
ВВЕДЕНИЕ 

Употребление алкоголя матерью во время
беременности часто служит причиной широкого спектра
неблагоприятных последствий для развивающегося
плода. Поскольку этанол может проходить через
гематоэнцефалический барьер [1], пренатальное
воздействие алкоголя (ПВА) может привести
к фетальному алкогольному синдрому (ФАС), который
диагностируется по наличию аномальных черт лица,
задержке роста и признакам дисфункции центральной
нервной системы (ЦНС). ФАС является наиболее
распространенной ненаследственной причиной
психических расстройств у детей [2, 3]. Однако
до сих пор окончательно не установлено,
что служит первопричиной патологических изменений
в функционировании головного мозга при ФАС.
В последнее время исследователи уделяют
особое внимание иммунным клеткам мозга,
которые, как оказалось, принимают участие
не только в активации нейровоспалительных путей
с последующей элиминацией патогенов, но и способны
в условиях активации высвобождать медиаторы
различной природы, которые оказывают влияние
на функционирование нейронов [4].

Исследования показали, что употребление этанола
вызывает активацию иммунных клеток мозга
посредством TLR4 (Toll-like receptor 4), который
локализуется в головном мозге на поверхности клеток
головного мозга, в том числе на микроглии и
астроцитах [5-7]. В головном мозге TLR4 играет
важную роль в инициации нейровоспалительного

процесса [5-7]. TLR4 распознает как эндогенные
молекулы опасности, так и экзогенные чужеродные
компоненты. К последним, в частности, относится
и липополисахарид (ЛПС) — компонент клеточной
стенки грамотрицательных бактерий, который является
одним из хорошо изученных лигандов к TLR4 [8].
Взаимодействие лиганда с TLR4 запускает
MyD88-зависимый и TICAM-1-зависимый пути
внутриклеточной сигнализации. MyD88-зависимый
путь приводит к активации TRAF6, который, в свою
очередь, активирует киназу I-κB с последующим
освобождением димера транскрипционного фактора
NF-κB и его последующую транслокацию в ядро,
где NF-κB приводит к активации множества
провоспалительных генов, включая TNF-α и IL-1β.
TICAM-1-зависимый путь приводит к активации
транскрипционного фактора IRF3, который является
одним из ключевых сигналов, регулирующих
уровень транскрипции генов интерферонов
первого типа. Таким образом, оба пути направлены
на индукцию воспалительных реакций для устранения
патогенов [5-7, 9]. Имеются убедительные
доказательства того, что TLR4-сигнализация
активируется при употреблении этанола и приводит
к повышению содержания провоспалительных
цитокинов [5-7, 10, 11]. Однако отсутствуют
сведения относительно того, может ли ПВА влиять
на TLR4-сигнальные пути в мозге, а именно
в префронтальной коре головного мозга,
изменения в функционировании которой на ранних
стадиях развития плода способствуют развитию
патологий при ПВА, описанных выше.
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Пренатальное воздействие алкоголя (ПВА) может привести к нарушениям развития центральной нервной
системы (ЦНС) и умственной отсталости. Toll-подобный рецептор (TLR) 4 играет важную роль в развитии дефектов
нервной системы, вызванных ПВА. Однако то, как ПВА влияет на ответ TLR4 в головном мозге, остаётся неясным.
Используя модель полупринудительной алкоголизации беременных крыс, мы исследовали TLR4-опосредованную
сигнализацию на 30-й день постнатального развития у их потомства. У крыс, подвергнутых ПВА, отмечена более
высокая экспрессия провоспалительных цитокинов в префронтальной коре, но ослаблена TLR4-опосредованная
сигнализация в ответ на липополисахарид (ЛПС). Эти данные позволяют предположить, что ПВА может приводить
к нейровоспалению и подавлению TLR4-опосредованного ответа на ЛПС в префронтальной коре головного мозга
молодых крыс. Поскольку врождённый иммунитет играет важную роль в развитии мозга, ПВА-индуцированное
подавление TLR4-опосредованного ответа может быть одним из механизмов развития патологии ЦНС.
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В нашем исследовании мы изучили
влияние ПВА на компоненты TLR4-зависимой
сигнализации в префронтальной коре головного
мозга крысят, а также изучали состояние
иммунного ответа при ПВА у крысят после
введения липополисахарида (ЛПС). 

МЕТОДИКА

Животные

В эксперименте использовали взрослых
самцов (250-300 г, n=9) и самок (200-250 г, n=12)
крыс породы Wistar, которые были приобретены
в питомнике “Рапполово” (Россия). Самцов и самок
крыс содержали раздельно. Животные получали
свободный доступ к воде и стандартному
корму для крыс. Каждый самец крысы был спарен
с двумя крысами-самками в пластиковой клетке.
Спаривание производили в конце рабочего дня.
Первый день беременности устанавливали
на основании обнаружения у самок сперматозоидов
в вагинальном мазке. При обнаружении
сперматозоидов производили маркировку (всего было
12 беременных самок), определяли массу тела крысы,
отсаживали её в отдельную клетку и начинали отсчёт
срока беременности [12].

Моделирование пренатального воздействия 
алкоголя (ПВА)

Беременные крысы были разделены на две группы:
группа полупринудительной алкоголизации
15%-ным раствором этанола в качестве единственного
источника жидкости (n=6) и контрольная группа,
получающая воду (n=6). Все беременные самки
имели неограниченный доступ к брикетированному
сухому корму на протяжении всей беременности и
кормления грудью. Данная модель ПВА была
использована в наших предыдущих исследованиях
и приводила к нарушению нормального развития
головного мозга у потомства [13]. В каждом
помёте было по 8-10 крысят. В контрольной и
экспериментальной группах измеряли массу тела
крыс во время беременности и массу тела потомства.
В нашем эксперименте не было обнаружено
значительных различий в массе тела между группами.
Потомство было отлучено от груди на 21-й день
после рождения (окончание подсосного периода) и

содержалось раздельно по группам со свободным
доступом к воде и сухому брикетированному
корму для крыс.

Введение липополисахарида (ЛПС)

На 30-й день постнатального развития
(что соответствует инфантильному периоду),
крысята экспериментальной и контрольной
групп были отобраны случайным образом
из каждого помёта и распределены по группам
(n=8 в каждой группе): получивших однократную
инъекцию ЛПС и получивших эквивалентную
инъекцию физиологического раствора. Крысятам
в группах ЛПС внутрибрюшинно вводили препарат
“Пирогенал”, содержащий ЛПС Salmonella typhi
(НИЦЭМ им. Гамалеи, Россия) в пирогенной
дозировке (50 мкг/кг). Через 12 ч после
инъекции ЛПС или физиологического раствора
животных декапитировали, префронтальную кору
препарировали с использованием координат
атласа мозга крысы и замораживали при -80°C
до проведения молекулярно-генетических и
биохимических исследований.

ОТ-ПЦР

Для определения уровней мРНК проводили
обратную транскрипцию с последующей полимеразной
цепной реакцией (ОТ-ПЦР). Выделяли мРНК
из 20 мг пробы мозга с использованием реагента
ExtractRNA (“Евроген”, Россия) в полном соответствии
с инструкцией производителя. Обработку проб
ДНКазой (“Promega”, США) проводили в полном
соответствии с инструкцией производителя.
После обработки ДНКазой концентрацию
полученной РНК измеряли на спектрофотометре
Implen NanoPhotometer P 330 (“Implen”, Германия),
по отношению А260/А280 (в норме ≥1,9) оценивали
чистоту выделенного препарата. Синтез кДНК
проводили методом ОТ в 25 мкл реакционной смеси
с использованием набора реактивов MMLV RT kit
(“Евроген”). ПЦР с детекцией в режиме реального
времени проводили на амплификаторе Mx3005P
(“Stratagene”, США) в 10 мкл реакционной смеси,
содержащей SYBR Green Master Mix (“Евроген”),
смесь специфических прямых и обратных праймеров
(“Beagle”, Россия) (таблица). Анализ каждой пробы
проводили в двух параллелях.
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Таблица. Последовательность праймеров

Ген
Праймеры

Прямой (5′-3′) Обратный (5′-3′)
TLR4 ACTCTGATCATGGCATTGTT GTCTCAATTTCACACCTGGA
MyD88 TCATTGAGAAAAGGTGTCGT AGTCGCAGATAGTGATGAAC
TRAF6 ACCAAGTCCATAAGGGATGC CCAGGGCTATGAATGACCAC
TICAM-1 GCTCAGCTAGATGATGTGAT TGACAGTGCAGACCTGG
NF-κB ATACTGCTTTGACTCACTCC AGGTATGGGCCATCTGTT
I-κB GACCTCAATAAACCGGAGCC CGCCTTCATCTCTGTTGTCA
TNF-α CGCCTTCATCTCTGTTGTCA GGCTCTGAGGAGTAGACGAT
IL-1β TGATGTTCCCATTAGACAGC GAGAATACCACTTGTTGGCT
GAPDH CGGAGACGAATGGAAATTAG AAATCCGTTCACACCGAC



Полученные данные нормировали к уровню мРНК
глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы (GAPDH).
Уровень мРНК определяли методом ΔΔСТ.

Иммуноферментный анализ

Для проведения иммуноферментного анализа (ИФА)
образцы префронтальной коры мозга гомогенизировали
в 5 объёмах PBS (фосфатно-солевой буфер,
рН 7,4), содержащего по 5 мкг/мл ингибиторов
протеаз, пепстатина А и апротинина,
а также 1 мМ фенилметилсульфонилфторида
(“Medigen”, Россия). Гомогенизированные образцы
центрифугировали 30 мин при 15000 g.
Собираемые супернатанты хранили при -80°C
до проведения исследования. Концентрацию
цитокинов IL-1β иTNF-α в супернатантах определяли,
используя наборы для ИФА (“Bender MedSystems”,
Австрия). После окончания реакции измеряли
оптическую плотность на планшетном фотометре
“Synergy 2” (“Bio Tek”, США). Процедуры ИФА
выполняли в соответствии с указаниями производителя.
Все уровни цитокинов были скорректированы
по концентрации общего белка. Общий белок
определяли методом Бредфорда с использованием
набора “Bio-Rad Protein Assay Kit” (“Bio-Rad”, США).

Статистический анализ

Для статистической обработки полученных
данных применяли программное обеспечение
Graph Pad Prizm v.6. Все данные были
представлены как среднее ± стандартное отклонение.
Статистическую значимость различий между
группами определяли с помощью однофакторного
дисперсионного анализа ANOVA. Для сравнения
только между двумя группами применялся
t-критерий Стьюдента для независимых выборок.
Различия считали статистически значимыми
при значении p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Содержание мРНК в образцах головного мозга

Анализ данных ОТ ПЦР не показал достоверной
разницы относительно группы контроля в уровнях
мРНК TLR4, MyD88 и TRAF6 в группах крысят,
получавших инъекции физиологического раствора
(рис. 1). Однако наблюдается увеличение содержания
мРНК TICAM-1 в группе ПВА (в 2,3 раза, p<0,05)
по сравнению с контрольной группой (рис. 1).
Что касается нижестоящего уровня передачи
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Рисунок 1. Содержание мРНК TLR4, MyD88, TRAF6, TICAM-1 в префронтальной коре головного мозга крысят
через 12 ч после внутрибрюшинного введения ЛПС или физиологического раствора (* — p<0,05 по сравнению
с группой животных, получавших физиологический раствор).
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Рисунок 2. Содержание мРНК NF-κB, I-κB, TNF-α и IL-1β в префронтальной коре головного мозга крысят
через 12 ч после введения ЛПС или физиологического раствора (* — p<0,05 по сравнению с группой животных,
получавших физиологический раствор).

Рисунок 3. Содержание цитокинов TNF-α, IL-1β в префронтальной коре головного мозга крысят через 12 ч после
введения ЛПС или физиологического раствора (* — p<0,05 по сравнению с группой животных, получавших
физиологический раствор).



сигналов от TLR4, не было значительных различий
в уровнях мРНК I-κB и NF-κB между группами,
но было отмечено значительное увеличение
содержания мРНК как TNF-α (в 1,9 раза, p<0,05),
так и IL-1β (в 1,6 раза, p<0,05) в префронтальной
коре мозга крыс, подвергнутых ПВА, по сравнению
с контрольной группой (рис. 2, 3).

Внутрибрюшинное введение ЛПС крысятам
контрольной группы значительно увеличивало
содержание в префронтальной коре мРНК TLR4
(в 2,1 раза, p<0,05), MyD88 (в 1,7 раза, p<0,05), TRAF6
(в 2,0 раза, p<0,05) и TICAM-1 (в 3,9 раза, p<0,05).
Однако в группе ПВА не было обнаружено
значительных различий в уровнях мРНК MyD88 или
TRAF6 между группами крысят, получивших
инъекцию ЛПС и физиологический раствор. Более
того, после введения ЛПС уровни мРНК значительно
уменьшались TLR4 (в 1,5 раза, p<0,05) и TICAM-1
(в 1,5 раза, p<0,05) (рис. 1). В группе ПВА не было
значимых различий между группами получивших
инъекцию ЛПС и физиологический раствор
в уровнях мРНК NF-κB, I-κB, TNF-α и IL-1β (рис. 2).

Содержание цитокинов в образцах головного мозга

Анализ результатов ИФА показал, что повышен
уровень как TNF-α (в 1,6 раза, p<0,05), так и IL-1β
(в 1,9 раза, p<0,05) в префронтальной коре мозга крыс,
подвергнутых ПВА, по сравнению с контрольной
группой (рис. 3). В контрольной группе после
инъекций ЛПС был повышен уровень TNF-α
(в 3,2 раза, p<0,05) и IL-1β (в 3,1 раза, p<0,05)
по сравнению с группой физиологического раствора.
В группе ПВА не было значимых различий
между группами получивших инъекцию ЛПС и
физиологический раствор в уровнях цитокинов
TNF-α и IL-1β (рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ 

В настоящем исследовании была использована
модель полупринудительной алкоголизации
беременных крыс, использованная нами ранее [13].
Не было обнаружено значительных различий
в массе тела потомства между группами, что означает,
что экспериментальная модель полупринудительной
алкоголизации в нашем исследовании не повлияла
на их общее физическое развитие.

В префронтальной коре мозга крыс,
подвергнутых ПВА, мы обнаружили, что содержание
мРНК и белка TNF-α, IL-1β и мРНК TICAM-1
было значительно повышено без стимуляции ЛПС.
Примечательно, что не было значительных изменений
в уровнях мРНК TLR4, MyD88, TRAF6 и NF-κB
в префронтальной коре крыс в группе ПВА.
TICAM-1 является ключевым компонентом
MyD88-независимого пути, который обеспечивает
отсроченную активацию сигнальных каскадов,
связанных с TLR [5, 9]. Неизвестно, насколько зависит
высвобождение провоспалительных цитокинов
от TICAM-1-зависимого пути в развивающемся мозге
крыс при ПВА. Однако наши результаты показывают,
что активация гена TICAM-1 может способствовать

нейровоспалению, при ПВА в отсроченном периоде
(на 30 сутки после рождения). Поскольку ПВА
вызывает долгосрочное повышение воспалительных
цитокинов, развивающийся мозг подвергается
воздействию не только этанола, но и повышенных
уровней провоспалительных цитокинов. Кроме
обеспечения защитного иммунного ответа,
цитокины играют важную роль во многих аспектах
развития ЦНС [15]. Так, например, известно,
что рецепторы ко многим цитокинам локализуются
не только на клетках нейроглии, но и на нейронах,
и изменение в содержании таких цитокинов может
отразиться на нейрогенезе потомства [5, 10].

Нарушения врождённой иммунной системы
головного мозга являются причиной многочисленных
нарушений ЦНС, включая аутизм, шизофрению и
болезнь Альцгеймера [10, 16-18]. Следовательно,
ПВА, активируя врождённый иммунный ответ в ЦНС,
может нарушать нормальное развитие нервной
системы, что может приводить к ФАС.

В нашем эксперименте введение ЛПС крысам,
подвергнутым ПВА, на 30-й день после рождения
не активировало TLR4-опосредованный сигнальный
путь в префронтальной коре мозга. Уровни мРНК
MyD88-зависимого пути (включая TRAF6) и NF-κB
(включая I-κB) не были повышены. Содержание мРНК
TLR4 и TICAM-1 — другого адаптерного белка
MyD88-независимого пути — было понижено.
Эти данные указывают на то, что алкоголизация
беременных крыс ослабляет врождённый иммунный
ответ в ЦНС у их потомства при введении ЛПС.
Таким образом, MyD88-независимый путь
подвержен изменению в большей степени,
чем MyD88-зависимый путь. Мы предполагаем,
что ПВА длительно подавляет TLR4 сигнализацию
в мозге в раннем периоде жизни крыс, потому что
этот эффект был обнаружен спустя месяц после
прекращения действия алкоголя.

В нашем исследовании алкоголизация
беременных крыс привела к ослаблению иммунного
ответа у их потомства на введение ЛПС,
что согласуется с данными о том, что ПВА ослабляет
ЛПС-индуцированную лихорадку у крыс [19].
Это может быть связано с понижением
чувствительности TLR4 к своим лигандам.
Воздействие этанола на клетки врождённого
иммунитета вызывает состояние временной
рефрактерности к последующему воздействию
лиганда TLR4 (ЛПС), а гипореактивность к ЛПС
может приводить к неблагоприятным последствиям
для головного мозга [20].

На ранних этапах онтогенеза префронтальная
кора мозга уязвима к различным неблагоприятным
факторам, в том числе к алкоголю [21]. При ПВА
подавляется пролиферация глии [22], а повреждение
глии может привести к ослаблению её ответной
реакции на стимуляцию TLR4.

Наши результаты показали, что последствия ПВА
могут подавлять как MyD88-зависимый,
так и MyD88-независимый врождённый иммунный
ответ в ЦНС.
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Таким образом, в настоящем исследовании
на модели полупринудительной алкоголизации
беременных крыс было показано, что:
ПВА вызывает долгосрочную активацию выработки
провоспалительных цитокинов в головном мозге;
ПВА приводит к ослаблению реакции врождённого
иммунитета к введению ЛПС, особенно
по MyD88-независимому пути в головном
мозге крысы. Известно, что как врождённая,
так и адаптивная иммунные системы необходимы
для нормального развития мозга. Результаты нашего
исследования показывают, что ПВА вызывает
нейровоспаление и приводит к ослаблению
реакции врождённого иммунного ответа в мозге
в инфантильном периоде у крыс, что может нарушать
нормальное развитие ЦНС. Поскольку врождённая
иммунная система играет решающую роль
в развитии мозга, наша работа даёт более глубокое
понимание того, каким образом ПВА нарушает
TLR4-опосредованную сигнализацию и это может
быть одним из механизмов развития патологии ЦНС.
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PRENATAL EXPOSURE TO ALCOHOL ALTERS TLR4 SIGNALING 
IN THE PREFRONTAL CORTEX IN RATS
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Prenatal alcohol exposure (PAE) can lead to developmental disorders of the central nervous system (CNS) and
mental retardation. Toll-like receptor (TLR) 4 plays an important role in the development of defects in the nervous
system caused by PAE. However, how PAE affects the TLR4 response in the brain remains unclear. Using the model
of semi-forced alcoholization of pregnant rats, we investigated TLR4-mediated signaling on the 30th day of postnatal
development in their offspring. Rats exposed to PAE showed a higher expression of proinflammatory cytokines
in the prefrontal cortex, but TLR4-mediated signaling in response to lipopolysaccharide (LPS) was weakened.
These data suggest that PAE can lead to neuroinflammation and suppression of the TLR4-mediated response to LPS
in the prefrontal cortex of young rats. Since innate immunity plays an important role in brain development,
PAE-induced suppression of the TLR4-mediated response may be one of the mechanisms for the development
of CNS pathology.
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