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Активация микроглии провоспалительными стимулами, включающими липополисахарид (ЛПС), рас-
сматривается среди факторов риска нейродегенерации, однако ЛПС может оказывать также нейропро-
тективный эффект, что обусловливает дальнейший анализ взаимосвязи микроглиальной активации 
и регуляторов клеточной гибели. В настоящей работе было проведено сравнительное исследование 
экспрессий белков маркера активированной микроглии Iba-1 и исполнительной протеазы апоптоза 
каспазы-3 в стволе мозга и префронтальной коре крыс в зависимости от дозы и режима внутрибрюш-
инного введения эндотоксина. Через сутки после ЛПС в дозе 0.5 мг/кг, однократно, экспрессии Iba-
1 и каспазы-3 в обеих структурах не отличались от контрольных значений. Введение эндотоксина в 
этой же дозе четырехкратно в течение 7-ми дней (1 раз в 2 дня) привело через сутки после последнего 
введения к значительному увеличению уровня Iba-1 в стволе мозга, которому сопутствовало досто-
верное уменьшение экспрессии каспазы-3. Такие же эффекты в этой структуре наблюдались и через 7 
дней после однократного введения ЛПС в более высокой дозе — 5 мг/кг. В 7-дневном эксперименте во 
фронтальной коре, в отличие от ствола мозга, не было обнаружено изменений в экспрессии каспазы-3, 
а увеличение экспрессии Iba-1 наблюдалось только после однократного введения ЛПС в высокой дозе. 
Выявленное снижение уровня каспазы-3 в стволе мозга в условиях нейровоспаления может отражать 
развитие адаптивных нейропротективных процессов, особенно важных для структуры, отвечающей за 
такие ключевые функции организма, как дыхание, артериальное давление и сердцебиение.
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ВВЕДЕНИЕ
В последнее время среди патофизиологических 

механизмов нейродегенеративных заболеваний, 
таких как болезни Альцгеймера и Паркинсона, 
постишемические психопатологии, значительное 
внимание привлекает нейровоспаление. Развитие 
этого состояния связывают с дисфункцией микрог-
лиальных клеток — резидентной популяции макро-
фагов центральной нервной системы (ЦНС) [1–6]. 
Активированная микроглия участвует в распозна-
вании и фагоцитарном удалении дегенерирующих 
нейронов, однако длительная активация этих кле-
ток может повредить и нормальные нейроны [7]. 
Для моделирования нейровоспаления в экспери-
ментальных работах на животных наиболее часто 
используют липополисахарид (ЛПС) [8], представ-
ляющий собой иммуностимулирующий эндоток-
син клеточной стенки грамотрицательных бактерий. 
Источником ЛПС в системной циркуляции челове-

ка и животных являются патогенные бактерии желу-
дочно-кишечного тракта [9]. Уровень эндотоксина в 
крови может быстро повышаться при различных па-
тологических состояниях. Например, повышенный 
уровень ЛПС, ассоциируемый с развитием пости-
шемических неврологических расстройств, наблю-
дался уже через сутки у больных, перенесших ин-
сульт [10, 11]. В экспериментальных исследованиях 
на грызунах обнаружено, что внутрибрюшинные 
инъекции ЛПС приводят к активации микроглии 
и митохондриально-зависимых путей апоптоза в 
отделах мозга, а также возникновению специфиче-
ских симптомов, таких как нарушение двигатель-
ной функции и способности к обучению, сходных 
с клиническими симптомами нейродегенератив-
ных психиатрических расстройств [12, 13]. Ключе-
вая роль в реализации процесса клеточной гибели в 
ЦНС принадлежит исполнительной протеазе апоп-
тоза каспазе-3 [14, 15]. На связь индуцированных 
ЛПС повышений активности микроглии и экс-
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прессии каспазы-3 указывает наблюдаемая на гры-
зунах синхронность этих изменений в гиппокампе 
и префронтальной коре через сутки после одно-
кратных [16, 17] и повторных [18, 19] внутрибрюш-
инных введений эндотоксина. Однако в некоторых 
условиях ЛПС может оказывать и нейропротектив-
ное действие. Например, предварительное введе-
ние ЛПС ослабляло апоптоз нейронов, вызванный 
травматическим повреждением мозга [20], а также 
снижало уровни мРНК и белка каспазы-3, повы-
шенные ишемическим воздействием [21]. Предва-
рительное введение ЛПС мышам в низких дозах 
ослабляло активацию микроглии, а также развитие 
депрессивно-подобного поведения при последую-
щих введениях высоких доз эндотоксина [22]. Та-
ким образом, ЛПС может провоцировать не только 
негативные нейродегенеративные, но и адаптив-
ные нейропротективные изменения в мозге, вклю-
чающие влияние на экспрессию каспазы-3, однако 
опосредуется ли это влияние через изменение ак-
тивности микроглии в структурах мозга, остается 
неясным.

Нейроны разных областей мозга различаются по 
чувствительности к индуцируемой ЛПС нейродеге-
нерации. Например, однократное введение ЛПС в 
гиппокамп, кору или черную субстанцию приводи-
ло через 7 дней к гибели клеток только в черной суб-
станции, в то время как нейроны коры и гиппокампа 
не реагировали даже на значительно более высокие, 
чем вводимые в черную субстанцию дозы [23]. Це-
лью нашего исследования явилось дальнейшее вы-
яснение связи между изменениями экспрессии мар-
кера микроглиальной активации и уровня каспазы-3 
в префронтальной коре и стволе мозга крыс после 
периферического введения ЛПС в разных дозах и 
режимах. Полученные в рамках достижения этой 
цели результаты могут быть полезны для исследова-
телей в области изучения нейровоспаления.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Дизайн эксперимента
В работе использовали 2-месячных сам-

цов крыс линии Wistar. Животных содержа-
ли поодиночке в поликарбонатных клетках 
(27,7 × 44 × 15 см = ш × д × в) при температуре 22–
24°С и свободном доступе к воде и корму. Условия 
содержания животных и примененные воздействия 
соответствовали рекомендациям Комиссии по био-
этике Института цитологии и генетики СО РАН 
(протокол № 8 от 19.03.2012  г.) и рекомендациям 
Минздрава России (приложение к приказу №  267 
от 19 июня 2003 г.), а также директивам Совета Ев-
ропы (86/609/EEC).

Нейровоспаление индуцировали липополиса-
харидом из Escherichia coli, серотип O55:B5 (Sigma-

Aldrich Corp., St Louis, MO, USA), который живот-
ные получали внутрибрюшинно (рис.  1) в дозах 
0.5 мг/кг (однократно и четырехкратно 1 раз в 2 дня 
в течение 7 дней) и 5  мг/кг (однократно). Кон-
трольные животные получали соответствующие 
инъекции физиологического раствора. В каждой 
экспериментальной группе было по 5–6 животных. 
Животных, получавших ЛПС в дозе 0.5 мг/кг, выво-
дили из эксперимента путем быстрой декапитации 
через сутки после последнего введения, 5 мг/кг —  
через 7 дней. Выделенные образцы префронталь-
ной коры (срез префронтальной коры толщиной 
1.5–3.0 мм в координатах от +3.20 до +2.70 мм от-
носительно брегмы) и ствола мозга (задний мозг и 
область моста — весь блок ткани каудальнее задних 
бугров четверохолмия и ростральнее овального от-
верстия до −10.5 мм относительно брегмы без моз-
жечка) были быстро заморожены в жидком азоте.

Вестерн блот анализ
Уровни белков определяли методом Вестерн бло-

та как описано ранее [24]. Ткани мозга гомогенизи-
ровали в лизирующем буфере (150 мМ NaCl, 50 мМ 
Трис, 1% Тритон Х-100, 2 мМ PMSF, 2 мкг/мл леу-
пептина, 2 мкг/мл пепстатина и 2 мкг/мл апротини-
на). Супернатант, содержащий 50 мкг белка, разделя-
ли методом электрофореза в 12% полиакриламидном 
геле с SDS (система Mini-Protean 3 Dodeca Cell, Bio-
Rad, США). Белки переносили на 0.45 μм нитроцел-
люлозную мембрану (Bio-Rad, США) с помощью 
системы Trans-Blot (Bio-Rad, США). Мембраны 
инкубировали в присутствии антител: первичных 
Iba-1(1:500, rabbit monoclonal antibodies, EPR16589, 
ab178847, Abcam, США), активной каспазы-3 (1:500, 
rabbit monoclonal antibodies, #9664, Cell Signaling, 
США), β-актина (1:20000, rabbit polyclonal antibod-
ies, I-19, sc-1616, Santa Cruz Biotechnology, США) и 
вторичных, конъюгированных с пероксидазой хрена 
(1:1000 для Iba-1 и активной каспазы-3 или 1:10000 
для β-актина, goat anti-rabbit IgG antibody, Bio-Rad, 
США). Хемилюминисцентный сигнал усиливали с 
помощью набора SuperSignal West Femto Maximum 
Sensitivity Substrate (Thermo Fisher Scientific, США) в 
течение 1 мин. Интенсивность окрашивания полос 
определяли после сканирования мембран (Chemi-
docTM Touch Imaging System, Bio-Rad, США) с после-
дующей компьютерной денситометрией (программа 
Scion Image 4.0.3.2 Scion Corporation, США). Количе-
ство белка Iba-1 и активной каспазы-3 оценивали в 
относительных единицах к β-актину того же образца.

Реактивы
Помимо вышеуказанных, все реактивы, исполь-

зуемые в работе, были производства компании 
«Sigma-Aldrich», США.
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Статистический анализ
Статистическую обработку полученных данных 

проводили с помощью однофакторного диспер-
сионного анализа (one-way ANOVA). Результаты 
представлены как M ± m; межгрупповые различия 
считали достоверными при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние ЛПС на уровень белков Iba-1  
и активной каспазы-3 в стволе мозга взрослых 

крыс после внутрибрюшинного введения 
эндотоксина

В стволе мозга однократное внутрибрюшинное 
введение ЛПС в дозе 0.5 мг/кг не повлияло на из-
меренную через сутки экспрессию маркерного бел-

ка активированной микроглии Iba-1 (F(1,8) = 3.73, 
p < 0.09) (рис. 2a). Однако уровень этого белка был 
достоверно повышен через сутки после окончания 
повторных в течение недели инъекций эндотокси-
на (1 раз в 2 дня; 4 инъекции) (F(1,8) = 6.35, p < 0.05). 
Уровень Iba-1 в стволе мозга был также повышен 
через неделю после однократной инъекции ЛПС в 
более высокой дозе (5 мг/кг) (F(1,8) = 17.29, p < 0.01). 
Эти данные свидетельствуют, что внутрибрюшин-
ное введение эндотоксина вызывает активацию 
микроглии в стволе мозга при применении высо-
кой дозы ЛПС, как однократной, так и суммарной 
(повторные инъекции). 

В стволе мозга через 24 ч после однократного 
введения ЛПС в дозе 0.5 мг/кг не наблюдалось от-
личий от контрольных значений в уровне экспрес-
сии ключевой исполнительной протеазы апоптоза 

Рис. 1. Схема эксперимента. Взрослым самцам крыс внутрибрюшинно вводили ЛПС в дозах 0.5 мг/кг (одно-
кратно и четырехкратно 1 раз в 2 дня в течение 7 дней, животных выводили из эксперимента через сутки после 
последнего введения) и 5 мг/кг (однократно, животных выводили из эксперимента через 7 дней после введения 
препаратов). Контрольные животные получали соответствующие инъекции физиологического раствора.
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Рис. 2. Уровень белков Iba-1 (a) и активной каспазы-3 (b) в стволе мозга взрослых крыс после периферического введения 
ЛПС в разных дозах и режимах. M ± m, выраженные в условных единицах относительно уровня белка β-актина, n = 5–6 
животных на группу. * — p < 0.05 по сравнению группой, получавшей инъекцию физиологического раствора (one-way 
ANOVA, критерий LSD).
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(активной каспазы-3) (рис. 2b). Однако вопреки 
нашему ожиданию, при увеличении числа инъек-
ций ЛПС в этой дозе до 4 в стволе обнаружено до-
стоверное снижение уровня активной каспазы-3 
(F(1,8) = 14.72, p < 0.01). Снижение экспрессии ак-
тивной каспазы-3 наблюдалось также через неделю 
после однократного введения ЛПС в дозе 5 мг/кг 
(F(1,9) = 5.47, p < 0.05).

Влияние ЛПС на уровень белков Iba-1  
и активной каспазы-3 в префронтальной 

коре взрослых крыс после внутрибрюшинного 
введения эндотоксина

В префронтальной коре, внутрибрюшин-
ное введение ЛПС в дозе 0.5 мг/кг не влияло на 
экспрессии белка Iba-1, измеренные через сут-
ки после окончания как однократного, так и по-
вторяющихся каждые 2 дня в течение недели 
воздействий (рис. 3a). Через неделю после одно-
кратного введения ЛПС в дозе 5 мг/кг в коре моз-
га обнаружено повышение уровня белка Iba-1  
(F(1,8) = 8.99, p < 0.05).

Уровень активной формы каспазы-3 в префрон-
тальной коре не изменялся после всех использо-
ванных в работе доз и режимов воздействий эндо-
токсином (рис. 3b).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Основным результатом работы явилось обнару-

жение противоположных изменений экспрессий 

белков маркера активированной микроглии Iba-1 
и исполнительной протеазы апоптоза каспазы-3 в 
стволе мозга после периферического воздействия 
провоспалительным стимулом. Увеличение уровня 
белка Iba-1 в этой структуре как через сутки после 
окончания повторных введений ЛПС (0.5 мг/кг; 1 
раз в 2 дня в течение 7 дней), так и через 7 дней 
после однократного введения эндотоксина в более 
высокой дозе (5 мг/кг) сопровождалось достовер-
ным снижением экспрессии активной формы кас-
пазы-3. Хотя активацию микроглии рассматривают 
среди факторов индукции нейродегенеративных 
процессов [5, 8, 25], полученные нами данные сви-
детельствуют, что в стволе мозга под воздействием 
провоспалительного стимула,  помимо микроглии, 
также активируются механизмы, связанные с пода-
влением апоптоза через снижение экспрессии кас-
пазы-3. Повышенная экспрессия каспазы-3 опи-
сана при инсульте, травме спинного мозга, травме 
головы и болезни Альцгеймера, в то время как 
ингибиторы каспаз предотвращали потерю ней-
ронов на животных моделях этих патологий [26]. 
Выявленное в нашей работе снижение экспрессии 
каспазы-3 в стволе мозга в ответ на системную ин-
дукцию воспаления может указывать на развитие в 
структуре нейроадаптивных защитных изменений, 
обеспечивающих нейроны ствола мозга большей 
устойчивостью к повреждающим провоспалитель-
ным стимулам. Одним из таких защитных измене-
ний может быть переключение микроглии с М1 на 
М2-противовоспалительный фенотип [5, 27–29]. 
Ствол мозга отвечает за такие ключевые для орга-
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Рис. 3. Уровень белков Iba-1 (a) и активной каспазы-3 (b) в префронтальной коре взрослых крыс после периферического 
введения ЛПС в разных дозах и режимах. M ± m, выраженные в условных единицах относительно уровня белка β-актина, 
n = 5–6 животных на группу. * — p < 0.05 по сравнению группой, получавшей инъекцию физиологического раствора (one-
way ANOVA, критерий LSD).
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низма функции как дыхание, артериальное давле-
ние и сердцебиение [30], кроме того, там распо-
ложен главный источник норадреналина – Locus 
coeruleus, участвующий в регуляции циркадных 
ритмов, внимания и поведения, а также некоторых 
аспектов памяти и обучения [31]. Поэтому устой-
чивость клеток ствола мозга к повреждающим воз-
действиям, в том числе и активирующим нейровос-
паление, является жизненно важной.

Хотя в условиях наших экспериментов описан-
ный эффект (повышение экспрессии Iba-1 и сни-
жение экспрессии каспазы-3) обнаружен только в 
стволе, свидетельства защиты от индуцированной 
гибели клеток в результате острой активации им-
мунной системы опубликованы также и для других 
структур, прежде всего для гиппокампа. Введение 
крысам ЛПС внутрибрюшинно в дозах 0.1 и 0.5 мг/кг  
за 5 дней до травматического повреждения мозга 
снижало экспрессию каспазы-3 и число погибших 
нейронов в областях гиппокампа через 4 и 12 ч после 
травмы [20]. Однократная инъекция ЛПС (0.1 мг/кг) 
двухдневным крысятам за 14 ч до гипоксии-ишемии 
эффективно защищала мозг от повреждений, свя-
занных с патологическим воздействием [32]. Осла-
бление апоптоза нейронов после предварительного 
введения ЛПС обнаружено также на эксперимен-
тальных моделях церебральной ишемии (ишемия/
реперфузия) [21] и травматического повреждения 
спинного мозга  [33] у взрослых животных. Среди 
механизмов анти-нейродегенеративного влияния 
ЛПС рассматривают эндотелиальную синтазу окси-
да азота (eNOS) [32], PI3K/Akt/FoxO1 путь [21], сни-
жение экспрессии матриксной металлопротеазы-9 
[34]. Важное значение для нейропротективного эф-
фекта может иметь ингибирование каскада каспаз 
именно в клетках микроглии [35].

В отличие от ствола мозга, в префронтальной 
коре не было обнаружено активации микроглии и 
изменений в экспрессии активной каспазы-3 через 
сутки ни после однократного внутрибрюшинно-
го введения ЛПС в дозе 0.5 мг/кг, ни после четы-
рехкратного введения эндотоксина в этой же дозе 
в течение недели. Повышение экспрессии маркера 
активированной микроглии белка Iba-1 было об-
наружено только через 7 дней после однократного 
введения ЛПС в высокой дозе 5 мг/кг, что указы-
вает на зависимость эффекта от дозы вводимого 
эндотоксина. Существенный вклад в развитие эф-
фекта вносит, очевидно, и продолжительность вве-
дения. ЛПС, вводимый в дозе 0.5 мг/кг один раз в 
два дня в течение не одной, а двух недель, достовер-
но увеличивал экспрессию Iba-1 в префронтальной 
коре [13]. Способность ЛПС индуцировать актива-
цию микроглии в этой структуре согласуется с дан-
ными также и других авторов [8, 36, 37]. Несмотря 

на то, что имеется множество свидетельств прямой 
связи между активностью микроглии и повышени-
ем экспрессии каспазы-3 в префронтальной коре 
[16–19, 38], в нашем исследовании такой связи не 
выявлено. Отличия в эффектах ЛПС в коре мозга от 
данных других исследователей могли быть обуслов-
лены различиями в используемых дозах эндоток-
сина, способах и продолжительности его введения, 
временем, прошедшим после воздействия ЛПС, а 
также видом экспериментальных животных [8, 39].

Выявленные региональные различия в ответах 
исследованных белков на ЛПС могут быть связа-
ны с неоднородностью распределения микроглии 
в структурах мозга [40–42]. Кроме того, на взрос-
лых крысах обнаружены региональные отличия в 
восприимчивости к нейротоксичности, индуциро-
ванной ЛПС. В этих исследованиях введение бак-
териального эндотоксина непосредственно в гип-
покамп, кору или черную субстанцию вызывало 
спустя неделю нейродегенерацию только в черной 
субстанции, в то время как нейроны коры и гиппо-
кампа оставались нечувствительными к ЛПС даже 
при значительно более высоких концентрациях эн-
дотоксина [23].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В целом обнаруженное в работе снижение уровня 

активной формы каспазы-3 в стволе мозга в услови-
ях индуцированной эндотоксином микроглиальной 
активации указывает на развитие нейроадаптивных 
процессов, направленных на повышение устойчи-
вости нейронов ствола мозга к повреждающим про-
воспалительным стимулам.
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CENTRAL RESPONSES TO PERIPHERAL INFLAMMATION MAY  
INCLUDE DECREASED EXPRESSION OF KEY APOPTOTIC PROTEASE 

CASPASE-3 IN BRAINSTEM 
A. V. Bannovaa, #,  G. T. Shishkinaa  and  N. N. Dygaloa

aInstitute of Cytology and Genetics, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russia
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Microglia activation by proinflammatory stimuli, including lipopolysaccharide (LPS), is considered among the 
risk factors for neurodegeneration, but the LPS treatment may also have a neuroprotective effect, which leads 
to further analysis of the relationship between microglial activation and regulators of cell death. In the present 
work, a comparative study was carried out on proteins expression of marker for activated microglia Iba-1 and the 
apoptotic executor protease caspase-3 in the brainstem and prefrontal cortex of rats injected intraperitoneally 
with endotoxin at different doses and schedules. One day after LPS at a dose of 0.5 mg/kg, single, the Iba-1 and 
caspase-3 expression in both structures did not differ from control values. Endotoxin administration fourfold at 
the same dose over 7 days (once every 2 days) led one day after the last injection to a significant increase in the Iba-
1 level in the brainstem, which was accompanied by a significant decrease in the expression of caspase-3. The same 
effects in this structure were observed 7 days after a single injection of LPS at a higher dose of 5 mg/kg. In a 7-day 
experiment, in contrast to the brainstem, no changes in caspase-3 expression were found in the frontal cortex, 
and an increase in Iba-1 expression was observed only after a single injection of LPS at a high dose. The detected 
decrease of caspase-3 level in the brain stem under neuroinflammatory conditions may reflect the development 
of neuroprotective processes, especially important for the structure responsible for such key body functions as 
respiration, blood pressure and heartbeat.

Keywords: lipopolysaccharide, active caspase-3, Iba-1, brainstem, prefrontal cortex


