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Факторы нейровоспаления могут быть важными регуляторами функций мозга в норме и па-
тологии, в том числе при отставленных нарушениях, связанных с пренатальным действием 
алкоголя  – когнитивной дисфункции, аффективных расстройствах и аддиктивном поведении 
потомства в подростковом и взрослом возрасте. В данной работе мы использовали экспери-
ментальную модель пренатальной алкоголизации (потребление 10%-ного раствора этанола 
самкой крыс Wistar на всём протяжении беременности), мультиплексный иммунофлуоресцент-
ный анализ содержания интерлейкинов (IL-1α, IL-1β, IL-3, IL-6, IL-9 и IL-12), фактора некроза 
опухоли-α (TNF-α) и хемокина CCL5, а также количественную ПЦР в режиме реального времени 
для оценки уровня мРНК цитокинов в префронтальной коре половозрелого (PND60) потомства – 
самцов и самок крыс с пренатальной алкогольной интоксикацией и контрольных животных. 
Установлено достоверное снижение содержания TNF-α и интерлейкинов IL-1β, IL-3, IL-6, IL-9 в 
префронтальной коре самцов, но не самок, перенесших пренатальную алкоголизацию. У пре-
натально алкоголизированных самцов показано снижение уровня мРНК TNF-α в префронталь-
ной коре на 45% по сравнению с самцами контрольной группы, что может лежать в основе 
обнаруженного снижения его содержания. Полученные данные и, прежде всего, значимость 
фактора пола необходимо учитывать при проведении дальнейших трансляционных исследо-
ваний механизмов нарушений фетального алкогольного спектра и разработке средств их про-
филактики и терапии.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: пренатальная алкогольная интоксикация, нейровоспаление, префронталь-
ная кора, интерлейкины, фактор некроза опухоли, экспрессия мРНК.
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ВВЕДЕНИЕ

Употребление женщиной алкоголя во время 
беременности приводит к развитию у потом-
ства целого ряда физиологических, психических, 
поведенческих и интеллектуальных нарушений, 
обозначенных единым термином «нарушения 
фетального алкогольного спектра» (Fetal alcohol 
spectrum disorder, FASD)  [1]. Согласно усреднён-
ным эпидемиологическим данным последних 
лет, 10%  женщин употребляли алкоголь во вре-
мя беременности  [2,  3], а частота встречаемости 

FASD у детей в разных регионах мира варьирует 
от 3 до 31% [4–6]. Выраженность нарушений, воз-
никающих в результате пренатального воздей-
ствия этанола (пренатальная алкоголизация, ПА), 
зависит от дозы, продолжительности и частоты 
употребления алкоголя в течение беременности, 
а также от особенностей материнского метаболиз-
ма  [7]. Наиболее тяжёлая форма  – фетальный ал-
когольный синдром  – проявляется у детей в ран-
нем постнатальном периоде в дефектах развития 
лицевого отдела, замедлении роста, нарушениях 
функций центральной нервной системы (ЦНС) [7].  
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Вместе c тем наиболее многочисленная группа 
нарушений не связана с краниоцефальной дис-
морфией или отставанием в росте и развитии, 
а проявляется в виде поведенческих и когнитив-
ных нарушений, а также высокого риска злоупо-
требления психоактивными веществами в под-
ростковом и взрослом возрасте  [8]. Манифестация 
симптомов этих нарушений обычно связана c на-
чалом обучения в школе, стрессом, проблемами 
социального взаимодействия  [9].

Многочисленными исследованиями показа-
но, что центральное место в механизмах зави-
симости принадлежит процессам нейроадапта-
ции в мезокортиколимбической дофаминовой 
(DA) системе мозга, которая берёт начало в вен-
тральной покрышке среднего мозга (VTA) и прое-
цируется на лимбические структуры, включая 
прилежащее ядро (NAc), миндалевидное тело, 
гиппокамп и префронтальную кору  [10]. Вместе 
с тем дофамин помимо нейротрансмиттерной 
функции обладает способностью к активации до-
фаминовых рецепторов, локализованных на аст-
роцитах, микроглиальных клетках в ЦНC и клет-
ках периферической иммунной системы  [11,  12]. 
Показано, что дофамин модулирует уровень 
активности микроглиальных клеток  [13–15], и, 
наоборот, цитокины играют важную роль в регу-
ляции функций дофаминовой системы мозга [16]. 
Можно предположить, что одним из механизмов 
нарушений дофамин-зависимого поведения у ПА 
животных является изменение функционального 
состояния микроглиальных клеток и экспрессии 
факторов нейровоспаления. Целью данной ра-
боты было сравнительное изучение экспрессии 
факторов нейровоспаления в префронтальной 
коре ПА и интактных (контрольных) животных. 
Префронтальная кора считается одной из наи-
более сложных функциональных структур мозга 
млекопитающих, основная роль которой состоит 
в интеграции и интерпретации входных данных 
от корковых и подкорковых структур и обеспече-
нии целенаправленных поведенческих реакций, 
в том числе ориентированных как на получение 
вознаграждения, так и на подавление поведения 
риска  [17]. Учитывая, что баланс про- и противо-
воспалительных цитокинов критически важен 
для обеспечения нейронных функций  [18], мы 
предположили, что изменения в этом балансе 
у животных, перенесших ПА, могут быть одним 
из факторов нарушения поведения. Мы провели 
одновременное измерение содержания шести 
ключевых белков-цитокинов семейства интерлей-
кинов (IL-1α, IL-1β, IL-3, IL-6, IL-9 и IL-2), фактора 
некроза опухоли-α (tumor necrosis factor  α, TNF-α) 
и хемокина CCL5 в префронтальной коре полово-
зрелых (PND60) самцов и самок крыс с ПА инток-
сикацией и контрольных животных. IL-1  пред-

ставляют собой провоспалительные цитокины с 
широко распространённым влиянием на функции 
нервной системы в норме  [19]. Цитокины семей-
ства IL-1 состоят из двух основных родственных 
членов семейства (IL-1α, IL-1β), которые демон-
стрируют клеточно-специфические паттерны экс-
прессии и высвобождения и синтезируются как 
глией, так и нейронами. Традиционно считав-
шиеся провоспалительными такие цитокины, 
как интерлейкины IL-1β, IL-6, IL-2 и TNF-α, играют 
важную роль в развитии мозга [20]. Показано, что 
нарушение функций IL-6 в мозге ассоциировано с 
аномалией формы, длины и характера распреде-
ления дендритных отростков  [21]. TNF-α является 
ключевым медиатором, влияющим на синаптиче-
ское ремоделирование, процессы долговременной 
потенциации (LTP) и долговременной депрессии 
(LTD) в мозге  [22,  23]. Помимо того, что IL-2 явля-
ется ключевым цитокином в иммунной регуля-
ции, он может играть роль в развитии и регу-
ляции нейронов головного мозга, участвующих 
в пространственном обучении и памяти. Пока-
зано, что у нокаутных по IL-2 мышей нарушено 
пространственное обучение, что сопровождалось 
уменьшением длины гиппокампальных мшистых 
волокон  [24].

IL-3, IL-9 и CCL5, согласно данным литера-
туры, могут обладать нейропротективным дей-
ствием  [25–27]. Было показано, что IL-3 широко 
экспрессируется в ЦНС и оказывает трофическое 
действие на холинергические нейроны прозрач-
ной перегородки (Septum pellucidum) in  vitro и 
in  vivo  [25], однако механизмы, лежащие в осно-
ве нейротрофического действия IL-3, до конца 
не выяснены. IL-9 и его рецептор также активно 
экспрессируются в нервных клетках и специфиче-
ски контролируют программируемую клеточную 
гибель нейронов неокортекса новорожденных 
мышей  [26]. Авторы предполагают, что сигналь-
ный путь IL-9/IL-9R представляет собой эндоген-
ный антиапоптотический механизм для корко-
вых нейронов [26]. Хемокин CCL5 и его рецепторы 
выполняют в ЦНС множество функций, включая 
нейромодуляцию синаптической активности и 
защиту от нейротоксинов  [27]. Наиболее высо-
кий уровень экспрессии мРНК CCL5 обнаружен 
в олигодендроцитах, астроцитах и микроглии 
коры головного мозга, хвостатого ядра/скорлупы, 
гиппокампа и таламуса  [27]. Интересно, что в 
среднем мозге мРНК CCL5 обнаруживается в ти-
розин-гидроксилаза (TH)-положительных клетках 
вентральной покрышки, указывая на то, что CCL5 
экспрессируется субпопуляцией дофаминергиче-
ских нейронов мезолимбической системы  [27]. 
Предполагают, что этот хемокин может участво-
вать в обеспечении взаимодействия нейронов и 
клеток глии  [27].
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Экспериментальные животные. Экспери-
менты проводились на аутбредных крысах Wistar 
обоих полов (питомник лабораторных животных 
«Столбовая» ФГБУ «Научный центр биомеди-
цинских технологий Федерального медико-био-
логического агентства»). Животных содержали в 
условиях естественной освещённости при тем-
пературе 22  ±  2  °C и свободном доступе к пище  
и воде.

Модель пренатальной алкоголизации. Для 
получения потомства двух половозрелых самок 
(PND60) крыс подсаживали к самцу на 3  суток. 
Общее количество самцов  – 10, самок  – 20. Срок 
беременности фиксировали, определяя наличие 
сперматозоидов в вагинальном мазке самки. Сам-
ки, спаривавшиеся c одним самцом, случайным 
образом были поделены на две группы: самки 
опытной группы на протяжении всей беременно-
сти (c 1-го по 21-й дни) получали 10%-ный раствор 
этанола в качестве единственного источника жид-
кости, контрольные самки во время беременности 
содержались в условиях водного режима. Потреб-
ление алкоголя самками измеряли ежедневно на 
всём протяжении беременности. В данной серии 
среднесуточное потребление алкоголя самками 
составило 13,6  ±  2,1  г/кг. Объём потребляемой 
жидкости в опытной группе – 31,0  ±  4,2  мл, в кон-
трольной группе – 35,1  ±  2,7  мл. Достоверных раз-
личий в среднесуточных объёмах потребляемой 
жидкости выявлено не было. Масса самок кон-
трольной и опытной групп достоверно не отли-
чалась в начале (210,0  ±  23,8  г и 207,0  ±  15,7  г соот-
ветственно) и в конце эксперимента (325,0  ±  28,4  г 
и 331,0  ±  32,1  г соответственно). После рождения 
детёнышей на период вскармливания все самки 
переводились на водный режим. Таким образом, 
полученное потомство было алкоголизировано 
только в пренатальном периоде, соответствующем 
1–2  триместрам беременности у человека  [28]. На 
30-й день жизни детёнышей отделяли от матери, 
разделяли по половому признаку и в дальнейшем 
содержали по 6  крысят в одной клетке (тип  Т/4В) 
при свободном доступе к пище и воде.

Для биохимических и молекулярно-биологи-
ческих исследований случайным образом было 
отобрано 18  ПА крыс (группа «Alc», 9  самцов и 
9  самок) и 18  контрольных (группа  «К», 9  самцов 
и 9  самок) крыс. В возрасте 60  дней (PND60) крыс 
декапитировали, префронтальную кору выдели-
ли на уровне от 4,2  мм до 2,8  мм относительно 
Брегмы, согласно атласу мозга крыc Paxinos and 
Watson  [29]. Выделенные образцы ткани замора-
живали и хранили при −70  °С.

Выделение белка для иммунофлуоресцент-
ного анализа. Пробы гомогенизировали с исполь-

зованием стеклянных шариков на гомогенизаторе 
MagNA Lyser 230B («Roche», Швейцария) в буфер-
ном растворе: 20  мМ Tris-HCl (pH 7,5), 150  мМ NaCl, 
1  мМ PMSF, 0,05%-ного (v/v) Tween-20 и 1%-ного 
(v/v) коктейля ингибиторов протеаз  II (ab201116, 
«Abcam», США). Гомогенаты центрифугировали 
15  мин при 12  000  g и 3  °C и отбирали суперна-
тант для дальнейшего анализа. Содержание белка 
определяли методом Бредфорда с использовани-
ем коммерчески доступного набора Quick Start 
Bradford Protein Assay («Bio-Rad», США).

Мультиплексный иммунофлуоресцентный 
анализ с использованием микросфер (техноло-
гия xMAP) проводили с помощью коммерчески 
доступных наборов для определения цитокинов 
в тканях мозга крысы («Cloud-Clone Corp.», Китай), 
согласно инструкции производителя. Анализ вы-
полняли на системе Bio-Plex MAGPIX Multiplex 
Reader с системой промывки Bio-Plex Pro Wash 
Station («Bio-Rad»). Концентрацию цитокинов в 
исследуемых образцах определяли автоматически 
с помощью стандартных калибровочных разведе-
ний, используя компьютерную программу Bio-Plex 
Manager Software v.6.1 и Bio-Plex Data Pro Software 
v.1.2 («Bio-Rad»). Содержание целевых белков нор-
мировали на общий белок в образце.

Выделение тотальной РНК проводили стан-
дартным гуанидин-изотиоционатным методом с 
использованием фенол-хлороформной экстракции 
(PureZOL RNA Isolation Reagent, «Bio-Rad»). Образ-
цы ткани гомогенизировали в 1  мл лизирующего 
буфера, к гомогенату добавляли 200  мкл хлоро-
форма («Fluka», США) и центрифугировали в тече-
ние 15  мин при 4  °C и 12  000  g (Eppendorf 5804R, 
«Eppendorf», Германия). К супернатанту добавля-
ли равный объём изопропанола, инкубировали 
при −20  °C (2  ч), центрифугировали при 6  000  g 
5  мин, осадок промывали 70%-ным EtOH, высуши-
вали и растворяли в воде (RNАase-free). Аликвоты 
РНК замораживали и хранили при  −70  °С. Коли-
чество выделенной тотальной РНК определяли 
спектрофотометрически (Eppendorf BioPhotometer, 
«Eppendorf»). Полученную РНК обрабатывали 
ДНКазой («Thermo Fisher Scientific», США), в соот-
ветствии с инструкцией производителя. кДНК 
синтезировали с использованием набора Mint 
revertase («Евроген», Россия) и использовали в 
качестве матрицы для количественной ПЦР.

ПЦР в режиме реального времени. Для 
подбора праймеров использовали онлайн-ресурс 
Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/
primer-blast). Были использованы следующие по-
следовательности олигонуклеотидных праймеров 
(«ДНК-синтез», Россия): 
TNF-α (прямой 5′-AAATGGGCTCCCTCTCATCAGGTTC-3′,  
обратный 5′-TCTGCTTGGTGGTTTGCTACGAC-3′);  
IL-1β (прямой 5′-CACCTCTCAAGCAGAGCACAG-3′,  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
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Таблица 1. Содержание цитокинов в префронтальной коре пренатально алкоголизированных и контрольных 
животных

Группа
Содержание цитокинов в префронтальной коре (пг/мг общего белка)

среднее арифметическое  ± SD

IL-1α IL-1β IL-2 IL-3 IL-6 IL-9 TNF-α CCL5

М_К 
(n  =  9) 58  ±  21,2 9,1  ±  2 175,1  ±  27,5 3,4  ±  1 3,4  ±  1 3,3  ±  1,1 38,5  ±  19,9 58,6  ±  23

М_ПА 
(n  =  9) 36,5  ±  16 6,4  ±  2,7*

p  =  0,01 135  ±  57,9 2,1  ±  0,8
p  =  0,009

1,9  ±  1,09
p  =  0,002

1,9  ±  0,9
p  =  0,005

21,4  ±  8,7*
p  =  0,03 36  ±  6,4

F_К 
(n  =  9) 45,9  ±  27,2 5,9  ±  2##

p  =  0,005 138,6  ±  64,8 1,8  ±  0,4##

p  =  0,003
2  ±  0,7##

p  =  0,003
1,7  ±  0,4##

p  =  0,002 26,8  ±  16,7 45,8  ±  20

F_ПА 
(n  =  9) 57,9  ±  41,9 5,9  ±  2 116,4  ±  26,6 2,5  ±  1,3 1,4  ±  0,9 2,5  ±  1,2 21,7  ±  12 55,4  ±  33,4

Примечание. М_К  – самцы, контрольная группа; М_ПА  – самцы, пренатальная алкоголизация; F_К  – самки, 
контрольная группа; F_ПА  – самки, пренатальная алкоголизация.
* p  <  0,05 (М_ПА относительно М_К); ##  p  <  0,01 (F_K относительно М_К); апостериорный тест Дункана.

обратный 5′-GGGTTCCATGGTGAAGTCAAC-3′);  
β-актин (прямой 5′-CACTGCCGCATCCTCTTCCT-3′,  
обратный 5′-AACCGCTCATTGCCGATAGTG-3′).

Амплификацию проводили в 25  мкл смеси, 
содержащей 25  нг матрицы (кДНК), праймеры в 
конечной концентрации 0,4  мкМ и 5  мкл реак-
ционной смеси 5X qPCRmix-HS SYBR с интерка-
лирующим красителем SYBR Green I («Евроген») 
на амплификаторе CFX96 Real-Time System C1000 
Thermal Cycler («Bio-Rad») в следующем режиме: 
исходная денатурация матрицы – 3  мин при 95  °С; 
денатурация – 95  °С, 15 с; отжиг праймеров – 60  °С, 
15  с; элонгация  – 72  °С, 30  с. Реакцию проводили 
в течение 40  циклов с последующим анализом 
кривых плавления полученных ПЦР-продуктов. 
Для нормализации данных использовали β-актин 
в качестве референсного гена. Показатели Ct β-ак-
тина между экспериментальной и контрольной 
группой достоверно не различались (20,2  ±  2,0 и 
19,7  ±  3,3 соответственно). Количественную оцен-
ку относительного уровня экспрессии мРНК про-
водили методом 2−ΔΔСt  [30].

Статистическую обработку данных про-
водили с помощью программного обеспечения 
Statistica  v.12 («StatSoft Inc.», США). Проверка нор-
мальности распределения данных в выборке 
осуществлялась с помощью критерия Шапиро–
Уилка. Так как все данные подчинялись Гауссову 
распределению, использовали параметрический 
метод анализа  – двухфакторный дисперсионный 
анализ (two-way ANOVA), факторы: пол  ×  ПА. Дан-
ные представлены как среднее арифметическое 
± стандартное отклонение (SD). Post hoc обработка 
проводилась при наличии достоверных различий 
между группами. Достоверными считались раз-
личия при уровне значимости р  <  0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Содержание цитокинов в префронтальной 
коре. Процессинг данных о содержании цитоки-
нов/хемокинов, суммированных в табл. 1, показал: 
значимое влияние фактора ПА (F1,32  =  4,9; p  = 0,03) 
на TNF-α, фактора пола (F1,32 = 6,7; p = 0,01) на IL-1β, 
взаимодействие факторов ПА  ×  пол при анализе 
IL-3 (F1,32  =  10; p  =  0,003), фактора ПА (F1,32  =  12,8; 
p  =  0,001) и фактора пола (F1,32  =  9,9; p  =  0,004) на 
IL-6, взаимодействие факторов ПА  ×  пол (F1,32  =  13;  
p  =  0,001) при анализе IL-9 и взаимодействие 
факторов ПА  ×  пол (F1,32  =  4,5; p  =  0,04) при ана-
лизе CCL5. Важно отметить, что наиболее высо-
кие показатели концентрации в префронтальной 
коре отмечаются для интерлейкинов IL-2 и IL-1α 
и хемокина CCL5.

Результаты мультиплексного анализа пока-
зали достоверные различия содержания ряда 
интерлейкинов в префронтальной коре мозга 
между самцами и самками контрольной группы: 
у самок (группа F_K) было снижено содержание 
интерлейкинов IL-1β (p  < 0,01), IL-3 (p < 0,001), IL-6 
(p < 0,01) и IL-9 (p < 0,001) по сравнению с самцами 
(группа М_K) (табл.  1). Примечательно, что ПА не 
повлияла на уровень цитокинов у самок, также 
не было обнаружено значимых различий между 
полами групп ПА животных.

В префронтальной коре ПА самцов наблюда-
лось значимое снижение IL-1β  – на 29%, IL-3  – на 
38%, IL-6  – на 45%, IL-9  – на 42%, а также TNF-α  – 
на 45% по сравнению с контрольной группой сам-
цов. Следует отметить, что несмотря на обнару-
жение в ходе дисперсионного анализа значимого 
отличия между группами в отношении содержа-
ния хемокина CCL5, результаты апостериорного 
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Рис. 1. Относительный уровень экспрессии мРНК 
IL-1β и TNF-α в префронтальной коре контрольных 
и пренатально алкоголизированных самок и самцов 
крыс. М_К – самцы, контрольная группа; М_ПА – сам-
цы, пренатальная алкоголизация; F_К  – самки, кон-
трольная группа; F_ПА  – самки, пренатальная ал-
коголизация. *  p  <  0,05 (М_ПА относительно М_К, 
апостериорный тест Дункана)

анализа были неоднозначны: было обнаружено 
снижение у ПА самцов на 39% (p  =  0,06, тест Дун-
кана; тенденция) по сравнению с самцами кон-
трольной группы (табл.  1).

Для выяснения возможных причин снижения 
содержания TNF-α и IL-1β в префронтальной коре 
ПА самцов было проведено параллельное изуче-
ние экспрессии мРНК TNF-α и IL-1β.

Экспрессия мРНК TNF-α и IL-1β в префрон-
тальной коре пренатально алкоголизирован-
ных и контрольных животных. При изучении 
уровня мРНК TNF-α в префронтальной коре обна-
ружено влияние ПА-фактора (F1,32  =  8,2, p  =  0,007). 
Статистически значимые различия выявлены ме-
жду ПА самцами и контрольной группой самцов 
(рис.  1). У ПА самцов выявлено снижение уров-
ня мРНК TNF-α в префронтальной коре на 45% 
(p  =  0,03) по сравнению с самцами контрольной 
группы, что может лежать в основе обнаружен-
ного нами снижения содержания самого TNF-α. 
Достоверных различий в экспрессии мРНК IL-1β 
между группами не обнаружено (рис.  1).

ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее нами было установлено, что пренаталь-
ная алкогольная интоксикация является значи-
мым фактором риска аддиктивного поведения 
в будущем, причём в потомстве F1 увеличение 

добровольного потребления алкоголя и более вы-
сокий уровень тревожности на фоне отмены его 
потребления были обнаружены у самцов, но не 
у самок-потомков по сравнению с соответствую-
щими контрольными группами  [31].

В настоящем исследовании было также 
выявлено зависимое от пола отставленное дей-
ствие ПА на содержание цитокинов в префрон-
тальной коре взрослых животных. Мы получили 
достаточно неожиданные результаты – снижение 
содержания TNF-α в префронтальной коре взрос-
лых ПА самцов крыс. Эти данные согласуются c 
представлениями некоторых авторов [32] о подав-
лении, а не об активации алкоголем экспрессии 
TNF-α в мозге. Традиционно TNF-α считают про-
воспалительным цитокином, однако несмотря 
на многочисленные сообщения о роли TNF-α как 
патогенетического фактора целого ряда заболева-
ний мозга, появляется всё больше данных о его 
нейропротекторных функциях, направленных на 
уменьшение продукции оксида азота и свобод-
ных радикалов, изменение нейротрансмиссии 
возбуждающих аминокислот, поддержание ней-
ронального гомеостаза кальция и индукцию син-
теза нейротрофических факторов  [33]. Передача 
сигнала в клетках, на которые действует TNF-α, 
происходит после его связывания c двумя рецеп-
торами: TNFR1 и TNFR2  [34], активации факторов  
транскрипции NF-κB и AP-1, которые опосреду-
ют выживаемость и пролиферацию клеток  [34]. 
NF-κB является фактором транскрипции для боль-
шого числа генов, кодирующих провоспалитель-
ные цитокины, хемокины и их рецепторы. При 
этом TNFR1, в отличие от TNFR2, содержит так 
называемый «домен смерти» («death domain») в 
своей цитоплазматической части, поэтому его 
связывание c TNF-α может приводить к индук-
ции клеточной гибели  [34]. TNFR1 представлен 
почти на всех типах клеток, тогда как экспрессия 
TNFR2 характерна для нейронов и олигодендро-
цитов  [34]. Долгое время считалось, что TNFR2 
выполняет второстепенную роль в гомеостазе, 
однако недавно было показано, что регулятор-
ные эффекты TNF-α связаны c передачей сигнала 
именно через TNFR2  [35].

Поскольку обнаруженный нами эффект ПА 
является отставленным во времени, в его основе 
могут лежать долговременные эпигенетические 
модификации, что косвенно подтверждается сни-
жением экспрессии мРНК TNF-α. Линии мышей с 
нокаутом гена Tnf (C57BL/6-TNF−/− и C57BL/6-TNF+/−) 
представляются перспективной моделью для из-
учения влияния дефицита TNF на поведение и 
функции ЦНС в норме и патологии. Результаты, 
полученные в настоящее время при изучении 
мышей с нокаутом гена Tnf, свидетельствуют об 
участии TNF в регуляции тревожного поведения 
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и функциональной активности дофаминовой си-
стемы мозга  [36].

Согласно данным литературы цитокин IL-1β 
экспрессируется в мозге как микроглиальными 
клетками, так и нейронами и участвует в меха-
низмах поддержания целостности и функцио-
нирования гематоэнцефалического барьера  [37]. 
Показано, что IL-1β может регулировать функции 
ГАМК-ергических синапсов префронтальной коры 
посредством двух различных путей: противовос-
палительного (механизм «выживания» PI3K/Akt) 
или провоспалительного (MyD88/p38 MAPK), при-
чём в отсутствии алкоголя наблюдается смещение 
в сторону сигнального пути PI3K/Akt, способству-
ющего выживанию  [38]. Кроме того, исследова-
ния на грызунах с нокаутом гена IL-1β выявили 
целый ряд нарушений поведения и аффективного 
состояния у этих животных  [39,  40].

Снижение содержания IL-3, IL-6 и IL-9 в пре-
фронтальной коре самцов с ПА может быть свя-
зано с ослаблением нейропротекторных свойств 
микроглии. В исследовании на людях и мышах 
было показано, что уровень экспрессии IL-3 игра-
ет ключевую роль в размножении и поддержании 
пула прогениторных нейрональных клеток и ко-
личества выживших нейронов  [41]. Было показа-
но, что IL-3 играет защитную роль против Aβ-ин-
дуцированной гибели клеток, и что эта защита 
реализуется посредством активации фосфатидил-
инозитол-3-киназы (PI3K)/протеинкиназы  B (Akt) 
и Янус-киназы  2 (Jak2)  [42]. Исследования клеток 
in  vitro показали, что IL-9 индуцирует активацию 
транскрипционных факторов преобразователей 
сигналов и активаторов транскрипции STAT1, 
STAT3 и STAT5 и снижает экспрессию маркеров ак-
тивации макрофагов, таких как CD45, CD14, CD68 
и CD11b, стимулированных липополисахаридом 
и гамма-интерфероном  [43]. Таким образом, IL-9 
может управлять экспрессией других цитокинов 
и хемокинов, а сам в ряде случаев проявлять про-
тивовоспалительные и антиапоптотические свой-
ства  [44,  45].

Показано, что IL-6 участвует в нейрогенезе 
(влияя как на нейроны, так и на глиальные 
клетки), а также в регуляции активности зрелых 
нейронов и глиальных клеток в норме и пато-
логии  [46]. Во многих отношениях IL-6 ведёт себя 
подобно нейротрофину, что, по-видимому, объ-
ясняет, почему семейство цитокинов, к которому 
он принадлежит, известно как нейропоэтины. 
В опытах на культуре нейронов было показано, 
что IL-6 способствует выживанию холинергиче-
ских нейронов переднего мозга и перегородки, 
а также мезэнцефалических катехоламинерги-
ческих нейронов, ганглиозных клеток сетчатки, 
симпатических нейронов и ганглиев дорсальных 
корешков  [47,  48]. Изучение нокаутных мышей 

IL-6 KO показывает вовлечённость IL-6 в регуля-
цию ноцицепции, терморегуляции, эмоциональ-
ной реактивности, обучения и памяти  [49,  50].

Таким образом, в работе показано, что в пре-
фронтальной коре ПА животных снижено содер-
жание как провоспалительных цитокинов, так 
и цитокинов, обладающих нейропротекторным 
действием, причём этот эффект зависит от пола 
и обнаруживается только у половозрелых самцов. 
Вместе с тем важно учитывать, что нейровоспа-
ление представляет собой сложный динамиче-
ский процесс, характеризующийся изменением 
числа астроцитов и клеток микроглии, актива-
цией про- и противовоспалительных цитокинов, 
морфологическими изменениями клеток, кле-
точной миграцией, изменением уровня экспрес-
сии целого ряда генов  [51]. Поэтому для изучения 
динамики изменений экспрессии цитокинов на 
уровне мРНК и белка, их роли в общей картине 
нарушений, связанных c пренатальным эффектом 
алкоголя, а также биологических основ влияния 
фактора пола на эффекты ПА требуются дальней-
шие исследования.

Ограничения исследования. Используемая 
модель «полупринудительной» алкоголизации 
самок во время беременности имеет свои огра-
ничения в качестве трансляционной модели при 
интерпретации данных. В частности, при исполь-
зовании модели необходимо тщательно контро-
лировать объём потребляемой жидкости в опыт-
ной и контрольной группах животных. Кроме 
того, в данном исследовании не проводилась 
оценка калорийности рациона у пьющих алко-
голь и контрольных самок. Ограничением также 
является возраст потомства. Возможно, установ-
ленные биохимические изменения характерны 
для позднего адолесцентного и взрослого, но не 
для препубертатного периода, исследованного в 
работах других авторов  [52].
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Соблюдение этических норм. Исследования 
проводились c соблюдением международных ре-
комендаций для медико-биологических исследо-
ваний c использованием животных, требований 
Европейской конвенции о защите животных, 
используемых для экспериментов или в иных 
научных целях (Страсбург, 1986  г. c приложением 
от 15.06.2006), правил Совета Европейского сооб-
щества (Директива 86/609/ЕЕC от 14.11.2005  г. и 
Директива 2010/63/EU от 22.09.2010  г.), а также 

Принципов надлежащей лабораторной практи-
ки (приказ Министерства здравоохранения РФ 
№  199н от 01.04.2016, ГОСТ Р  53434-2009). Соблю-
дены все положения, в том числе использование 
минимального количества животных, которое 
требуется для получения научно достоверных ре-
зультатов. Протокол эксперимента соответствовал 
этическим принципам и нормам проведения био-
медицинских исследований c участием животных 
и одобрен этическими комитетами ФГБУ «НМИЦ 
ПН им. В.П. Сербского» Министерства здравоохра-
нения РФ.
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Neuroinflammation can be an important factor of many central nervous system (CNS) deficits includ-
ing cognitive dysfunction, affective disorders and addictive behavior associated with prenatal alcohol 
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exposure and presented in early adulthood. In this study we used an experimental rodent model of 
prenatal alcohol (PA) exposure (consumption of a 10% ethanol solution by female Wistar rats through-
out pregnancy), multiplex immunofluorescence analysis of interleukins (IL-1α, IL-1β, IL-3, IL-6, IL-9 
and IL-12), tumor necrosis factor (TNF-α) and chemokine CCL5, as well as quantitative real-time PCR 
to assess the level of cytokine mRNA in the prefrontal cortex of sexually mature (PND60) offspring – 
male and female rats with prenatal alcohol intoxication and control animals. A significant decrease 
in the content of TNF-α and interleukins IL-1β, IL-3, IL-6, IL-9 was established in the prefrontal cortex 
of male, but not female PA offspring. Importantly, PA males also showed a decrease in the level of 
TNF-α mRNA in the prefrontal cortex by 45% compared to the control males, which may underlie 
a  detected decrease in its content. Taken together, our study demonstrates that a number of neuro-
immune factors are regulated in a sex-specific manner in the prefrontal cortex and are differentially 
affected in males and females by prenatal exposure to alcohol. Sex factor must be taken into account 
when conducting further translational fetal alcohol spectrum disorders and developing new methods 
for prevention and therapy.

Keywords: prenatal alcohol intoxication, neuroinflammation, prefrontal cortex, interleukins, tumor 
necrosis factor, mRNA expression


