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Аннотация
Нейровоспаление рассматривают как один из механизмов, с помощью которых стресс по-
тенциально может приводить к нарушению функций ЦНС. Генетические факторы, которые 
повышают риск развития постстрессорного нейровоспаления, исследованы недостаточно. 
Генетически детерминированная возбудимость нервной системы может являться одним 
из  индивидуальных фаторов риска развития постстрессорных нарушений, в том числе, 
связанных с особенностями формирования и течения нейровоспаления.
Целью данной работы являлось изучение постстрессорного изменения экспрессии ге-
нов провоспалительного il-6  в  крови и  гиппокампе и  антивоспалительного цитокина 
bdnf в  крови у  крыс с  генетически детерминированным высоким и  низким уровнями 
возбудимости нервной системы.
Были использованы селекционные животные, самцы двух линий крыс в возрасте 5 ме-
сяцев: с  высоким порогом (ВП) возбудимости нервной системы (низковозбудимые) 
и низким порогом (НП) возбудимости нервной системы (высоковозбудимые) из биокол-
лекции ФГБУН «Институт физиологии им. И. П. Павлова» РАН. Модель стресса — дли-
тельное эмоционально-болевое стрессирование по схеме К. Гехта. Экспериментальных 
и контрольных животных декапитировали через 24 часа, 7 дней и 24 дня после оконча-
ния стрессового воздействия. Изменения уровня мРНК генов il-6 и bdnf оценивали с по-
мощью ПЦР в реальном времени.
Хронический стресс приводил к значимому увеличению уровня мРНК il-6 в гиппокампе 
только у высоковозбудимых животных через 24 дня после окончания стрессирования. 
В крови уровень мРНК данного цитокина повышался только у низковозбудимых крыс. 
Экспрессия гена bdnf в крови не менялась в ответ на стресс ни у одной из линий.
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abstract
Neuroinflammation is considered as one of the mechanisms by which stress can potentially lead 
to a disturbance of the functions of the central nervous system. The presence of neuroimmune 
dysfunction after stress, and what genetic factors increase the risk of post-stress neuroinflam-
mation has not been sufficiently investigated. Genetically determined excitability of the nerv-
ous system is a promising marker of individual vulnerability to stress, manifested in post-stress 
disorders associated with the specifics of the formation of neuroinflammation.
The aim of this work was to study post-stress changes in the expression of pro-inflammato-
ry il-6 genes in the blood and hippocampus and anti-inflammatory cytokine bdnf in the blood 
of rats with genetically determined high and low levels of excitability of the nervous system.
Breeding animals were used, males of two strains of rats aged 5 months: with a high threshold 
(HT) of excitability of the nervous system (low excitable) and a low threshold (LT) of excitabil-
ity of the nervous system (high excitable) from the biological collection of the Pavlov Institute 
of Physiology of the Russian Academy of Sciences. The stress model is a long-term emotional 
and painful stress according to the scheme of K. Hecht. Experimental and control animals were 
decapitated 24 hours, 7 days and 24 days after the end of stress exposure. Changes in the mRNA 
level of the il-6 and bdnf genes were evaluated using real-time PCR.
Chronic stress led to a significant increase in the level of il-6 mRNA in the hippocampus only 
in high excitable animals 24 days after the end of stress. In the blood, the mRNA level of this 
cytokine increased only in low-excitable rats. The expression of the bdnf  gene in blood did not 
change in response to stress in any of the strains.
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Список сокращений:

IL-6 — интерлейкин-6, interleukin-6

IL-1b — интерлейкин-1b, interleukin-1b

BDNF — нейротрофический фактор головного мозга, brain-derived neurotrophic factor

НП — линия крыс с низким порогом, высокой возбудимостью

ВП — линия крыс с высоким порогом, низкой возбудимостью

Введение
Современная биомедицина далека от понима-
ния патогенеза постстрессорных расстройств, 
отчасти из-за полигенной природы генетиче-
ского риска, многообразия средовых факторов 
риска и  неоднородности используемых иссле-
дователями методологий [1]. Одним из механиз-
мов, лежащих в основе воздействия стрессовой 
реакции на функциональное состояние мозга, 
является нейровоспаление. Нейровоспаление — 
это процесс, который включает активацию 
микроглии и  астроглии. Эти клетки выделяют 
провоспалительные цитокины и  хемокины, 
которые могут привести к  активации допол-
нительных глиальных клеток и  привлечению 
периферических иммунных клеток в  головной 
мозг [2].

Интерлейкин-6 (interleukin-6, IL-6) представля-
ет собой провоспалительный цитокин и играет 
важную роль в иммунной регуляции и воспали-
тельных процессах в нервной системе. Он также 
может влиять на функции нейронов, в том числе 
на обучение и память, а также на регуляцию сна 
и бодрствования [3].

Нейротрофический фактор головного мозга 
(brain-derived neurotrophic factor, BDNF) отно-
сят к  противовоспалительным цитокинам, это 
нейротрофин, ответственный за пролифера-
цию, дифференцировку, выживание нейро-
нальных и  ненейрональных клеток, что делает 
его критически важным для функционального 
состояния нервной системы. BDNF можно коли-
чественно определить в  цельной перифериче-
ской крови, сыворотке или плазме. Кроме того, 
BDNF свободно пересекает гематоэнцефаличе-
ский барьер. Таким образом, BDNF в  сыворот-
ке и плазме тесно связаны с BDNF центральной 
нервной системы. В  исследовании с  участием 
людей, в  котором сравнивали уровень BDNF 
в  крови у  пациентов с  большим депрессивным 
расстройством, биполярным расстройством и у 
здоровых лиц контрольной группы, обнаружен 

низкий уровень BDNF у  пациентов по сравне-
нию с контрольной группой [4].

Среди факторов генетического риска развития 
постстрессорных нарушений особый интерес 
представляет генетически детерминирован-
ный уровень возбудимости нервной системы, 
поскольку порог возбудимости является объек-
тивно измеряемой характеристикой функцио-
нального состояния нервной системы.

Возбудимость определяется как способность 
нерв ных клеток генерировать и  передавать 
электрические импульсы в ответ на различные 
стимулы  [5], совпадая с  идеями И.П. Павлова 
о  роли генетически детерминированной воз-
будимости в  поведении  [6]. Линии крыс с  кон-
трастной возбудимостью (ВП — высокий порог, 
низкая возбудимость и  НП  — низкий порог, 
высокая возбудимость) были селектированы 
в Институте физиологии им. И.П. Павлова РАН 
по порогу возбудимости большеберцового не-
рва. Различия в порогах сохраняются в нервно-
мышечной системе и  в ЦНС, включая ретику-
лярную формацию среднего мозга, гиппокамп 
и миндалину [7, 8]. На данный момент эти линии 
крыс не генотипированы и  вклад конкретных 
генетических факторов в  формирование высо-
кого и  низкого порогов возбудимости не выя-
снен. Тем не менее исследования показали меж-
линейные различия: крысы высоковозбудимой 
линии характеризуются повышенной активно-
стью щитовидной железы, высоким базальным 
уровнем кортикостерона, высоким уровнем до-
фамина в  миндалине, а  также более высоким 
содержанием кальция в  мозге и  кальмодулина 
в гиппокампе по сравнению с линией ВП  [7–9]. 
В  поведенческих тестах высоковозбудимые 
крысы (НП) проявляют высокую эмоциональ-
ность, низкий порог агрессии, повышенную 
способность к выработке условного рефлекса 
активного и пассивного избегания и стереотип-
ное поведение. Низковозбудимые (ВП) крысы 
характеризуются низкой эмоциональностью, 
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высоким порогом агрессии и  способностью 
к условному рефлексу активного избегания [8].

Предыдущие исследования показали, что вы-
соковозбудимые крысы линии НП (низкий по-
рог, высокая возбудимость) демонстрируют 
через 24 дня после окончания длительного эмо-
ционально-болевого стрессирования увеличе-
ние уровня мРНК провоспалительного цитокина 
IL-1b в  гиппокампе и  миндалине по сравнению 
с  контрольной группой. При этом в  крови, на-
против, уровень мРНК данного цитокина у  эк-
спериментальных животных высоковозбудимой 
линии снижается через сутки после окончания 
стресса [10].

Таким образом, периферические маркеры стрес-
са, являясь перспективными для использования 
в медицине, не всегда отражают соответствую-
щие изменения в мозге, и потому сопоставление 
уровня экспрессии генов про- и  противовспа-
лительных молекул в крови и мозге предполо-
жительно позволит лучше понять механизмы 
постстрессорного повреждения мозговой ткани.

Поскольку гиппокамп считают одной из клю-
чевых структур мозга, вовлеченных в патогенез 
постстрессорных расстройств [11], целью данно-
го исследования было изучить изменения уров-
ня мРНК генов il-6 в крови и гиппокампе и bdnf 
в крови крыс с высокой и низкой возбудимостью 
нервной системы на разных сроках после дли-
тельного эмоционально-болевого стресса.

материалы и методы
Объект исследования
Исследование проводили на пятимесячных 
самцах крыс линий, селектированных по ве-
личине порога возбудимости нервной систе-
мы: с  высоким (ВП) и  низким (НП) порогами 
возбудимости. Средняя масса животного в мо-
мент декапитации составляла 450 г. Исходным 
материалом для селекции были крысы линии 
Вистар. Отбор проводился по значению по-
рога нервно-мышечной возбудимости в  тесте 
на раздражение электрическим током боль-
шеберцового нерва n. tibialis (прямоугольные 
электрические импульсы длительностью 2 мс). 
В  первых двух поколениях были скрещены 
полные сиблинги. Начиная с  третьего поко-
ления внутрилинейное скрещивание прово-
дилось в  случайном порядке. Начиная с  10-го 
поколения размножение достигло плато. В  то 
же время 4-кратные различия между линия-

ми значительно превышали внутрилинейную 
изменчивость [8]. Линии принадлежат биокол-
лекции ФГБУН «Институт физиологии им. И. П. 
Павлова» РАН (ИФ РАН) (№ ГЗ 0134-2018-0003).

Животные содержались в стандартных услови-
ях со свободным доступом к воде и пище, усло-
вия освещенности регулировались автомати-
чески (12 часов — свет, 12 часов — темнота). При 
проведении экспериментов были соблюдены 
все требования, закрепленные в  директивах 
Совета Европейского сообщества (86/609/ЕЕС) 
и Хельсинкской декларации об использовании 
животных для экспериментальных исследо-
ваний. Протоколы опытов также были утвер-
ждены комиссией по гуманному обращению 
с  животными Института физиологии им. И.П. 
Павлова РАН.

В данном исследовании использовались 36  кон-
трольных и 36 экспериментальных животных.

В качестве модели хронического стресса при-
меняли эмоционально-болевое стрессирование 
по схеме К. Гехта [8].

Воздействие осуществлялось ежедневно на про-
тяжении 15  дней в  течение 13  минут: подача 
шести неподкрепляемых (10 с) и шести подкре-
пляемых током (2,5  мА, 2  мс) световых сигна-
лов по стохастической схеме. Межсигнальный 
интервал составлял одну минуту. Чередование 
с вероятностью 0,5 условных и безусловных сти-
мулов не позволяло выработать у  крыс услов-
ный рефлекс. Контрольные группы животных 
(линии НП и ВП) не стрессировали.

Выделение РНК и обратная транскрипция
Через 24 часа, 7 и 24 дня после окончания про-
токола стрессирования экспериментальные (n = 
36) и контрольные (n = 36) животные подверга-
лись декапитации и  извлечению мозга, в  част-
ности гиппокампа. После этого пробы гомоге-
низировали и проводили выделение суммарной 
РНК с  помощью набора ExtractRNA (Евроген, 
Россия, кат. № BC032) по протоколу произво-
дителя, далее проводилось измерение кон-
центрации экстрагированной РНК с  помощью 
спектрофотометра. Забор крови производился 
при декапитации через 24  часа и  24  дня после 
длительного эмоционально-болевого стресси-
рования, экстракцию суммарной РНК из цель-
ной крови проводили по протоколу, описанно-
му выше.
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После этапа выделения суммарной РНК прово-
дились измерения концентрации экстрагиро-
ванной РНК для каждого отдельного образца 
методом спектрофотометрии (NanoDrop IM-
PLEN). Синтез комплементарной ДНК (обратная 
транскрипция) был произведен в соответствии 
с  инструкцией к  набору MMLV RT kit (Евроген, 
Россия, кат. № SK022S), концентрация РНК  — 
100 нг/мкл.

ПЦР в реальном времени
Для оценки экспрессии генов изучаемых цито-
кинов проводилась ПЦР в  реальном времени. 
Для этого были подобраны ген-специфичные 
праймеры к генам il-6 и bdnf с помощью Primer 
BLAST базы NCBI. В  качестве флуоресцирую-
щей метки использовался интеркалирующий 
краситель SYBR Green (смесь qPCRmix-HS SYBR, 
Евроген, Россия, кат. № PK147L). В  качестве 
референсного гена использовался gapdh (гли-
церальдегид-3-фосфат дегидрогеназа). Также 
для каждого гена устанавливался негативный 
контроль, и ПЦР проводили в трех технических 
повторностях. Протокол ПЦР: 1) 95 °С — 5 ми-
нут; 2) 95° С — 15 секунд; 3) 59 °С — 15 секунд; 
4) 72 °С — 15 секунд; далее циклы 2–4 повторя-
ли 40 раз.

Статистическая обработка
Статистическая обработка данных производилась 
с помощью программы Prism 9. Нормальность рас-
пределения данных определяли с помощью теста 
Шапиро  — Уилка. Для сравнительного анализа 
показателей между группами в  качестве крите-
рия был использован t-тест для двух независи-
мых выборок. Значимыми считали различия при  
p ≤ 0,05.

Результаты ПЦР-анализа интерпретирова-
лись с  помощью метода ΔΔCt, который осно-
ван на оценке уровня экспрессии целевого гена 
по отношению к референсному.

Результаты
Длительное эмоционально-болевое воздействие 
не приводило к  изменению уровня провоспа-
лительного il-6  в  гиппокампе низковозбудимых 
животных линии ВП ни в  одной из временных 
точек после окончания стрессирования. У  крыс 
высоковозбудимой линии НП обнаружено зна-
чимое по сравнению с  контролем увеличение 
(р ≤ 0,05, n = 6) уровня мРНК данного цитокина 
в гиппокампе через 24 дня после окончания стес-
сирования (рис. 1).

В крови значимое увеличение уровня мРНК гена 
il-6  выявлено у  низковозбудимых крыс линии 
ВП через 24  часа после окончания стрессиро-
вания по сравнению с  контрольной группой 
(р  ≤  0,0015, n  =  6) (рис. 2), тогда как у  крыс вы-
соковозбудимой линии НП эффектов стресса 
на уровень мРНК данного цитокина в  крови 
не обнаружено.

Как видно из рисунка 3, значимых изменений 
в уровне мРНК нейротрофина bdnf в крови крыс 
исследуемых линий в  ответ на стресс не обна-
ружено.

Обсуждение результатов
Нами обнаружено значимое увеличение уровня 
мРНК провоспалительного цитокина IL-6 в гип-
покампе крыс высоковозбудимой линии НП 
через 24  дня после окончания длительного 
эмоционально-болевого стрессирования. Эти 
данные согласуются с  обнаруженным ранее 
значимым увеличением уровня мРНК другого 
провоспалительного цитокина IL-1b в  гиппо-
кампе животных данной линии на том же сро-
ке — 24 дня [10]. В совокупности с тем фактом, 
что усиление экспрессии гена il-1b наблюда-
лось у  животных линии НП так же и  в минда-
лине, можно предполагать, что к  этому сроку 
в мозге крыс с низким порогом и высокой воз-
будимостью развивается более выраженное 

Таблица 1. Последовательности праймеров

название Последовательность Продукт, п.н. Температура отжига, °С

il-6
прямой 5’-GCCTTCTTGGGACTGATGTT-3’

209 60
обратный 5’ GCATCATCGCTGTTCATACAATC-3’

bdnf
прямой 5’-CTGTCGCACGGTCCCCATT-3’

142 60
обратный 5’-TTCTCGTCTGCCCCAAAGCA-3’

gapdh
прямой 5’- GTTTGTGATGGGTGTGAACC -3’

170 60
обратный 5’- TCTTCTGAGTGGCAGTGATG -3’
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Рис. 1. Уровень мРНК гена il-6 в гиппокампе крыс c высоким и низким порогами возбудимости через 24 часа, 7 и 24 дня 
после длительного эмоционально-болевого стрессирования. Здесь и  далее на рисунках отображены средние и  SEM, 
t-тест Стьюдента, (* p ≤ 0,05, n = 6).

Рис. 2. Уровень мРНК гена il-6 в крови крыс c высоким и низким порогами возбудимости через 24 часа, 7 и 24 дня после 
длительного эмоционально-болевого стрессирования. t-тест Стьюдента, (** p ≤ 0,0001, n = 6)
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нейровоспаление по сравнению с  линией ВП, 
у  которой уровень мРНК IL-1b значимо увели-
чивается только в гиппокампе [10], а изменений 
уровня мРНК IL-6 не обнаружено.

Значимое влияние стресса на уровень мРНК гена 
il-6 в крови обнаружено только у низковозбуди-
мых крыс: через 24 часа после окончания стрес-
сирования уровень мРНК в экспериментальной 
группе значимо выше, чем в контроле. Данный 
факт показывает, что периферические измене-
ния мРНК провоспалительных молекул могут 
не соответствовать тем изменениям, которые 
наблюдаются в мозге. Согласно данным литера-
туры, усиление воспаления в крови наблюдается 
при низких дозах глюкокортикоидов, на ранних 
сроках после стресса и/или при остром стрес-
сорном воздействии. В  то время как высокие 
дозы гормонов стресса, хроническое воздей-
ствие и  присутствие глюкокортикоидов после 
воспаления, как правило, оказывают противо-
воспалительное действие  [12]. Более поздние 
эффекты, связанные с хроническим действием 
стрессора, по-видимому, призваны обеспечить 
контроль над потенциально разрушительными 
последствиями чрезмерно активного иммунно-
го ответа в  острой фазе. Таким образом, веро-

ятно, мы наблюдали естественную адаптивную 
реакцию у крыс линии ВП, которая проявлялась 
в  усилении провоспалительного сигналинга 
в крови на ранних сроках после стрессового воз-
действия, и данная реакция отсутствовала у вы-
соковозбудимых животных линии НП.

Нами не обнаружено значимых изменений 
в уровне мРНК гена bdnf в ответ на стресс в крови 
у животных обеих линий, при этом ранее уста-
новлено, что у  крыс высоковозбудимой линии 
НП наблюдается снижение уровня мРНК этого 
нейротрофического фактора в  префронталь-
ной коре и гиппокампе на разных сроках после 
стресса [13]. Таким образом, эти данные — еще 
одно свидетельство в пользу того, что перифе-
рические маркеры могут не всегда напрямую 
отражать изменения, происходящие в мозге.

Для уточнения механизмов и динамики разви-
тия нейровоспаления в мозге крыс линий с гене-
тически детерминированной высокой и низкой 
возбудимостью необходимы дополнительные 
исследования в отношении уровней мРНК дру-
гих про- и  антивоспалительных цитокинов, 
а  также постстрессорных изменений в  уровне 
экспрессии соответствующих белков.

Рис. 3. Уровень мРНК гена bdnf в крови крыс c высоким и низким порогами возбудимости через 24 часа 7 и 24 дня 
после длительного эмоционально-болевого стрессирования. t-тест Стьюдента (n = 6)
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