
ВВЕДЕНИЕ 

Пренатальные повреждения центральной нервной
системы (ЦНС) приводят к развитию неврологических
и когнитивных расстройств у детей [1–4].
Пренатальное воздействие алкоголя (ПВА) служит
причиной фетального алкогольного спектра
нарушений (ФАСН) [5], в котором особое место
занимает спектр нарушений со стороны ЦНС, 
которая является одной из наиболее чувствительных 
к поступающему со стороны матери алкоголю [5–8].

Результаты исследований последних лет
свидетельствуют о том, что медиаторы воспаления, 
в том числе цитокины, задействованы в механизмах
регуляции высших функций мозга [9]. Однако 
в мировой литературе до сих пор мало работ,
посвящённых изучению состояния нейроиммунных
взаимодействий в развивающемся мозге при ПВА, 
и практически отсутствуют сведения о влиянии ПВА
на систему врождённого иммунитета в ЦНС.

Цель нашей работы заключалась в получении
новых сведений о влиянии ПВА на уровень
экспрессии генов системы врождённого иммунитета 
у крыс в коре переднего отдела мозга в неонатальном
периоде развития и фармакологической коррекции
нейроиммунных механизмов в мозге крысят с ПВА
при помощи рифампицина (Rif). Ранее Rif показал
противовоспалительные и нейропротекторные
свойства на различных моделях патологических
состояний нервной системы [10–13].

МЕТОДИКА

Животные

В эксперименте были использованы взрослые
самцы (250-300 г, n=3) и самки (200-250 г, n=6) 
крыс породы Wistar, приобретённые в питомнике
“Рапполово” (Россия). Животных содержали 
в раздельных пластиковых клетках с неограниченным
доступом к воде и корму. Каждый самец 
был спарен с двумя самками. Первый день
беременности устанавливали на основании
обнаружения у самок сперматозоидов в вагинальном
мазке. При обнаружении сперматозоидов самок
животных маркировали, определяли массу тела,
отсаживали её в отдельную клетку и начинали 
отсчёт срока беременности.

Моделирование пренатального воздействия 
алкоголя (ПВА)

Беременные крысы были разделены 
на две группы: группа полупринудительной
алкоголизации 15% раствором этанола в качестве
единственного источника жидкости (n=3) и
контрольная группа, получающая воду (n=3). 
В каждом помёте было по 8-10 крысят, 
для продолжения эксперимента оставляли по 6 крысят
в помете (18 крысят с ПВА, 18 крысят без ПВА). 
При измерении массы тела животных (беременных
крыс и потомства) значительных различий между
группами обнаружено не было.
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Этанол служит причиной длительных изменений в системе toll-подобных рецепторов (TLR), 
способствуя активации путей нейровоспаления. Употребление алкоголя во время беременности вызывает
нейровоспалительный процесс у плода, что может приводить к развитию симптомов фетального алкогольного
спектра нарушений (ФАСН). В нашем исследовании показано, что пренатальное воздействие алкоголя вызывает
долгосрочные изменения в экспрессии генов системы TLR-сигнализации (Tlr3, Tlr4, Ticam, Hmgb1, генов цитокинов)
в коре переднего отдела мозга крысят. Применение рифампицина (Rif), способного снижать уровень
провоспалительных медиаторов при различных патологических состояниях нервной системы, нормализовало
изменённый уровень экспрессии исследуемых генов TLR-сигнализации. Это свидетельствует о том, что Rif может
предотвращать развитие стойких нейровоспалительных явлений в коре переднего отдела мозга крысят, вызванных
дисрегуляцией в системе TLR.
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Введение рифампицина (Rif)

Из каждого помёта случайным образом было
отобрано по 2 животных. На протяжении первых 
7 суток неонатального развития животным с ПВА
(группа “ПВА + Rif”, n=6) внутибрюшинно (в/бр)
вводили рифампицин 50 мг/кг, (“Белмедпрепараты”,
Беларусь). Rif растворяли в физиологическом
растворе (физ. р-р). Второй (“ПВА + физ. р-р”; n=4) 
и третьей (“контроль”; n=6) группе крысят 
на протяжении первых 7 суток неонатального 
развития в/бр вводили физ. р-р в эквивалентном
объёме. На 8 сутки постнатального развития 
был произведён забор коры переднего отдела 
мозга. Образцы немедленно замораживали и 
хранили при -78°С.

Полимеразная цепная реакция в режиме 
реального времени

Тотальную РНК выделяли с помощью реагента
ExtractRNA (“Евроген”, Россия) в полном
соответствии с инструкцией производителя.
Обработку проб проводили с использованием 
ДНКазы (“Promega”, США). Концентрацию
полученной РНК измеряли на спектрофотометре
Implen NanoPhotometer P330 (“Implen”, Германия).
Чистоту выделенного продукта оценивали 
по отношению А260/А280 (в норме ≥1,8). Синтез кДНК
проводили методом обратной транскрипции (ОТ) 
в 20 мкл с использованием набора реактивов 
MMLV RT kit (“Евроген”) в полном соответствии 
с инструкцией производителя. Полимеразную цепную
реакцию (ПЦР) с детекцией в режиме реального
времени проводили в амплификаторе Mx3005P
(“Stratagene”, США) в 10 мкл реакционной смеси,
содержащей SYBR Green MIX (“Biolabmix”, Россия),
смесь специфических прямых и обратных праймеров
(“Beagle”, Россия), подобранных с использованием
программного обеспечения Primer-BLAST (таблица).
Полученные данные нормировали к уровню 

гена Gapdh и рассчитывали в относительных единицах
по отношению к содержанию мРНК изучаемого гена
(таблица) методом 2ΔΔCt [14].

Статистическая обработка данных

Для статистической обработки полученных
данных использовали программу Graph Pad Prizm v. 6.
Для сравнения групп использовали U-критерий
Манна-Уитни для независимых малых выборок.
Нормальность распределения проверяли тестом
Д'Агостино-Пирсона. Различия считали статистически
значимыми при р≤0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Влияние ПВА на уровень экспрессии генов TLR

На 8 сутки после рождения в коре переднего
отдела мозга животных группы “ПВА + физ. р-р” 
были повышены уровни мРНК TLR3 (в 1,46 раз) и
TLR4 (в 1,75 раз). Уровень мРНК TLR7 значимо 
не изменялся (рис. 1). Анализ содержания 
мРНК адаптерных белков (MYD88, TICAM) (рис. 2) и
транскрипционных факторов (NF-κB, IRF1, IRF3, IRF7)
(рис. 3), вовлечённых в TLR-опосредованную
сигнализацию, выявил повышение содержания 
мРНК TICAM (в 1,73 раза) (рис. 2). Исследование
содержания мРНК для ряда провоспалительных 
(IL-1β, TNF-α, IL-6, IFN-γ, CCL2) (рис. 4) и
противовоспалительных цитокинов (TGF-β, IL-13, 
IL-10, IL-11, IL-4) (рис. 5) показало, что на 8 сутки 
в коре переднего отдела мозга животных был повышен
уровень мРНК: IL-1β (в 1,38 раз), TNF-α (в 1,54 раза),
IFN-γ (в 1,94 раза), CCL2 (в 1,29 раз), IL-13 (в 1,88 раз),
IL-10 (в 3,64 раза), IL-11 (в 2,24 раза), IL-4 (в 1,71 раза).
Также был отмечен повышенный уровень 
мРНК HMGB1 — белка, который опосредует
активацию TLR4-сигнализации, которая приводит 
к экспрессии и секреции провоспалительных
цитокинов (в 1,54 раза) (рис. 6).

Айрапетов и др.
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Таблица. Последовательность праймеров

Ген
Праймеры

Прямой (5′-3′) Обратный (5′-3′)
Tlr3 AACTGGAGAACCTCCAAGA CACCCTGGAGAAAACTCTTT
Tlr4 ACTCTGATCATGGCATTGTT GTCTCAATTTCACACCTGGA
Tlr7 TGAAAATGGTATTTCCAATGTG TAAGGGTAAGGTTGGTGGTA
Hmgb1 CTCTGATGCAGCTTATACGA AAAAGACTAGCTTCCCCTTG
Myd88 TCATTGAGAAAAGGTGTCGT AGTGCAGATAGTGATGAAC
Ticam GCTCAGCTAGATGATGTGAT TGACAGTGCAGACCTGG
NfκB ATACTGCTTTGACTCACTCC AGGTATGGGCCATCTGTT
Irf1 CGGAAGTTACCTTCTAGCTC CGGAAGTTACCTTCTAGCTC
Irf3 AATTCCTCCCCTGGCTC CATGGGATCCTGAACTTTGT
Irf7 TTGGTTACACTATCTGTGGC CTACTGACCTCACCCAAGA
Il1β TGTCTGACCCATGTGAGCTG TTTGGGATCCACACTCTCCAG
Ccl2 AAGATGATCCCAATGAGTCG TGGTGACAAATACTACAGCTT
Il10 CTGCAGGACTTTAAGGGTTA CCTTTGTCTTGGAGCTTATT
Il6 ACTTCACAAGTCGGAGGCTT AATTGCCATTGCACAACTCTTTTC
Tnfα CACGTCGTAGCAAACCAC TATGAAATGGCAAATCGGCT
Tgfβ GGACTACTACGCCAAAGAAG GGTTTTGTCATAGATTGCGTT
Il13 TGTAACCAAAAGGCCTCGGA TGGCCATAGCGGAAAAGTTG
Il4 CGGTGAACTGAGGAAACT TCAGTGTTGTGAGCGTGG
Ifnγ AGCCTAGAAAGTCTGAAGAAC ATTTTCGTGTTACCGTCCTTT
Il11 GGGACATGAACTGTGTTTGT GGTAGGTAGGGAGTCCAGAT
Gapdh GCCAGCCTCGTCTCATA GTGGGTAGAGTCATACTGGA
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Рисунок 1. Содержание мРНК TLR в коре переднего
мозга крысят на 8 сутки неонатального развития
(условные единицы, средние значения ± SEM; 
* – p≤0,05 по отношению к контролю, # – p≤0,05 
по отношению к группе ПВА).

Рисунок 2. Содержание мРНК адаптерных белков 
в коре переднего мозга крысят на 8 сутки неонатального
развития (условные единицы, средние значения ± SEM; 
* – p≤0,05 по отношению к контролю).

Рисунок 3. Содержание мРНК транскрипционных
факторов в коре переднего мозга крысят на 8 сутки
неонатального развития (условные единицы, средние
значения ± SEM; * – p≤0,05 по отношению к контролю, 
# – p≤0,05 по отношению к группе ПВА).

Рисунок 4. Содержание мРНК провоспалительных
цитокинов в коре переднего мозга крысят на 8 сутки
неонатального развития (условные единицы, средние
значения ± SEM; * – p≤0,05 по отношению к контролю, 
# – p≤0,05 по отношению к группе ПВА).

Рисунок 5. Содержание мРНК противовоспалительных
цитокинов в коре переднего мозга крысят на 8 сутки
неонатального развития (условные единицы, средние
значения ± SEM; * – p≤0,05 по отношению к контролю).

Рисунок 6. Содержание мРНК HMGB1 в коре переднего
мозга крысят на 8 сутки неонатального развития
(условные единицы, средние значения ± SEM; 
* – p≤0,05 по отношению к контролю, # – p≤0,05 
по отношению к группе ПВА).



Влияние Rif на уровень экспрессии генов 
TLR-сигнальных путей цитокинов в коре 
переднего отдела мозга животных с ПВА

В/бр введение Rif (50 мг/кг) животным с ПВА 
с 1 по 7 сутки неонатального развития вызвало
снижение уровня мРНК TLR3 (в 2,23 раза) и 
TLR4 (в 3,02 раза) до уровня контрольных 
значений (рис. 1). Статистически значимых различий
между группами “ПВА + Rif” и контрольной выявлено
не было. В группе животных “ПВА + Rif” не было
выявлено значимых изменений мРНК исследуемых
адаптерных белков (рис. 2) и транскрипционных
факторов (рис. 3). Однако в/бр введение Rif
нормализовало уровень мРНК провоспалительных
цитокинов IL-1β (р≤0,05) и TNF-α (р≤0,05) (рис. 4), 
а также содержание мРНК HMGB1 (р≤0,05) до уровня
контрольных значений (рис. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ

Поступление алкоголя в организм вызывает
различные изменения в системе TLR-сигнализации 
в структурах головного мозга [15–20]. C помощью
агонистов и антагонистов к TLR, а также
генетических манипуляций несколькими группами
исследователей был подтверждён тот факт, 
что изменение активности TLR-сигнальной системы
опосредует развитие нейровоспалительных явлений
в нервной ткани [18–19, 21–27]. 

Имеются сведения, что все подтипы TLR
экспрессируются в головном мозге, начиная с самых
ранних стадий онтогенеза [28–29]. Обнаружены
изменения в системе TLR-сигнализации мозга 
у потомства при некоторых пренатальных патологиях
[30–33]. Мы предположили, что в развивающемся
мозге ПВА может быть причиной долгосрочных
изменений в системе TLR-сигнализации. 

Выполненное нами моделирование ПВА
позволило получить данные о том, что в коре
переднего отдела мозга животных с ПВА 
на 8 сутки постнатального развития повышен 
уровень мРНК TLR3 и TLR4. Нами не выявлено 
изменений в содержании мРНК TLR7 в коре 
переднего отдела мозга животных с ПВА. Возможно,
система TLR7 более устойчива к ПВА в коре или
изменения в экспрессии гена Tlr7 носят менее
длительный характер.

В/бр введение Rif в нашем эксперименте
понизило уровень мРНК TLR3 и TLR4 в группе
животных с ПВА до уровня контрольных значений.
Данное соединение нами было выбрано исходя из того,
что на разных моделях нейровоспаления была показана
способность Rif снижать уровень провоспалительных
цитокинов, содержание β-амилоида в модели 
болезни Альцгеймера, α-синуклеина в модели 
болезни Паркинсона [33–36]. 

Выполненное нами исследование показало, 
что в группе животных с ПВА в коре переднего 
отдела мозга на 8 сутки постнатального 
развития был повышен уровень мРНК HMGB1. 
Во внеклеточном пространстве HMGB1 способен

взаимодействовать с TLR2, TLR4, TLR5 и TLR7, 
что служит причиной активации соответствующих
этим рецепторам путей внутриклеточной
сигнализации [37, 38]. В/бр введение Rif понизило
уровень мРНК HMGB1 до контрольных 
значений. Определение уровня мРНК компонентов
TLR-сигнализации показало повышенное содержание
мРНК TICAM и IRF3 в коре переднего отдела мозга
животных с ПВА на 8 сутки постнатального развития.
При этом в группе животных “ПВА + Rif” уровень
мРНК IRF3 соответствовал контрольным значениям.

В группе животных “ПВА+физ. р-р” уровень
мРНК IL-1β, TNF-α, IFN-γ и CCL2 был повышен. 
Это свидетельствует о том, что состояние 
экспрессии генов провоспалительных цитокинов
подвержено длительным изменениям в развивающемся
мозге с ПВА. Однако молекулярные причины,
инициирующие эти события, а также последствия
таких изменений (включая изменение уровня
кодируемых этими генами белков) ещё предстоит
исследовать, как предстоит исследовать и то, насколько
изменение уровня мРНК противовоспалительных
цитокинов приводит к изменению соответствующих
белковых продуктов.

Таким образом, вызванная ПВА повышенная
активность путей нейровоспаления, вероятно,
инициирует активацию генов противовоспалительных/
нейропротекторных путей, обнаруженную на 8 сутки
постнатального развития. Вполне вероятно, 
что как повышенный уровень экспрессии
провоспалительных, так и повышенный уровень
экспрессии генов, имеющих отношение 
к функционированию противовоспалительных/
нейропротекторных механизмов, могут оказывать
неблагоприятные воздействия на нормальный ход
нейрогенеза у потомства, что в дальнейшем 
может послужить причиной формирования
когнитивных и прочих нарушений, ассоциированных
с формированием расстройств ФАСН.

Введение Rif приводило к достоверному снижению
уровня мРНК ключевых провоспалительных
цитокинов TNF-α и IL-1β. На уровень мРНК других
анализируемых нами цитокинов введение Rif 
не оказало значимого влияния. Возможно, 
это связано с тем, что дозировка Rif была
недостаточна для устранения всех вызванных
изменений в экспрессии генов провоспалительных
цитокинов. Кроме того, можно предположить, 
что в дисрегуляцию уровня экспрессии генов
цитокинов, связанную с ПВА, вносят вклад 
ещё и иные молекулярные внутриклеточные
механизмы, которые ещё предстоит изучить.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Выполненное нами исследование позволило
получить новые данные о состоянии экспрессии 
генов системы TLR-сигнализации в коре переднего
отдела мозга животных с ПВА на 8 сутки
постнатального развития. Результаты исследования
показали способность Rif корректировать
наблюдаемые долгосрочные патологические изменения
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в системе TLR. Было выявлено снижение повышенного
уровня мРНК TLR3, TLR4, HMGB1, IL-1β и TNF-α
в коре переднего отдела мозга животных с ПВА.
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THE EFFECT OF RIFAMPICIN ON EXPRESSION OF THE TOLL-LIKE RECEPTOR SYSTEM GENES
IN THE FOREBRAIN CORTEX OF RATS PRENATALLY EXPOSED TO ALCOHOL
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Ethanol causes long-term changes in the toll-like receptor (TLR) system, promoting activation 
of neuroinflammation pathways. Alcohol use during pregnancy causes neuroinflammatory processes in the fetus;
this can lead to the development of symptoms of fetal alcohol spectrum disorder (FASD). Our study has shown that

prenatal alcohol exposure (PAE) induced long-term changes in the TLR system genes (Tlr3, Tlr4, Ticam, Hmgb1,
cytokine genes) in the forebrain cortex of rat pups. Administration of rifampicin (Rif), which can reduce 
the level of pro-inflammatory mediators in various pathological conditions of the nervous system, 
normalized the altered expression level of the studied TLR system genes. This suggests that Rif can prevent 
the development of persistent neuroinflammatory events in the forebrain cortex of rat pups caused by dysregulation 
in the TLR system.

The whole English version is available at http://pbmc.ibmc.msk.ru.
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