
ВВЕДЕНИЕ 

Хроническое употребление алкоголя служит
причиной биохимических, функциональных и
структурных изменений среди различных 
отделов головного мозга [1–4]. Имеются сведения 
о наличии таких изменений в прилежащем 
ядре (nucleus accumbens, NAc) головного 
мозга при длительном поступлении алкоголя 
в организм [5–7], однако механизмы, 
опосредующие эти явления, остаются недостаточно
изученными. При этом хорошо известно, 
что NAc является важной частью мезолимбического
пути и служит ключевым звеном в системе
внутреннего подкрепления, опосредует эффекты
психостимулирующих средств, в частности, 
этанола [3, 4, 8, 9].

Ряд исследователей отмечают изменения 
в содержаниимолекул микро-РНК (miR) в плазме крови
и в ряде структур головного мозга при длительном
воздействии алкоголя на организм [10, 11]. 
Микро-РНК — класс малых некодирующих РНК,
которые, нацеливаясь на мРНК, могут участвовать 
в механизмах регуляции синтеза белка в клетке.
Помимо этой общеизвестной опосредованной
регуляторной роли, молекулы miR также 
могут выступать в качестве физиологических

специфических лигандов к toll-подобным 
рецепторам (TLR) и инициировать сигнальные
каскады иммунного ответа [12].

Существуют данные о том, что многие 
молекулы miR потенциально могут контролировать
ключевые механизмы, определяющие развитие
нейровоспаления и нейродегенерации в результате
длительного употребления алкоголя [10, 13–17].
Некоторые подтипы TLR также связаны с развитием
нейровоспалительных и нейродегенеративных событий
в головном мозге при длительном употреблении
алкоголя [14, 15, 18]. В ряде исследований сообщается
о возможной функциональной взаимосвязи между
miR-let7b, miR-96, miR-182, miR-155 и TLR в ЦНС
[13–17]. В связи с этим целью данной работы 
было сопоставление уровней этих микро-РНК и
экспрессии генов TLR в NAc в условиях длительной
алкоголизации у крыс.

МЕТОДИКА

Животные

Работа выполнена на 14 крысах-самцах 
линии Wistar (начальный возраст 2-3 месяца, 
масса тела 280±30 г), полученных из питомника
лабораторных животных (“Рапполово”, Россия).
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Исследуемые в работе молекулы микро-РНК (miR) участвуют в молекулярных механизмах реализации 
TLR4- и TLR7-сигнализации, что опосредует развитие процессов нейровоспаления и нейродегенерации. 
В работе представлены новые сведения относительно уровня экспрессии miR-let7b, miR-96, miR-182, miR-155 и
содержания мРНК HMGB1, TLR3, TLR4 в прилежащем ядре (nucleus accumbens, NAc) головного мозга 
у длительно алкоголизированных крыс. Длительная алкоголизация вызвала снижение уровня содержания 
miR-let7b, miR-96, miR-182 и мРНК TLR7, привела к повышению уровня miR-155, мРНК TLR4 и Hmgb1 
в NAc головного мозга крыс. TLR7 имеет функциональную связь с miR-let7b. Полученные данные об одновременном
снижении miR-let7b и мРНК TLR7 представляют интерес для дальнейших исследований, они могут указывать 
на отсутствие функционально значимой взаимосвязи между Hmgb1 и системой miR-let7b-TLR7 в NAc. 
Имеющиеся сведения о наличии функциональной взаимосвязи между TLR4 с miR-155 и miR-182 и полученные 
нами наблюдения об изменении их экспрессии при длительной алкоголизации также кажутся нам весьма 
интересным наблюдением, требующим дальнейших исследований. В связи с предположением о развитии
нейровоспалительного процесса в NAc при длительном воздействии алкоголя, становится актуальным 
исследование в NAc уровня экспрессии генов TLR, а также экспрессии молекул miR, которые могут иметь 
с системой TLR функциональную взаимосвязь.
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Длительная алкоголизация

Длительную алкоголизацию крыс (n=7)
моделировали внутрижелудочным введением 
20% раствора этанола, который вводили с помощью
желудочного зонда в течение 1 месяца в дозе 
2 г/кг этанола ежедневно с понедельника по пятницу
(всего 20 введений). Массу тела измеряли 
еженедельно для уточнения вводимых количеств
раствора этанола. Контрольная группа крыс (n=7)
получала воду в эквивалентном количестве с помощью
желудочного зонда на протяжении всего эксперимента.

Забор биоматериала

По окончании эксперимента крыс декапитировали
без наркоза с использованием гильотины в последний
день алкоголизации и производили забор прилежащего
ядра головного мозга. Границы структуры мозга были
определены в соответствии с атласом мозга крысы.
Образцы мозга немедленно замораживали и хранили
при температуре -80°C.

Выделение РНК

Выделение тотальной РНК выполняли 
реагентом 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).

ОТ-ПЦР

Синтез кДНК проводили методом обратной
транскрипции (ОТ) в 20 мкл с использованием набора
реактивов MMLV RT kit (“Евроген”) в полном
соответствии с инструкцией производителя. Перед
проведением ОТ для miR было выполнено
полиаденилирование с помощью поли(A)-полимеразы
E. coli (“New England Biolabs Inc.”, США) 
по ранее описанной методике [19]. ОТ для miR
проводили в 10 мкл с использованием набора
реактивов MMLV RT kit (“Евроген”) и специфического
PolyT-адаптера (5′-GCGAGCACAGAATTAATAC
GACTCACTATAGGTTTTTTTTTTTTVN-3′) [19].

Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) с детекцией 
в режиме реального времени проводили 
в амплификаторе Mx3005P (“Stratagene”, США) 
в 10 мкл реакционной смеси, содержащей
SYBR Green (“Евроген”) и смесь специфических
прямых и обратных праймеров (таблица) (“Beagle”,
Россия). Относительный уровень содержания 
мРНК и miR рассчитывался методом 2ΔΔСt,
содержание мРНК нормировали к уровню экспрессии
гена Gapdh, уровень miR нормировали к уровню
экспрессии гена U6.

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 выборок. Различия
считали статистически значимыми при р≤0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Из литературных данных известно, 
что исследуемые в данной работе miR могут 
иметь функциональную взаимосвязь с сигнальными
путями toll-подобных рецепторов (TLR7 и TLR4),
которые участвуют в инициации нейровоспалительных
событий, развивающихся при хронической
алкоголизации [10, 13–17]. Известно, что miR-let7b
является эндогенным агонистом TLR7 [13, 18].
Изменение экспрессии miR-let7b может иметь
функциональную взаимосвязь с TLR7-сигнальным
каскадом реакций [13, 15, 18]. Описано, что при
активации TLR4 наблюдается повышение miR-155 
в микроглии головного мозга мышей, тогда как 
у нокаутных по гену Tlr4 (TLR4-KO) мышей 
этого не наблюдается [14]. У мышей TLR4-KO 
не изменяется содержание miR-96 коре головного
мозга, тогда как длительная алкоголизация у мышей
дикого типа снижала в уровень miR-96 [16, 17].

В нашем эксперименте длительная алкоголизация
крыс в течение 1 месяца привела к снижению 
уровня miR-let7b в 1,71 раза в NAc головного мозга,
уровень miR-96 снизился в 3,87 раза, уровень miR-182
снизился в 2,29 раза. Напротив, содержание miR-155
повысилось в 1,41 раза (рис. 1).
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Таблица. Последовательность праймеров

Ген
Праймеры

Прямой (5′-3′) Обратный (5′-3′)

Tlr4 ACTCTGATCATGGCATTGTT GTCTCAATTTCACACCTGGA

Tlr7 TGAAAATGGTATTTCCAATGTG TAAGGGTAAGGTTGGTGGTA

Hmgb1 CTCTGATGCAGCTTATACGA AAAAGACTAGCTTCCCCTTG

miR-182 TTTGGCAATGGTAGAACTCACACCG GCGAGCACAGAATTAATACGAC

miR-155-5p TTAATGCTAATTGTGATAGGGGT GCGAGCACAGAATTAATACGAC

miR-96-5p TTTGGCACTAGCACATTTTTGCT GCGAGCACAGAATTAATACGAC

miR-let-7b GCGGCGGCTATACAACCTACTGC GCGAGCACAGAATTAATACGAC

U6 TGCTTCGGCAGCACATATAC AGGGGCCATGCTAATCTTCT

Gapdh GCCAGCCTCGTCTCATA GTGGGTAGAGTCATACTGGA



В результате длительной алкоголизации 
уровень мРНК TLR7, также как и miR-let7b, 
в NAc был понижен (рис. 2). Однонаправленные
изменения (повышение содержания) обнаружены 
и в случае мРНК TLR4 (рис. 2) и miR-155.

Механизм взаимодействия кластера микро-РНК
miR-183C (в него входят miR-96 и miR-182) с TLR4 
не до конца изучен, однако есть работы, в которых 

на примере miR-182-5p сообщается о возможном
существовании таких взаимосвязей [16, 17]. 
В нашем эксперименте при повышенном содержании
мРНК TLR4 в NAc мы наблюдали пониженный
уровень экспрессии miR-96 и miR-182.

По данным [15] этанол вызывает образование
комплексов HMGB1-miR-let-7 в микровезикулах,
которые вызывают развитие нейротоксического
эффекта посредством активации TLR7 в нейронах.
Результаты нашего эксперимента выявили
повышенный уровень мРНК Hmgb1 в NAc (рис. 3),
тогда как miR-let7b и мРНК TLR7 были понижены.
Такие данные, по всей видимости, указывают 
на отсутствие функционально значимой взаимосвязи
между Hmgb1 и системой miR-let7b-TLR7 в NAc, 
так как получены разнонаправленные ответы 
в отношении уровня экспрессии Hmgb1 и miR-let7b 
в данной структуре мозга.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Длительная алкоголизация изменяет уровень
исследуемых нами молекул микро-РНК (miR-let7b,
miR-96, miR-182, miR-155), а также уровень 
мРНК TLR4, TLR7 и Hmgb1 в NAc головного 
мозга крыс. Основываясь на литературных 
данных, можно предположить, что полученные
изменения в содержаниях микро-РНК могут иметь
функциональную взаимосвязь с системой TLR в NAc
при хроническом воздействии алкоголя, 
однако необходимы дальнейшие исследования 
с целью подтверждениях этих предположений.
Представляется интересным в дальнейшем изучить
содержание данных микро-РНК при воздействии
фармакологическими агентами, оказывающими
влияние на функционирование TLR-сигнальных
путей, такими как, например, налоксон, рифампицин 
и азитромицин.
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Рисунок 1. Уровень miR в NAc (* – p≤0,05 
по отношению к контролю).

Рисунок 2. Уровень мРНК TLR в NAc (* – p≤0,05 
по отношению к контролю).

Рисунок 3. Уровень мРНК Hmgb1 в NAc (* – p≤0,05 
по отношению к контролю).
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PROLONGED ALCOHOL CONSUMPTION INFLUENCES microRNA EXPRESSION 
IN THE NUCLEUS ACCUMBENS OF THE RAT BRAIN

M.I. Airapetov1,3*, S.O. Eresko1,2, S.A. Shamaeva1, N.M. Matveev1, E.R. Bychkov1, A.A. Lebedev1, P.D. Shabanov1

1Institute of Experimental Medicine, 
12 Akad. Pavlova str., St. Petersburg, 197376 Russia; *e-mail: interleukin1b@gmail.com

2North-Western State Medical University named after I.I. Mechnikov, 
41 Kirochnaya str., St. Petersburg, 195067 Russia

3Military Medical Academy of S.M. Kirov, 
6G Akad. Lebedeva str., St. Petersburg, 194044 Russia

The microRNA (miR) species analyzed in this study are involved in molecular mechanisms 
of TLR4 and TLR7 signaling, mediating the development of neuroinflammation and neurodegeneration. 
We have investigated the expression levels of miR-let7b, miR-96, miR-182, miR-155, and the mRNA content 
of HMGB1, TLR3, TLR4 in the nucleus accumbens (NAc) of the brain of rats exposed to long-term alcoholization. 
The long-term alcoholization caused a decrease in miR-let7b, miR-96, miR-182, and TLR7 mRNA levels; 
this was accompanied by an increase in miR-155, TLR4, and Hmgb1 mRNA levels in the NAc of rat brain. 
TLR7 is functionally linked to miR-let7b. The data of a simultaneous decrease in miR-let7b and TLR7 mRNA 
are of interest for further studies; they may indicate on the lack of functionally significant links between 
Hmgb1 and the miR-let7b-TLR7 system in NAc. The existing evidence of a functional relationship between TLR4 with
miR-155 and miR-182 and our observations on their expression changes during chronic alcoholization 
are very interesting and require further investigation. The suggestion about the development of neuroinflammatory
process in NAc under prolonged alcohol exposure are relevant for studying the level of TLR gene expression in NAc,
as well as the expression of miR species, which may have a functional relationship with the TLR system. 

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