105,45±1,55 %).

В контрольной группе больных повышение уров-
ня ААТ к GluR1 на 25 % регистрировалось только 
через 3 часа после начала основного этапа опера-
ции (р<0,05). При этом стабильно высокий уровень 
ААТ к GluR1 сохранялся достаточно длительно, и 
медленное снижение его регистрировалось к 14-м 
суткам после операции до близких к нормальным 
значений (p<0,05). 

В исследуемой группе больных повышение уров-
ня ААТ к GluR1 на 10 % также регистрировалось 
только через 3 часа после начала основного этапа 
операции (р<0,05). К 3-м суткам после операции 
уровень ААТ к GluR1 был выше исходного на 14,1 
%. К 14-м суткам после операции уровень ААТ к 
GluR1 достигал значений исходного, оставаясь при 
этом выше нормальных значений (p<0,05).

При сравнительном анализе в исследуемых груп-
пах по периодам контроля выявлена разница уровней 
ААТ к GluR1, при этом уровень ААТ к GluR1 был 
выше в исследуемой группе (p<0,05) (табл. 4). 

Заключение
При анализе динамики уровней ААТ к NR2A 

-субъединице NMDA и GluR1-субъединице AMPA- 
рецепторов глутамата на фоне изменения мозгового 
кровотока выявлены определенные закономерности. 
Как в контрольной, так и в исследуемой группе 
больных динамика уровней ААТ как критерия 
степени альтерации и восстановления NMDA- и 
AMPA-рецепторов глутамата носила относительно 
стереотипный характер. Стереотипизм динамики 
уровня ААТ к NR2A и GluR1 был различен. 
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Abstract
Examined 92 patients operated for hemodynamically significant stenosis of the internal carotid artery. Used immuno-

assay method for semiquantitative determination of the level of antibodies to NR2A subunit NMDA- and GluR1- subunit 
AMPA receptors of glutamate. Shows the features of the restoration of NMDA- and AMPA-receptors of glutamate in 
patients with post-stroke epilepsy by improving cerebral blood flow. It is established that in the group of patients with 
post-stroke epilepsy alteration AMPA-receptors of glutamate prevails. With the improvement of cerebral blood flow 
restoration of the structure of AMPA-receptors occurs slowly, approaching its functional physiological level with a long 
recovery period. 

Keywords: blood flow, carotid endarterectomy, NMDA- and AMPA-receptors of glutamate, post-stroke epilepsy.
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