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Травматическое повреждение мозга (ТПМ, нейротравма) представляет собой се-
рьезную биомедицинскую проблему, особенно в связи с высокой распростра-
ненностью и риском смертности. Поэтому необходимо понимание механизмов
патогенеза ТПМ как в клинике, так в экспериментальных моделях на животных.
В исследовании использовали модель проникающей травмы мозга (теленцефало-
на) для изучения поведенческих и молекулярных последствий ТПМ у взрослых
рыб зебраданио (zebrafish, Danio rerio). Спустя четыре дня после индукции нейро-
травмы зебраданио демонстрировали гиполокомоцию в тесте незнакомого аква-
риума, нарушение рабочей памяти в Y-образном лабиринте и активацию экспрес-
сии в теленцефалоне гена isg15, который является биомаркером повреждения ней-
ронов. Кроме того, повреждение теленцефалона вызвало значительное снижение
уровня норадреналина (но не дофамина и серотонина) в мозге зебраданио, что мо-
жет отчасти объяснить наблюдаемые когнитивные дефициты, и подчеркивает по-
тенциальное вовлечение нейротрансмиттерных систем в патогенез ТПМ.
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ВВЕДЕНИЕ

Травматическое повреждение мозга (ТПМ) является повреждением ткани мозга
в результате механического воздействия, варьируя от легких сотрясений до тяже-
лых, угрожающих жизни черепно-мозговых травм [1]. Ежегодно более 60 миллио-
нов человек подвергаются ТПМ, и более 2% населения живут с вызванными им
неврологическими нарушениями, позволяя говорить о своеобразной “тихой эпи-
демии” ТМП [2]. Данная гетерогенная группа патологических состояний имеет
разнообразную этиологию и функциональные проявления [3]. Открытые ТПМ ха-
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рактеризуются видимыми повреждениями, кровотечением, возможной инфекци-
ей и серьезными последствиями. Закрытая травма, в свою очередь, происходит без
нарушения целостности черепа, но сам мозг при этом повреждается за счет дефор-
мации, сдавливания и растяжения [3]. Кроме того, ТПМ может быть классифици-
ровано как очаговое или диффузное, в зависимости от распределения поврежде-
ния в мозге [4]. ТПМ влечет за собой ряд функциональных последствий, которые
выходят за рамки острого периода травмы и могут сохраняться в течение длитель-
ного времени. В частности, распространенным эффектом ТПМ являются когни-
тивные дисфункции, в том числе нарушение внимания, памяти, исполнительных
функций и скорости обработки информации [5]. Эти дисфункции являются харак-
терным маркером ТПМ и наблюдаются как клинически, так и в разнообразных
моделях на животных. При ТПМ также распространены моторные нарушения
(затруднения двигательной активности и координации движений) [6], изменения
эмоциональных состояний (перепады настроения, раздражительность, депрес-
сия, тревога и эмоциональная неустойчивость) [7, 8], а также развитие целого ря-
да других заболеваний ЦНС, в том числе эпилепсии и болезней Альцгеймера и
Паркинсона [9–11].

Эксайтотоксичность является одним из ключевых механизмов вторичного по-
вреждения нейронов при ТПМ [12] и опосредована гиперактивацией рецепторов
возбуждающих нейротрансмиттеров (прежде всего глутамата), повышающих внут-
риклеточную концентрацию кальция через ионотропные рецепторы [13]. Исследо-
вания на грызунах [14, 15] и на людях [16, 17] указывают на увеличение внеклеточ-
ной концентрации глутамата в мозге после ТПМ. Вероятно, при ТПМ происходит
растяжение мембран нейронов, что создает микропоры, обеспечивающие приток
ионов натрия внутрь клетки [12], это приводит к деполяризации мембраны, акти-
вации потенциал-зависимых кальциевых каналов и высвобождению глутамата во
внеклеточное пространство, и, в итоге, избыточному притоку кальция в постси-
наптические нейроны [18].

Увеличение внутриклеточной концентрации кальция нарушает нормальное
функционирование клетки и активирует ее программируемую смерть [19]. Напри-
мер, рост его концентрации приводит к активации кальций-зависимых протеаз, ли-
паз и эндонуклеаз, которые инициируют разрушение клеточных структур [20], что
приводит к нарушению синаптической передачи, дисфункции нейронных сетей,
нарушению нейропластичности и расстройствам поведения, памяти и внимания.

Воспалительный процесс инициируется в первые минуты ТПМ в результате ме-
ханического повреждения ткани, а также высвобождения молекулярных фрагмен-
тов, ассоциированных с повреждениями (DAMPs) [21, 22]. Первичное повреждение
вызывает активацию резидентных иммунных клеток микроглии, которые служат
первой линией защиты ЦНС. Микроглия быстро претерпевает морфологические и
функциональные изменения, переходя из состояния покоя в активированное [23],
высвобождая провоспалительные медиаторы (цитокины, хемокины и простаглан-
дины) и способствуя окислительному стрессу и нейродегенерации [24].

Астроциты также быстро реагируют на ТПМ, претерпевая морфологические и
функциональные изменения (реактивный астроглиоз) [25] и образуя глиальный ру-
бец, который действует как физический барьер, ограничивающий распространение
повреждения. Активированные астроциты способны выделять провоспалительные
медиаторы, а также наблюдается нарушение обратного захвата ими глутамата из вне-
клеточного пространства, что способствует эксайтотоксичности [26]. Нарушение це-
лостности гематоэнцефалического барьера при ТПМ открывает возможность для
инфильтрации в мозг периферических иммунных клеток – нейтрофилов, макрофа-
гов и лимфоцитов, которые модулируют нейровоспаление, секретируя провоспали-
тельные медиаторы [27]. В этом процессе особую роль играют фактор некроза опу-
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холи-альфа (ФНО-α), интерлейкин-1β (ИЛ-β) и интерлейкин-6 (ИЛ-6), содержание
которых в мозге стремительно растет в первые часы после ТПМ [28–31]. Эти цито-
кины способствуют выработке и высвобождению других провоспалительных ме-
диаторов, усиливая нейровоспаление и нейроапоптоз.

Изучение патофизиологических аспектов ТПМ и их молекулярных механизмов
требует широкого спектра экспериментальных моделей на животных. Помимо
грызунов, следует отметить растущую роль альтернативных моделей ТПМ на ры-
бах зебраданио (zebrafish, Danio rerio) [32, 33]. Цель настоящей работы – валидиро-
вать на зебраданио модель ТПМ, вызванной проникающим повреждением телен-
цефалона, и оценить нейрохимические и геномные изменения в мозге зебраданио
в данной модели.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные и их содержание
В исследовании использовали 36 взрослых зебраданио дикого коротко-плавнико-

вого типа, возраст 3–5 мес., которые были приобретены у компании ООО “Аксо-
лотль” (Санкт-Петербург, Россия). Животные содержались в виварии Центра до-
клинических и трансляционных исследований Национального медицинского иссле-
довательского центра им. В.А. Алмазова в соответствии со стандартными условиями
[34]. Аутбредная линия дикого типа была использована в настоящем исследовании с
учетом популяционной валидности модели патогенеза ЦНС. В частности, в то время
как инбредные линии зебраданио более надежны для нейрогенетических исследо-
ваний, моделирование патологий ЦНС предполагает достижение сходства с “ре-
альными” заболеваниями человека, которые поражают генетически гетерогенные
популяции. Таким образом, использование аутбредных зебраданио является более
популяционно обоснованным и трансляционно релевантным подходом, соответ-
ствующим задачам настоящего исследования.

Для обеспечения оптимальных условий содержания использовалась автомати-
ческая система распределения и очистки воды ZebTec Active Blue Stand (Tecniplast,
West Chester, США). Рыбы размещались в ней группами по 15 особей в аквари-
умах объемом 3 литра. Температура воды автоматически поддерживалась на уров-
не 27 ± 0.5°C, а значение pH составляло 7.4. Интенсивность освещения составляла
950–960 люкс, с циклом свет/темнота 12/12 ч. Перед началом эксперимента живот-
ные прошли акклиматизацию в течение 2 недель. Все животные были эксперимен-
тально наивны и не подвергались никаким экспериментальным манипуляциям до
начала данного исследования. Все рыбы принадлежали одной популяции и были
случайным образом разделены на экспериментальные группы с помощью онлайн-
генератора случайных чисел. Распределение рыб по группам, проведение поведен-
ческих тестов и анализ данных выполнялись разными исследователями. При этом
каждой группе были присвоены кодовые обозначения, что обеспечивало независи-
мый анализ данных экспериментаторами относительно воздействия. Графическая
иллюстрация плана экспериментов представлена на рис. 1.

Постановка модели проникающего повреждения теленцефалона
Постановка модели проводилась согласно методике, описанной ранее [35].

В начале эксперимента животные подвергались анестезии путем погружения в рас-
твор трикаина (170 мг/мл этил-3-аминобензоат метансульфоната, Sigma Aldrich,
St. Louis, МО, США) на 40–60 с, затем фиксировались с помощью губки, также
смоченной в трикаине, и помещались под микроскоп. Травмирующее поврежде-
ние наносилось путем введения медицинской иглы (30 G) в медиальную область
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правой полусферы теленцефалона через крышу черепа на глубину 1.5–2 мм. После
этого рыб выпускали в аквариум с чистой водой для восстановления. В результате
описанных процедур выживаемость животных составляла 100%. Рыбы контроль-
ной группы были экспериментально наивны, не подвергаясь экспериментальным
воздействиям ранее (рис. 1).

Поведенческие тесты

Тест незнакомого аквариума был выбран как наиболее чувствительный и широ-
ко используемый метод для оценки параметров поведения и локомоции зебрада-
нио [36, 37]. Он представлял собой акриловый прямоугольный аквариум размером
20 см (высота) × 20 см (длина) × 5 см (ширина), заполненный водой до уровня 19 см.
Задняя и боковые стороны аквариума были окрашены в белый цвет для увеличе-
ния контрастности, а передняя сторона оставалась прозрачной. На расстоянии 1 м
от аквариума располагалась видеокамера SJCAM SJ4000 (SJCAM Ltd., Шэньчжэнь,
Китай). Запись производилась в течение 5 мин (после помещения зебраданио в ак-
вариум) с частотой 60 кадров в секунду. Далее с помощью программного обеспече-
ния Noldus IT EthoVision XT11.5 (Noldus IT, Wageningen, Нидерланды) были про-
анализированы поведенческие параметры зебраданио из сделанных видеозаписей:
преодоленная дистанция (см), средняя скорость (см/с), время, проведенное в не-
подвижном состоянии (с), латентный период первого заплыва в верхнюю часть ак-
вариума (с), время, проведенное в верхней половине аквариума (с) и количество
переходов в верхнюю половину аквариума.

Y-образный лабиринт является распространенным тестом для оценки рабочей
памяти зебраданио [38]. В ходе тестирования рыб помещали по одной в белые ак-
риловые Y-образные аквариумы, заполненные водой. Каждый аквариум состоял из
трех идентичных рукавов (длина 50,ширина 20, высота 140 мм), расположенных
под углом 120° друг к другу. Рыбы имели возможность свободно исследовать все
ответвления лабиринта в течение 15 мин, при этом их перемещение фиксировалось
на камеру. За это время животное делало определенное количество дискретных вы-
боров (как правило, более 100) – поворотов налево (L) или направо (R). Получен-
ные видеозаписи анализировались в программе Noldus Ethovision, фиксируя вре-
мя, когда рыба заплывала в каждое плечо (рукав) лабиринта и когда покидала его.

Рис. 1. Общий дизайн исследования. TBI – травматическое повреждение мозга (с периодом адаптации,
recovery) в сравнении с контрольной группой (Control), NTT – тест незнакомого аквариума, Y-maze –
тест Y-образного лабиринта. По оси приведены дни после TBI.
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Эти данные были преобразованы в последовательность символов L и R, обозначаю-
щих левые и правые повороты соответственно [39]. Полученные для каждой рыбы
последовательности были далее преобразованы в распределение по 16 тетрад
(LLLL, LLLR, LLRL, LLRR, LRLL, LRLR, LRRL, LRRR, RLLL, RLLR, RLRL, RLRR,
RRLL, RRLR, RRRL, RRRR), нормированным к общему количеству оборотов и
выраженным в %, согласно стандартным методикам [38].

Полимеразная цепная реакция в реальном времени (ПЦР-РВ)

Забор проб теленцефалона проводился непосредственно после проведения по-
веденческих экспериментов. Рыб умерщвляли путем погружения в ледяную воду,
до полной остановки дыхательных движений, после чего под микроскопом вскры-
вали крышу черепа и извлекали конечный мозг. Выделение РНК осуществлялось с
использованием реагента ExtractRNA (Евроген, Москва, Россия) по стандартному
протоколу для TriZol-опосредованной экстракции. Обратная транскрипция была
выполнена с помощью коммерческого набора MMLV RT kit (Евроген). Для прове-
дения ПЦР-РВ использовали коммерческую реакционную смесь 5X qPCRmix-HS
SYBR (Евроген). Сама реакция проводилась в системе ПЦР реального времени
CFX96 Touch (Bio-Rad laboratories, Hercules, CA, США). Нуклеотидные последова-
тельности праймеров, используемых в данной работе, приведены в табл. 1.

Дизайн праймеров был осуществлен с использованием базы данных National
Center for Biotechnology Information (NCBI) Primer-BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Для расчета изменения отно-
сительной экспрессии генов использовался метод 2–∆∆Ct [40]. В качестве рефе-
ренсного гена был выбран eef1a1l1 – ген домашнего хозяйства, кодирующий эука-
риотический фактор инициации трансляции.

Высокоэффективная жидкостная хроматография

Высокоэффективная жидкостная хроматография с электрохимической детекци-
ей (ВЭЖХ-ЭХД) использовалась для анализа содержания моноаминов (норадрена-
лина, дофамина, серотонина) и их метаболитов (3,4-дигидроксифенилуксусной
кислоты – ДОФУК, гомованилиновой кислоты – ГВК и 5-гидроксииндолуксус-
ной кислоты – 5-ГИУК) в пробах головного мозга зебраданио. Методика основана
на модифицированной версии протокола, разработанного [41]. Анализ проводился
на хроматографе HTEC-500 (Eicom, San Diego, США) с использованием колонки
EICOMPAK CA-5ODS. Подвижная фаза для ВЭЖХ-ЭХД состояла из 0.1 М фос-
фатного буфера (pH 6.0), содержащего октансульфонат натрия (1.9 мМ), этиленди-
аминтетрауксусую кислоту (0.17 мМ) и метанол (1.13 М), pH подвижной фазы – 4.5.
Для нормализации данных был использован внутренний стандарт – 1%-ный рас-
твор 3,4-дигидроксибензиламина в 0.1 М HClO4 (добавлялся в пробы в соотношении
10 мкл на 1 мг ткани) и внешний стандарт – 0.1 М растворы серотонина, дофамина,

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров, использованных в работе

Целевой ген Прямой праймер Обратный праймер

eef1a1l1 CCCAGTGCTGGATTGCCACA GCGGCATCTCCGGATTTGAG

casp3a CCAGGGTCAACCATAAAGTAGC TCTTTGGTGAGCATTGAGACGA

Tnfa GGGCAATCAACAAGATGGAAG GCAGCTGATGTGCAAAGACAC

isg15 ACTTGATTTCGGTGCGACTTGC GCTGCATCGTCACCGAGTTAT
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норадреналина, ДОФУК, ГВК, 5-ГИУК и 3,4-дигидроксибензиламина (10 мкл
каждого раствора на 930 мкл 0.1 М HClO4). Все реактивы для ВЭЖХ были получе-
ны из Sigma Aldrich, St. Louis, США.

Статистическая обработка данных

Полученные данные анализировали с использованием языка программирова-
ния R (версия 4.2.1) в среде R-Studio (версия 2022.02.2). Проверка данных на нор-
мальность проводилась с помощью теста Колмогорова–Смирнова. Ввиду отсут-
ствия нормального распределения у исследуемых переменных, данные теста не-
знакомого аквариума, хроматографии и ПЦР анализировались с использованием
непараметрического теста Вилкоксона–Манна–Уитни для независимых выборок.
Для анализа распределения тетраграмм переходов в Y-образном лабиринте была
построена обобщенная линейная модель (GLM, Poisson distribution, log link), где
факторы “Группа”, “Тетраграмма”, и взаимодействие “Группа” × “Тетраграмма”
использовались в качестве предикторов. При обнаружении значимого влияния од-
ного из факторов или когда взаимодействие между факторами было значимым,
проводилось попарное сравнение с использованием оцененных маргинальных
средних (пакет R “emmeans”, коррекция значения p по методу Сидака). Различия
считались статистически значимыми при значении p < 0.05.

Расчет размера выборки (n) проводился на основании данных пилотного иссле-
дования с использованием функции pwrss.np.2groups пакета pwrss в R. Данная
функция позволяет определить примерное n для теста Вилкоксона с учетом желае-
мой мощности теста (0.80), уровня значимости (0.05), а также значений среднего и
стандартного отклонения среднего выбранной переменной для двух групп. В каче-
стве зависимой переменной была выбрана дистанция в тесте незнакомого аквариума
как один из наиболее важных поведенческих показателей. В пилотном исследовании
значения среднего и стандартного отклонения среднего составили 954 ± 371 см для
контрольной группы и – 643 ± 245 см для ТПМ (размер эффекта – 0.478). На осно-
вании этих данных было получено значение n = 16, которое было скорректировано
до n = 18 с учетом возможной смертности в результате экспериментальных воздей-
ствий. В ходе анализа данных удаления выбросов не проводилось. Ввиду поврежде-
ния видеофайлов результаты теста незнакомого аквариума не были получены для
трех животных (два из контрольной группы и одно из группы ТПМ). Критерием
для исключения из финального анализа в тесте Y-образного лабиринта являлось
меньшее, чем 100 число поворотов за время теста (отмечалось для двух зебраданио
из каждой группы).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние ТПМ на поведение в тесте незнакомого аквариума

ТПМ оказало статистически значимое влияние на поведение зебраданио в тесте
незнакомого аквариума, что выражалось в изменении дистанции, числа переходов
между зонами и времени нахождения в верхней половине аквариума (рис. 2 и табл. 2).
Рыбы, подвергнутые ТПМ, преодолевали меньшую дистанцию за время теста, а
также совершали меньшее число переходов между зонами в сравнении с контроль-
ной группой (p < 0.05), что говорит о снижении локомоторной активности. В то же
время травма мозга привела к увеличению времени, проведенному в верхней поло-
вине аквариума (p < 0.05).
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Рис. 2. Влияние травматического повреждения мозга (ТПМ, TBI) на поведение зебраданио в тесте не-
знакомого аквариума. Control – контрольная группа. Оценивали суммарное расстояние, преодоленное
животным за время теста (Distance), число переходов между верхней и нижней половинами аквариума
(Zone transitions) и суммарное время в верхней половине аквариума (Top duration). Данные представле-
ны как медиана ± межквартильный размах (n = 16–17 в группе) и проанализированы тестом Вилкоксо-
на-Манна-Уитни (Wilcoxon).
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Таблица 2. Сравнение ключевых поведенческих показателей теста незнакомого аквариума у
зебраданио 

Статистически значимые различия между группами выделены жирным шрифтом (критерий Вилкоксо-
на–Манна–Уитни, p < 0.05, n = 16–17 в группе). ТПМ – травматическое повреждение мозга. IQR – меж-
квартильный размах (interquartile range).

Группа Медиана Q1 Q3 IQR Критерий
Вилкоксона, W Значение р

Дистанция (см)
Контроль 1274.35 1130.12 1515.2 385.08 191 <0.01ТПМ 1059.64 860.83 1200.11 339.27

Количество переходов между зонами
Контроль 11 7 18.5 11.5 171.5 <0.05ТПМ 7.5 5 10.25 5.25

Время в верхней половине аквариума (с)
Контроль 126.4 87.2 161.13 73.93 51.5 <0.01ТПМ 188.6 149.9 228.9 79
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Рис. 3. Влияние травматического повреждения мозга (ТПМ, TBI) на распределение тетраграмм альтер-
нативных выборов в тесте Y-образного лабиринта (Tetragrams frequency distribution, n = 16 в группе). Control –
контрольная группа. Данные представлены как среднее ± стандартная ошибка среднего. *** – p < 0.001 (по-
парное сравнение оцененных маргинальных средних значений с коррекцией значений p методом Сида-
ка для множественных сравнений).
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Влияние ТПМ на поведение в Y-образном лабиринте.
Анализ обобщенной линейной модели показал значимое влияние фактора “тет-

раграмма” (p < 0.001), а также взаимодействия факторов “тетраграмма” × ”группа”
(p < 0.001) на процентное распределение альтернативных выборов зебраданио в
Y-образном лабиринте (рис. 3). Так, рыбы контрольной группы демонстрировали
естественное чередование (спонтанную альтернацию) левых и правых поворотов, о
чем свидетельствует характерное распределение переходов с преобладанием тетра-
грамм LRLR и RLRL (рис. 2, табл. 3). Подобное распределение соответствует типич-
ному поведению рыб в данном тесте, описанному в литературе [38, 42]. В группе ТПМ
спонтанная альтернация не была выражена, о чем говорит значительно меньший
процент тетрад LRLR и RLRL в сравнении с контрольной группой (p < 0.001). При
этом рыбы из группы ТПМ показали большую склонность к повторению левых по-
воротов, о чем говорит увеличение процентного отношения тетраграмм LLLL в
сравнении с контрольной группой (p < 0.001, рис. 3, табл. 3).

Дальнейший анализ распределения тетраграмм выявил статистически значимые
различия между группами по ключевым показателям теста – процентному отно-
шению чередований (тетраграммы LRLR + RLRL) и повторений (тетраграммы
LLLL + RRRR). Так, зебраданио из группы ТПМ показали увеличение процента
повторений относительно контрольной группы и снижение процента чередований
(p < 0.05, рис. 4 и табл. 4). Данные изменения принято интерпретировать как нару-
шение спонтанной альтернации как показателя рабочей памяти у зебраданио в
данном тесте [38].

Влияние ТПМ на содержание моноаминов и их метаболитов в мозге зебраданио
Анализ содержания моноаминов (норадреналина, дофамина и серотонина), а

также их метаболитов (гомованилиновой кислоты, 5-гидроксииндолуксусной кис-
лоты и диоксифенилуксусной кислоты) в целом мозге зебраданио представлены на
рис. 5 и в табл. 5. Травматическое повреждение теленцефалона вызвало статисти-
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чески значимое снижение уровня норадреналина в мозге зебраданио (p < 0.05 против
контрольной группы), при этом содержание других анализируемых веществ между
группами не различалось (p > 0.05).

Влияние ТПМ на экспрессию генов casp3a, tnfa и isg15 в теленцефалоне зебраданио
Анализ результатов ПЦР-РВ показал, что травматическое повреждение оказало

статистически значимое влияние на уровень экспрессии гена isg15 в теленцефало-

Рис. 4. Влияние травматического повреждения мозга (ТПМ, TBI) на поведение зебраданио в тесте Y-об-
разного лабиринта, в том числе процентное отношение чередований (Alternations) и повторений
(Repetitions) левых и правых поворотов. Control – контрольная группа. Данные представлены как ме-
диана ± межквартильный размах (n = 16 в группе) и проанализированы тестом Вилкоксона-Манна-
Уитни (Wilcoxon).
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Таблица 3. Сравнение частоты тетраграмм в тесте Y-образного лабиринта между экспери-
ментальными группами зебраданио

Статистически значимые различия выделены жирным шрифтом (попарное сравнение оцененных мар-
гинальных средних значений с коррекцией значений p методом Сидака для множественных сравнений).
Estimate – разница между оцененными маргинальными средними, SE – стандартная ошибка среднего,
ТПМ – травматическое повреждение мозга.

Сравнение Тетраграммы Estimate SE z-ratio p value

Контроль–ТПМ LLLL –1.59 0.29 –5.52 <0.001
Контроль–ТПМ LLLR –0.66 0.29 –2.29 0.02
Контроль–ТПМ LLRL –0.25 0.25 –1 0.32
Контроль–ТПМ LLRR –0.15 0.28 –0.55 0.58
Контроль–ТПМ LRLL –0.24 0.25 –0.97 0.33
Контроль–ТПМ LRLR 0.81 0.18 4.41 <0.001
Контроль–ТПМ LRRL 0.13 0.28 0.46 0.65
Контроль–ТПМ LRRR –0.17 0.28 –0.59 0.56
Контроль–ТПМ RLLL –0.56 0.29 –2.28 0.06
Контроль–ТПМ RLLR 0.19 0.26 0.74 0.46
Контроль–ТПМ RLRL 0.85 0.18 4.64 <0.001
Контроль–ТПМ RLRR 0.05 0.27 0.18 0.86
Контроль–ТПМ RRLL –0.21 0.29 –0.72 0.47
Контроль–ТПМ RRLR 0.12 0.27 0.43 0.67
Контроль–ТПМ RRRL –0.14 0.29 –0.48 0.63
Контроль–ТПМ RRRR –0.03 0.24 –0.14 0.89
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не зебраданио (p < 0.001 против контрольной группы), при этом изменений в экс-
прессии генов casp3 и tnfa обнаружено не было (p > 0.05; рис. 6 и табл. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Несмотря на высокую гетерогенность клинических форм ТПМ, можно выделить
некоторые общие закономерности, присущие всем видам данной патологии [43].
Первичные ТПМ возникают при физическом воздействии и вызывают разруше-
ние оболочек мозга и гематоэнцефалического барьера, разрыв кровеносных сосу-

Рис. 5. Влияние травматического повреждения мозга (ТПМ, TBI) на содержание моноаминов и их ме-
таболитов в целом мозге зебраданио (n = 10 в группе). Control – контрольная группа. Данные представ-
лены как медиана ± межквартильный размах и проанализированы тестом Вилкоксона-Манна-Уитни
(Wilcoxon). Norepinephrine – норадреналин, Dopamine – дофамин, Serotonin – серотонин, HVA – гомо-
ванилиновая кислота, DOPAC – дигидроксифенилуксусная кислота, 5-HIAA – 5-гидроксииндолуксус-
ная кислота.
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Таблица 4. Сравнение ключевых поведенческих показателей спонтанной альтернации в тесте
Y-образного лабиринта у зебраданио 

Статистически значимые различия между группами выделены жирным шрифтом (критерий Вилкоксо-
на–Манна–Уитни, p < 0.05, n = 16–17 в группе). Q1 – первый квартиль, Q3 – третий квартиль, IQR –
межквартильный размах. ТПМ – травматическое повреждение мозга.

Группа Медиана Q1 Q3 IQR Критерий
Вилкоксона, W Значение р

Повторения (%)
Контроль 7.58 4.9 11.04 6.14 25.5 <0.01ТПМ 13.85 10.86 21.65 10.79

Чередования (%)
Контроль 33.7 29.42 49.28 19.86 133 <0.001ТПМ 14.36 9.84 21.87 12.03
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Таблица 5. Сравнение содержания моноаминов в мозге зебраданио на фоне нейротравмы

Статистически значимые различия между группами выделены жирным шрифтом (критерий Вилкоксо-
на–Манна–Уитни, p < 0.05, n = 10 в группе). Q1 – первый квартиль, Q3 – третий квартиль, IQR – меж-
квартильный размах. ТПМ – травматическое повреждение мозга, ГВК – гомованилиновая кислота,
ДОФУК – дигидроксифенилуксусная кислота, 5-ГИУК – 5-гидроксииндолуксусная кислота.

Группа Медиана Q1 Q3 IQR Критерий
Вилкоксона, W Значение р

Норадреналин (пг/мг ткани)
Контроль 1825.61 1736.71 1922.6 185.89 86 0.005ТПМ 1250.67 1082.43 1466 383.56

Дофамин (пг/мг ткани)
Контроль 281.42 260.62 333.32 72.7 51 0.971ТПМ 294.76 224.18 326.57 102.38

Серотонин (пг/мг ткани)
Контроль 367.21 330.52 394.06 63.54 64 0.315ТПМ 310.89 273.36 385.85 112.49

ГВК (пг/мг ткани)
Контроль 44.11 36.23 67.7 31.47 48 0.912ТПМ 55.5 8.36 92.27 83.91

ДОФУК (пг/мг ткани)
Контроль 19.07 11.85 21.41 9.56 57 0.631ТПМ 14.57 13.22 19.29 06.08

5-ГИУК (пг/мг ткани)
Контроль 405.9 380.46 433.45 52.99 60 0.481ТПМ 391.03 342.72 412.89 70.17

Таблица 6. Сравнение экспрессии генов casp3a, tnfa и isg15 в теленцефалоне зебраданио на
фоне нейротравмы

Статистически значимые различия между группами выделены жирным шрифтом (критерий Вилкоксо-
на–Манна–Уитни, p < 0.05, n = 8 в группе). Q1 – первый квартиль, Q3 – третий квартиль, IQR – межк-
вартильный размах. ТПМ – травматическое повреждение мозга.

Группа Медиана Q1 Q3 IQR Критерий
Вилкоксона, W

Значение р

casp3a (относительный уровень экспрессии)
Контроль 1.04 0.7 1.26 0.56 46 0.16ТПМ 0.64 0.38 0.86 0.49 46

tnfa (относительный уровень экспрессии)
Контроль 0.54 0.45 01.01 0.56 42 0.33ТПМ 0.4 0.26 0.79 0.52 42

isg15 (относительный уровень экспрессии)
Контроль 1.03 0.8 1.39 0.59 0

<0.001ТПМ 25.81 16.37 30.93 14.55 0

дов, растяжение и разрыв аксонов, гибель нейронов и глиальных клеток [44].
В ходе первичных повреждений происходит неспецифическая гибель клеток. Пер-
вичные повреждения инициируют возникновение вторичных повреждений, кото-
рые проявляются в системных нарушениях (отек мозга, увеличение внутричереп-
ного давления, ишемия), а также активацией физиологических и клеточных меха-
низмов, таких как эксайтотоксичность, нейровоспаление, окислительный стресс,
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митохондриальная дисфункция, программируемая клеточная смерть [12]. Вторич-
ные повреждения могут развиваются в течение часов, дней или даже недель после
первичной травмы, а также выходить за пределы места первоначального поврежде-
ния, затрагивая соседние и отдаленные области мозга, и именно от характера и тя-
жести вторичных повреждений во многом зависят итоговые функциональные по-
следствия ТПМ.

Хотя ТПМ приводит к неспецифической смерти нервных клеток в результате
некроза в первые минуты после травмы, клинические и экспериментальные дан-
ные указывают на важность “второй волны” клеточной гибели за счет апоптоза и
других механизмов программируемой смерти клеток [45]. При ТПМ происходят
характерные апоптотические изменения морфологии клеток (сморщивание, фраг-
ментация ядер, конденсация хроматина, образование апоптотических телец), а так-
же маркеров фрагментации ДНК и активации проапоптотических белков [46–50],
прежде всего каспаз, которые расщепляют белки и вызывают гибель клеток (каспа-
зы 3, 6 и 7) либо активируют другие каспазы (каспазы 2, 8 и 9) [51]. При ТПМ наи-
более распространенной причиной апоптоза является чрезмерный уровень внут-
риклеточного кальция, вызванный эксайтотоксичностью [12], что приводит к ак-
тивации каспаз и разрушениям клеточных структур при апоптозе. Кроме того,
апоптоз инициируется связыванием лигандов смерти (ФНО-α) с соответствующи-

Рис. 6. Влияние травматического повреждения мозга (TBI) на относительный уровень экспрессии (fold
change) генов casp3a, tnfa и isg15 в теленцефалоне зебраданио (n = 8 в группе). Данные нормированы от-
носительно гена eef1a1l1. Control – контрольная группа. Данные представлены как медиана ± межквар-
тильный размах.
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ми рецепторами [52], также активируя каскад каспаз и, в результате, апоптоз. По-
мимо апоптоза, описано еще несколько механизмов программируемой смерти кле-
ток, активируемых в результате ТПМ, в том числе некроптоз, аутофагия, пироптоз
и ферроптоз [53–55].

В настоящем исследовании травматическое повреждение конечного мозга зеб-
раданио привело к выраженным поведенческим нарушениям, свидетельствуя об
успешности постановки модели нейротравмы. Так, на 4-й день после ТПМ рыбы
демонстрировали гиполокомоцию, выраженную в снижении преодоленной дистан-
ции в тесте незнакомого аквариума, а также в нарушении рабочей памяти, выражен-
ное в снижении относительного количества чередований и увеличении количества
повторений в тесте Y-образного лабиринта. Эти данные согласуются с результатами
других работ на модели зебраданио, в которых повреждение мозга вызывало по-
добные поведенческие изменения [56–58], а также с моделями ТПМ на млекопи-
тающих, в которых когнитивные и моторные нарушения являются одними из наи-
более распространенных функциональных последствий травмы мозга [59–61].

Интересным наблюдением является значительное увеличение экспрессии isg15
в группе с ТПМ (рис. 5). Данный ген кодирует убиквитин-подобный белок ISG15
(interferon-stimulated gene 15), который может связываться с другими белками-мише-
нями в процессе ISG-илирования (ISGylation), похожем на убиквитинирование [62].
Показано, что ISG15 может играть важную роль в патогенезе ТПМ, о чем свиде-
тельствует многократное увеличение экспрессии его гена ISG15, а также степени
ISG-илирования белков в моделях нейротравмы на мышах и пациентов с ТПМ [63].
Более того, активация этого гена наблюдается при повреждениях нервной ткани раз-
личной этиологии, что позволяет говорить о ISG15 как об общем маркере поврежде-
ний нейронов. Тем не менее, физиологическая функция ISG15, а также функцио-
нальные последствия его активации в ответ на травму, еще плохо изучены [64]. Ре-
зультаты настоящей работы впервые указывают на активацию системы ISG15 при
ТПМ у зебраданио, что свидетельствует о высокой эволюционной консервативно-
сти данного ответа, и позволяет использовать зебраданио в качестве модели для
ISG15-ассоциированных патологий.

Любопытно, что повреждение теленцефалона не оказало влияния на уровень
экспрессии генов каспазы-3 и ФНО-α (рис. 5). Каспаза-3 является ключевым эф-
фектором апоптоза, а ФНО-α – важным провоспалительным цитокином, участву-
ющим в инициации нейровоспаления при ТПМ, а также индуктором апоптоза.
Увеличение экспрессии генов этих биомаркеров описано в моделях ТПМ как на
рыбах [65–67], так и на млекопитающих [28, 68–71]. В настоящей работе отсутствие
эффекта на них после примененного ТПМ может быть связано с более поздним сро-
ком забора проб для анализа (4 дня после травмы), когда основная острая фаза вос-
палительного ответа уже миновала. В пользу такого предположения говорит резкое
увеличение уровня экспрессии tnfa в первые часы после травмы, сменившееся посте-
пенным снижением, с возвратом к физиологическим значениям на 3- 4-й день в той
же модели ТПМ [66]. Увеличение экспрессии гена каспазы-3 в модели ТПМ рыб на-
блюдалось через 20 ч после повреждения, но не через 3 дня [65]. Аналогично, в мо-
делях на грызунах увеличение экспрессии гена ФНО-α наблюдается в первые часы
после травмы мозга, после чего этот показатель возвращается к норме [28, 68].
Напротив, увеличение экспрессии гена каспазы-3, а также содержания активи-
рованной формы этого белка у млекопитающих наблюдается через дни или даже
месяцы с момента травмы [69–71]. Таким образом, настоящее исследование ука-
зывает как на сходства, так и на различия молекулярного ответа на нейротравму у
зебраданио и млекопитающих.

Наконец, повреждение теленцефалона вызвало значительное снижение уровня
норадреналина в ткани головного мозга зебраданио (рис. 4). У зебраданио, как и у
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млекопитающих, тела норадренергических нейронов локализованы в голубом пят-
не ствола головного мозга, откуда восходящие проекции направляются к другим
отделам [72]. Учитывая локальность наносимой травмы, наблюдаемые нейрохими-
ческие изменения, вероятнее всего, связаны со вторичными повреждениями, вы-
званными ТПМ, нежели с механическим повреждением нервной ткани. Норадре-
нергические нейроны, наряду с дофаминергическими, наиболее подвержены мета-
болическим нарушениям, возникающим в результате их повреждения [73]. Так,
норадренергические нейроны голубого пятна демонстрируют высокую чувстви-
тельность к окислительному стрессу, вызванному нейровоспалением [74]. Показа-
но снижение содержания норадреналина и уменьшение числа норадренергических
нейронов в стволе мозга в ответ на проникающую травму сенсомоторной коры у
крыс, что может быть связано с окислительным стрессом [75]. Поскольку норадре-
налин играет важную роль в регуляции многих функций ЦНС [76], снижение уров-
ня этого моноамина в мозге зебраданио может быть отчасти ответственно за на-
блюдаемые в работе когнитивные и моторные нарушения.

В целом, перспективность использования зебраданио в моделях ТПМ связана с
сочетанием этим организмом как эволюционно консервативных, так и отличных
от млекопитающих особенностей. Так же, как у грызунов, ТПМ у зебраданио вы-
зывает развитие вторичных повреждений, связанных с эксайтотоксичностью, ней-
ровоспалением, окислительным стрессом и апоптозом [57, 77, 78]. При этом рыбы
обладают несопоставимо большей способностью к нейрорегенерации за счет ин-
тенсивного нейрогенеза – мозг взрослой зебраданио содержит 16 зон активной
пролиферации нейронов в сравнении с двумя у млекопитающих [79]. Таким обра-
зом, в то время как у млекопитающих ТПМ приводит к перманентному разруше-
нию нейронных связей, аккумуляции вторичных повреждений и образованию гли-
ального рубца, зебраданио способны достаточно быстро регенерировать обширные
повреждения без долгосрочных последствий [35]. Раскрытие молекулярных меха-
низмов регенерации мозга у рыб может позволить определить потенциальные те-
рапевтические мишени, способствующие репарации нейронов и функционально-
му восстановлению при повреждениях ЦНС у человека. Кроме того, сравнитель-
ный анализ ответа на травму мозга у зебраданио и млекопитающих может дать
ценную информацию о барьерах, препятствующих нейрорегенерации у высших
позвоночных.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В целом настоящее исследование показало, что нейротравма конечного мозга
зебраданио вызывает когнитивные и моторные нарушения, увеличение экспрес-
сии isg15 и снижение содержания норадреналина в мозге. Поведенческие измене-
ния, наблюдаемые в настоящей модели, согласуются с таковыми в моделях на мле-
копитающих и у пациентов с ТПМ, что свидетельствует о ее трансляционном по-
тенциале. Для зебраданио активация экспрессии isg15 в ответ на травму была
показана впервые, что может указывать на наличие эволюционно консервативного
механизма ответа на травму ЦНС, опосредованного ISG15. Кроме того, было впер-
вые описано влияние ТПМ на состояние моноаминергических систем зебраданио,
что является важным дополнением к существующему описанию нейрохимических
изменений в данной модели при нейротравмах.
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Behavioral, Genomic and Neurochemical Deficits Evoked by Neurotrauma
in Adult Zebrafish (Danio rerio)
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Traumatic brain injury (TBI) is a serious biomedical problem with high prevalence and
mortality risks. Understanding TBI in traditional (e.g., rodent) animal models often
presents challenges due to the complexity of their brain and its limited regenerative capa-
bilities. Here, we present novel data obtained using the zebrafish TBI model based on a
stab wound of telencephalon, aiming to investigate behavioral and molecular consequenc-
es of TBI in zebrafish. Four days following the injury, adult zebrafish displayed hypoloco-
motion in the novel seen tank test and impaired working memory in the Y-maze test, par-
alleling behavioral deficits in rodent models and human TBI patients. Molecular analyses
of key genes involved in the inflammatory response and cell death pathways revealed a re-
markable upregulation of the interferon-stimulated gene 15 (isg15) in the injured telen-
cephalon, a general biomarker for neuronal damage. Furthermore, noradrenaline (but
not dopamine or serotonin) levels in whole-brain tissue declined following TBI, likely
contributing to the observed cognitive deficits and implicating neurotransmitter dysreg-
ulation in TBI pathogenesis.

Keywords: traumatic brain injury, zebrafish, telencephalon, behavior, noradrenaline, isg15
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