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Аннотация. Проведено иммуногистохимическое исследование на крысах 
Wistar, которое демонстрирует локализацию в нейронах различных отделов 
мозга белка клаудина-2, который, как известно, является белком плотных 
контактов и характерен для эпителиальных клеток. Наибольшая плотность 
иммунопозитивных к клаудину-2 структур выявлена в клетках коры боль-
ших полушарий, в структурах гипоталамуса, в гиппокампе, в клетках ядра 
одиночного тракта в  продолговатом мозге. Результаты ПЦР в  реальном 
времени демонстрируют стабильную экспрессию гена, кодирующего клау-
дин-2, в коре больших полушарий и в гипоталамусе, а результаты вестерн-
блот-анализа демонстрируют присутствие белка клаудина-2 в этих отделах 
мозга. Анализ двойного флуоресцентного иммуномечения в гипоталамусе 
свидетельствует о локализации клаудина-2 как в позитивных, так и в нега-
тивных к проопиомеланокортину клетках аркуатного ядра гипоталамуса, 
в вазопрессин-позитивных и вазопрессин-негативных клетках супраоптиче-
ского и паравентрикулярного ядер, что свидетельствует о присутствии этого 
белка в нейронах различных нейрохимических типов. Не выявлено в ядрах 
гипоталамуса колокализации клаудина-2 с GFAP – маркером астроцитов, 
но показана колокализация с PSD-95 – белком постсинаптических утолще-
ний. Полученные данные впервые демонстрируют локализацию клаудина-2 
в нейронах мозга, что является морфологической базой для исследования его 
функциональной роли в мозге.

Ключевые слова: мозг, клаудин-2, гипоталамус, аркуатное ядро, супраоптиче-
ское ядро, проопиомеланокортин, вазопрессин, астроциты, постсинаптиче-
ские утолщения
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Abstract. An immunohistochemical study on Wistar rats demonstrated the localiza-
tion of claudin‑2, a tight junction protein characteristic of epithelial cells, in neu-
rons across various brain regions. The highest density of claudin-2-immunopositive 
structures was detected in the cerebral cortex, hypothalamic structures, hippocam-
pus, and in cells of the nucleus of the solitary tract in the medulla oblongata. Re-
al-time PCR results demonstrate stable expression of the gene encoding claudin-2 
in the cerebral cortex and hypothalamus, and Western blot results demonstrate the 
presence of claudin-2 protein in these brain regions. Double fluorescent immunola-
beling analysis in the hypothalamus indicates localization of claudin-2 in both proo-
piomelanocortin-positive and -negative cells of the arcuate nucleus of the hypothal-
amus, and in vasopressin-positive and vasopressin-negative cells of the supraoptic 
and paraventricular nuclei, indicating the presence of this protein in neurons of var-
ious neurochemical types. No colocalization of claudin-2 with GFAP, an astrocyte 
marker, was detected in hypothalamic nuclei, however, colocalization with PSD-95, 
a postsynaptic density protein, was demonstrated. These data showed for the first 
time the localization of claudin-2 in brain neurons, providing a morphological basis 
for studying its functional role in the brain.

Keywords: brain, claudin-2, hypothalamus, arcuate nucleus, supraoptic nucleus, 
proopiomelanocortin, vasopressin, astrocytes, postsynaptic density
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ВВЕДЕНИЕ

Клаудины – семейство трансмембранных белков, которые участвуют в форми-
ровании плотных контактов и, таким образом, являются ключевыми компонен-
тами барьерных свойств тканей и контроля транспорта веществ между клетками. 
Продукцию клаудинов связывают прежде всего с эпителиальными клетками и, 
в частности, с эндотелием капилляров [1]. 

Клаудин-2 – один из белков этого семейства, особенностью которого является 
его участие в образовании катион-селективных пор между клетками, через которые 
осуществляется парацеллюлярный транспорт неорганических ионов и воды [2]. 
Согласно информации базы человека, наибольшая экспрессия гена CLDN2 вы-
явлена в почках и кишечнике, однако в значительно меньшей степени его экс-
прессия отмечается и в различных отделах мозга (амигдала, стриатум, гиппокамп, 
префронтальная кора, гипоталамус и др.) [3]. Однако вопрос о локализации белка 
клаудина-2 в мозге требует уточнения.

В мозге клаудин-2 выявлен в клетках сосудистых сплетений (сhoroid plexus) 
желудочков мозга и, таким образом, вовлечен в регуляцию процессов парацел-
люлярного транспорта и поддержании гематоликворного барьера [4–6]. Показано, 
что у мышей клаудин-2 может присутствовать в эндотелиальных клетках капилляр-
ной сети мозга и, таким образом, является компонентом гематоэнцефалического 
барьера [7]. 

Гипоталамус – важнейший центр мозга, контролирующий вегетативные функ-
ции организма и регуляцию гомеостаза. Гипоталамус характеризуется обширной 
васкуляризацией, что связывают с расположением здесь нейросекреторных кле-
ток [8]. Показано, что в аркуатном (инфундибулярном у человека и приматов) ядре 
гипоталамуса гематоэнцефалический барьер ослаблен, что позволяет различным 
факторам из периферического кровотока (инсулин, лептин и др.) воздействовать 
на соответствующие рецепторы, локализованные на нейронах этой структуры 
мозга [9]. При этом клетки астроглии являются важным компонентом барьерных 
свойств мозга. Они занимают промежуточное положение между капиллярами 
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и нейронами, способствуют транспортировке питательных веществ к нейронам 
и защищают их от токсинов, содержащихся в крови [10]. Каких-либо данных о ло-
кализации клаудина-2 в структурах гипоталамуса нами не обнаружено.

Цель настоящего исследования – оценить экспрессию Cldn2 и локализацию 
его белка в структурах гипоталамуса и сравнить с другими отделами мозга крысы. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследования проведены на половозрелых самцах крыс Вистар (220–250 г) 
в утренние часы (10:00–11:00 ч) под изофлурановой анестезией. Животных содержа-
ли в стандартных условиях вивария (12-часовой световой режим: 12 ч свет/12 ч ночь, 
температура 23 ± 2 °С) со свободным доступом к воде и пище.

Для молекулярных исследований мозг (n = 6) замораживали в сухом льду. С по-
мощью криостата (при –20 °С) вырезали гипоталамус, который делили вдоль 3-го 
желудочка мозга на две симметричные части, а также участок с первичной и вто-
ричной моторной и сенсомоторной областями коры больших полушарий. Заморо-
женную ткань использовали для выделения тотальной РНК c помощью RNA-extract 
(Evrogen, Россия) согласно инструкции производителя, а также для приготовления 
проб и анализа уровня белка методом вестерн-блот анализа [11]. 

Методика ПЦР в реальном времени и приготовление обратной транскрип-
ции (ОТ) ранее подробно описана [12, 13]. Для реакции использованы прайме-
ры (Евроген, Россия) гена Cldn2 (NM_001106846, Forvard – TCCTCGCTGGCC 
TGCATTATCT, Reverse – TCCCGGAGAATGCCGTGAAGAT) и праймеры кон-
трольного гена Gapdh, кодирующего Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, 
(NM_017008, Forvard – CCCATTCTTCCACCTTTG ATGCT, Reverse – CTGTTG
CTGTAGCCATATTCAT), набор ОТ MMLV RT kit (Evrogen, Россия) согласно ин-
струкции производителя. Амплификацию проводили на приборе «Real-Time System 
CFX96 C1000 Touch Thermal Cycler» (BioRad Laboratories, Inc., Сингапур). Чистота 
продукта ПЦР оценивалась с помощью электрофореза в 30%-ном агарозном геле 
с бромистым этидием с помощью гель-документирующей системы (Chemidoc, 
BioRad, Великобритания).

Для иммуноблоттинга белки (45 мкг на лунку) разделяли с помощью электро-
фореза (SDS-PAGE) в 12%-ном Bis-AA полиакриламидном геле и переносили 
на нитроцеллюлозную мембрану. Для инкубации были использованы первич-
ные поликлональные антитела кролика к клаудину-2 (#51-6100, Invitrogen, США; 
1 : 500) и вторичные IgG козы против кролика, конъюгированные с пероксидазой 
(A0545, Sigma‑Aldrich, США; 1 : 10000). Первичные антитела мыши к GAPDH 
(#T0004, Affinity Biosciences Inc., Китай, 1 : 6000) и IgG козы против мыши, ко-
ньюгированные с пероксидазой хрена, были использованы для выявления кон-
трольного белка. Для визуализации использовали хемифлуоресцентный реагент 
ECL («Invitrogen, Life Technologies», США) и ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad, 
Великобритания).

Для иммуногистохимических исследований мозга крысам (n = 4) проводили транс
кардиальную перфузию 4%-ным забуференным раствором параформальдегида, 
процедура ранее была подробно описана [14]. Из разных отделов замороженно-
го мозга с помощью криостата (Leiсa СМ-1510, Германия) изготавливали фрон-
тальные срезы (20 мкм), которые монтировали на стекла SuperFrost/plus (Menzel, 
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Германия). Иммуногистохимические реакции проводили после демаскировки ан-
тигена кипячением стекол со срезами в цитратном буфере (pH 6,0) [11]. 

Для выявления клаудина-2 использовали одиночное иммуномечение 
ABC-ДАБ-методом, протокол реакции ранее был подробно описан  [14]. Для 
инкубации были использованы те же антитела кролика к клаудину-2 (#51-6100, 
Invitrogen, США; 1 : 300, 48 ч при 4 °С), вторичные Ig козы против кролика, конъю-
гированные с биотином (VectorLabs., США; 1 : 800), раствор стрептавидин–перок-
сидаза (Sigma, США, 1:1200). Для визуализации реакции использовали 0,05%-ный 
раствор диаминобензидина (Sigma, США) с 0,015%-ной перекисью водорода. Пре-
параты заключали под покровное стекло по стандартной гистологической методике 
с помощью Bio-Mount (Bio-Optica, Италия). Специфичность реакции проверяли 
с помощью негативного контроля (реакции без первичных антител). Положитель-
ным контролем иммуногистохимической реакции являлась реакция в клетках со-
судистого сплетения 3-го желудочка мозга, где клаудин-2 ранее был описан [4, 5]. 
Полученные препараты анализировали в проходящем свете с помощью микро-
скопа Carl Zeiss Imager A1 (Германия), оснащенным видеокамерой Axiocam 712, 
с программным обеспечением Zen 3.4 (blue edition).

Для выяснения вопроса о локализации клаудина-2 в нейронах использовали 
двойное флуоресцентное иммуномечение по ранее описанному стандартному 
протоколу [12, 14]. Для реакций была использована смесь первичных поликло-
нальных антител кролика к клаудину-2 (#51-6100, Invitrogen, США; 1 : 200) с мо-
ноклональными антителами мыши к проопиомеланокортину (POMC, #ab73092, 
Abcam, Великобритания; 1 : 1000), или к глиальному фибриллярному кислому белку 
(GFAP, #GB12096, Servicebio, Китай; 1 : 200), или к белку постсинаптического 
утолщения-95 (PSD-95, #ab2723, Abcam, Великобритания; 1 : 200), или к вазопрес-
сину (подарок Dr Harold Heiner, NIH, США; 1 : 1000). Инкубации с первичными 
антителами проводили в течение 48 ч при 4 °С. После тщательной промывки срезы 
инкубировали в смеси вторичных IgG, конъюгированных с разными флуорохрома-
ми: цыпленка против кролика-Alexa-488 и осла против мыши-Alexa-568 (Invitrogen, 
США; 1 : 1000). В ряде случаев перед заключением под покровное стекло с помо-
щью среды Мовиол (Sigma, США) срезы инкубировали в течение 10 мин в растворе 
ядерного красителя Topro-3 (Invitrogen, 1 : 1500). Специфичность реакции также 
проверяли с помощью негативного и позитивного контроля. 

Анализ флуоресцентного иммуномечения проводили с помощью микроскопа 
DMI6000 и лазерной сканирующей конфокальной установки Leica TСS SР5 (Leiсa 
Microsystems, Германия). Было проведено последовательное сканирование с по-
мощью объектива 20× и иммерсионного объектива 63× и лазеров с длиной волны 
возбуждения 488, 568 и 650 нм.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Результаты ПЦР демонстрируют стабильную экспрессию гена, кодирующего 
клаудин‑2, в гипоталамусе у крыс Wistar, что подтверждается и результатами ве-
стерн-блот‑анализа, которые свидетельствуют о присутствии белка клаудина-2 
в гипоталамусе (рис. 1). Аналогичные результаты получены и для коры больших 
полушарий.

Анализ препаратов с одиночным иммуномечением свидетельствует о широком 
распространении клаудина-2 в клетках всех отделов мозга. Наибольшая плотность 
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иммунопозитивных структур выявлялась в ядрах гипоталамуса, в частности в ар-
куатном ядре (рис. 2a), в супраоптическом ядре, в нейронах полей гиппокампа, 
разных отделах коры больших полушарий, в продолговатом мозге в клетках ядра 
одиночного тракта (рис. 2б, в, г), а также в других структурах мозга. 

Интенсивная иммуногистохимическая реакция к клаудину-2 отмечается в со-
судистом сплетении 3-го желудочка мозга (рис. 3а), что является положительным 
контролем для проведенной нами реакции в мозге, так как локализация клауди-
на-2 в сосудистом сплетении ранее была показана [4, 5]. Реакция без первичных 

Рис. 1. Анализ гипоталамуса крысы: сигнал амплификации гена Cldn2 (a), кривая плавления 
продукта ПЦР (б), уровень белка (в). Данные на (a) и (в) – скриншоты, полученные с помощью 
программы CFX Maneger 3.1.1517.0823 (Bio-Rad) 
Fig. 1. Analysis of the rat hypothalamus: Cldn2 gene amplification signal (a), PCR product melt-
ing curve (б), and protein level (в). Data in (a) and (в) are images obtained using the CFX Manager 
3.1.1517.0823 software (Bio-Rad)
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антител – негативный контроль (рис. 3б) – демонстрирует отсутствие реакции, что 
подтверждает специфичность проведенных нами реакций. 

Анализ представленных на  рис.  2 структур мозга при большем увеличении 
(рис. 4) свидетельствует о присутствии иммунопозитивного материала в клетках 
в виде мелких гранул, которые наиболее интенсивно выявляются в гиппокампе 
(поле С1 и С3), в коре больших полушарий (рис. 4б, в). 

Хорошо известно, что в аркуатном ядре гипоталамуса локализованы несколько 
типов нейронов, которые продуцируют различные белки, в частности POMC, 
вовлеченный в регуляцию пищевого поведения и энергетического баланса [9, 10]. 
Поэтому было проведено двойное флуоресцентное иммуномечение клауди-
на-2 и POMC с целью выяснить, может ли продукция клаудина-2 в аркуатном 

Рис. 2. Клаудин-2-иммунопозитивные клетки (стрелки) в клетках аркуатного ядра гипоталаму-
са (a), гиппокампа (б), коры больших полушарий (в), ядра одиночного тракта (г). 3v – третий 
желудочек мозга. Масштаб 200 мкм
Fig. 2. Claudin-2 immunopositive cells (arrows) in the arcuate nucleus of the hypothalamus (a), hippo-
campus (б), cerebral cortex (в), and nucleus of the solitary tract (г). 3v – third ventricle. Scale bars 200 µm
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ядре быть связана с каким-то конкретным нейрохимическим типом нейронов. 
Также было проведено двойное флуоресцентное иммуномечение клаудина-2 
и GFAP – маркером астроцитарной глии, что позволит ответить на вопрос о воз-
можной локализации клаудина-2 в астроцитах в аркуатном ядре. Полученные 
результаты демонстрируют локализацию клаудина-2 как в POMC-позитивных, 
так и в POMC-негативных нейронах (рис. 5a), а также отсутствие локализации 
клаудина-2 в астроцитах (рис. 5б).

Двойное флуоресцентное иммуномечение клаудина-2 и PSD-95 – маркера пост-
синаптических утолщений свидетельствует об их колокализации в аркуатном ядре 
гипоталамуса (рис. 6), что подтверждает возможность мембранной локализации 
клаудина‑2 в нейронах. 

При исследовании препаратов как с одиночным, так и с флуоресцентным имму-
номечением не было выявлено локализации клаудина-2 в капиллярах сосудистой 
оболочки мозга. Небольшая иммунореактивность отмечалась в вентральной обла-
сти срединного возвышения (рис. 1a). При этом в стенке синусоидных капилляров, 
расположенных рядом с оптической хиазмой в области супраоптического ядра 
гипоталамуса, была выявлена интенсивная реакция к клаудину-2 (рис. 7). 

Вазопрессин – нейрогормон, который, как хорошо известно, вырабатывается 
в нейросекреторных клетках паравентрикулярного и супраоптического ядер ги-
поталамуса [15]. В супраоптическом ядре клаудин-2 иммунопозитивные гранулы 
выявлялись в перикарионах как вазопрессин-иммунопозитивных, так и в вазопрес-
син-иммунонегативных клетках. При этом гранулы клаудина-2 выявлялись не во 
всех вазопрессин-иммунопозитивных клетках, но в некоторых клетках выявлялось 
довольно много гранул. Аналогичные результаты отмечены и в паравентрикуляр-
ном ядре гипоталамуса.

Рис. 3. Позитивный (a) и негативный ((б) – реакция без первичных антител) контроли для имму-
ногистохимической реакции к клаудину-2 в мозге. Стрелки указывают на сосудистое сплетение 
3-го желудочка мозга крысы. Масштаб: 100 мкм
Fig. 3. Positive (a) and negative ((б) – reaction without primary antibodies) controls for the immu-
nohistochemical reaction to claudin-2 in the brain. Arrows indicate the choroid plexus of the rat third 
ventricle. Scale bar: 100 µm
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные результаты демонстрируют экспрессию гена Cldn2 и его белка 
в мозге крыс. Представленные данные свидетельствуют о том, что клаудин-2 может 
быть избирательно локализован не только в капиллярах мозга, но и непосредствен-
но в нейронах, что характерно для различных областей мозга (разные области коры 
больших полушарий, ядра гипоталамуса, гиппокамп, продолговатый мозг и др.). 
Эти результаты выглядят несколько парадоксально, так как клаудин-2 хорошо из-
вестен как трансмембранный белок межклеточных взаимодействий и многократно 
был показан в эпителиальных клетках различных органов, где он участвует в фор-
мировании межклеточных пор, осуществляющих транспорт ионов и воды [6].

Мы не ставили перед собой задачу количественно оценить уровень белка. 
Однако при сопоставлении с  контрольным белком GAPDH можно отметить 

Рис. 4. Иммуногистохимическая реакция к клаудину-2 в клетках аркуатного ядра гипоталамуса 
(a), гиппокампа (б), коры больших полушарий (в) и ядра одиночного тракта (г). Изображения 
получены с помощью иммерсионного объектива 100×. Масштаб: 10 мкм
Fig. 4. Immunohistochemical reaction to claudin-2 in the cells of the hypothalamic arcuate nucleus (a), 
hippocampus (б), cerebral cortex (в), and nucleus of the solitary tract (г). The images were obtained 
using a ×100 immersion objective. Scale bars: 10 μm
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существование, по‑видимому, индивидуальных особенностей между животными 
в уровне клаудина-2, в частности в гипоталамусе. 

Экспрессия гена Cldn2 ранее была выявлена у крыс в гиппокампе и в коре боль-
ших полушарий [16], однако не было сведений о структурной локализации белка 
клаудина-2. 

Полученные нами данные впервые демонстрируют, что клаудин-2 присутству-
ет в различных типах нейронов: позитивных и негативных к POMC (в аркуатном 
ядре гипоталамуса), в вазопрессин-иммунопозитивных и других, а также не ло-
кализован в астроцитах. Это, очевидно, свидетельствует о какой-то специаль-
ной функции клаудина-2 в нервной ткани. При этом колокализация клаудина-2 
с маркером постсинаптических утолщений свидетельствует как о возможности 
его мембранной локализации, так и о вовлечении клаудина-2 в процессы си-
наптической передачи. 

Увеличение экспрессии клаудина-2 в эпителиальных тканях выявлено при раз-
личных патологиях: при воспалительных процессах в кишечнике [17, 18], при коло-
ректальном раке [19], при этом была показана колокализация клаудина-2 в клетках 
с маркерами аутофагии [20], а также в поджелудочной железе, что позволяет рас-
сматривать клаудин-2 как маркер диабета [21], при заболеваниях почек и развитии 
нефропатии при диабете 1-го типа [22], что свидетельствует о вовлечении клауди-
на-2 в воспалительные реакции организма.

Рис. 5. Двойное флуоресцентное иммуномечение в аркуатном ядре гипоталамуса крысы клауди-
на-2 (зеленый цвет) c POMC (a) или с GFAP (б) (красный цвет). На (а): сплошные стрелки – кла-
удин-2 в POMC-позитивных нейронах, штриховые стрелки – клаудин-2 в POMC-негативных 
нейронах, ядра мечены ядерным красителем Topro-3 (синий). На (б): сплошные стрелки – кла-
удин-2-позитивные структуры. Масштаб: 25 мкм
Fig. 5. Double fluorescent immunolabeling in rat arcuate hypothalamic nucleus of the claudin-2 (green) 
with POMC (a) or GFAP (б) (red). In (a): solid arrows – claudin-2 in POMC‑positive neurons, dashed 
arrows – claudin-2 in POMC-negative neurons, nuclei are labeled with the nuclear dye Topro-3 (blue). 
In (б): solid arrows – claudin-2 positive structures. Scale bars: 25 μm



РОССИЙСКИЙ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ ИМ. И.М. СЕЧЕНОВА /  
RUSSIAN JOURNAL OF PHYSIOLOGY. 2026. Т. 112. № 4

ПЬЯНКОВ и др. / PYANKOV et al.866

Экспрессия клаудина-2 также была выявлена и вне эпителия, в частности в мак
рофагах [23]. Однако существует точка зрения, что это может быть не физиологи-
ческим, а патологическим процессом [6]. Увеличение уровня мРНК клаудина-2 
в мозге наблюдалось при эпилепсии [16], однако вывода о функциональной роли 
клаудина-2 в мозге не было сделано. 

Наше морфологическое исследование проведено на здоровых животных, и та-
кое широкое распределение клаудина-2 в различных типах нейронов не позволяет 

Рис. 6. Двойное флуоресцентное иммуномечение в аркуатном ядре гипоталамуса крысы клау-
дина-2 (a) – зеленый, PSD-95 (б) – красный, ядра (в) – синий цвет, а также их совмещение (г). 
Сплошные стрелки – позитивный сигнал к клаудину-2 (а) или PSD-95 (б), штриховые стрел-
ки – их колокализация. Масштаб: 10 мкм
Fig. 6. Double fluorescent immunolabeling in rat arcuate hypothalamic nucleus of claudin‑2 (a) – green, 
PSD-95 (б) – red, nuclei (в) – blue, and their merge (г). Solid arrows – claudin-2 (a) or PSD-95 (б) 
positive signal, dashed arrows – their colocalization. Scale bar: 10 μm
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нам сделать вывод о том, что это патологический процесс. Однако выяснение функ-
ционального значения выявленного нами факта будет предметом нашего дальней-
шего изучения. 
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