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Мозговой нейротрофический фактор BDNF, регулирующий нейрогенез и пластичность мозга, вовле-
чен в механизм нейропротекторного действия широко применяемого в психиатрии нормотимика –
лития. Однако как влияет литий на уровень BDNF в различающихся по степени онтогенетической
зрелости отделах неонатального мозга остается неясным. В работе исследовали острый эффект хло-
рида лития (LiCl) на уровень белка BDNF, а также на уровень белка-маркера апоптоза – активной
каспазы-3 в коре и стволе мозга 3-дневных крысят. Применение LiCl приводило к увеличению
уровня BDNF в стволе и коре мозга крысят через 2 ч после введения. В более зрелом отделе ЦНС –
стволе, индуцированное литием увеличение уровня BDNF сопровождалось 2-кратным снижением
уровня активной каспазы-3. Результаты свидетельствуют, что проявление антиапоптозного дей-
ствия LiCl зависит от степени зрелости подвергшегося воздействию нормотимика отдела неона-
тального мозга.
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ВВЕДЕНИЕ
Широко применяемый при терапии биполяр-

ных расстройств [1] нормотимик литий в послед-
ние годы активно рассматривается в качестве по-
тенциального нейропротективного препарата при
лечении острых повреждений ЦНС и хронических
нейродегенеративных заболеваний [2]. Для нео-
натального мозга были показаны нейропротектор-
ные эффекты солей лития на экспериментальной
модели неонатальной гипоксии-ишемии [3–5] и
при повреждении ЦНС токсическими агентами [6,
7]. При остром введении препарата оказывающая
терапевтический эффект доза лития составляет
120–200 мг/кг [3–7]. Наблюдаемые нейропротек-
торные эффекты солей лития связаны с их влия-
нием на экспрессию антиапоптозных белков Bcl-2
семейства [8, 9] и на уровни белков семейства
нейротрофинов [10–12]. Несмотря на возмож-
ность развития отдельных токсических эффектов
при применении этого нормотимика [13, 14], пре-
параты лития в силу своих нейропротективных
свойств могут рассматриваться в качестве воз-

можного способа защиты незрелого головного
мозга от действия различных неблагоприятных
факторов среды – глюкокортикоидов, гипоксии
и анестетиков [15, 16].

Одна из потенциальных мишеней лития –
мозговой нейротрофический фактор BDNF
(brain derived neurotrophic factor) широко экспрес-
сируется в незрелом мозге, в том числе – в коре и
стволе [17]. В развивающемся мозге этот белок ре-
ализует свои эффекты через каспаза-3-зависимый
молекулярный путь [18] и регулирует процессы
нейрогенеза, влияя на пролиферацию и диффе-
ренцировку нейронов, а также способствует вы-
живанию клеток [19]. Показано, что литий увели-
чивает экспрессию мозгового нейротрофическо-
го фактора BDNF в культуре кортикальных
нейронов [10], ганглиозных клетках сетчатки [11],
коре мозга и гиппокампе взрослых животных [8,
12]. Однако как влияют соли лития на уровень
BDNF в неонатальном мозге, когда он наиболее
чувствителен к действию разнообразных средо-
вых и онтогенетических факторов [16, 20], остает-
ся неясным.

В силу асинхронности созревания различных
отделов головного мозга, у крыс нейроны ствола
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мозга заканчивают пролиферацию и дифферен-
цировку в эмбриогенезе, тогда как в коре мозга
эти процессы продолжаются и в первые дни после
рождения [21]. В результате естественные уровни
BDNF в ходе перинатального развития в этих от-
делах головного мозга различаются [17]. В эти же
сроки интенсивность активации ключевого фер-
мента программируемой клеточной гибели – кас-
пазы-3 в коре мозга значительно выше по сравне-
нию со стволом мозга [17]. Асинхронное созревание
мозга в онтогенезе предполагает неидентичность
действия нормотимиков на уровень BDNF в раз-
ных структурах мозга в неонатальный период
[22]. Целью данной работы было исследовать ост-
рый эффект нормотимика хлорида лития на уро-
вень белка BDNF, а также на уровень маркера
апоптоза – активной каспазы-3 в стволе и фрон-
тальной коре 3-дневных крысят.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В эксперименте использовали крысят, рожден-

ных и вскармливаемых собственными матерями
линии Вистар. Условия содержания животных и
протоколы работы с ними утверждены Комиссией
по биоэтике ИЦиГ СО РАН, и соответствуют Ди-
рективе Европейского Парламента и Совета ЕС
2010/63/EU от 22.09.2010 г. День родов принима-
ли за первый день жизни животных.

Крысятам на 3 день жизни подкожно вводили
LiCl в дозе 85 мг/кг. Используемая в эксперимен-
те доза LiCl (эквивалентна дозе 2meq) была вы-
брана на основе опубликованных данных [3–7].
Контрольные животные получали 0.02 мл физио-
логического раствора. В каждой эксперименталь-
ной группе было по 6–8 животных.

Уровни белков определяли спустя 2 ч после
инъекции препаратов, поскольку ранее в эти сро-
ки была показана возможность острой индукции
экспрессии гена bdnf [23]. Ткани мозга гомогени-
зировали в лизирующем буфере (150 мМ NaCl,
50 мМ Трис, 1% Тритон Х-100, ингибиторы про-
теаз: 2 мМ PMSF и 2 мкг/мл леупептина, пепста-
тина и апротинина). После центрифугирования
(14000 g, 4°С, 15 мин) содержание белка в пробах
определяли по методу Лоури. Супернатант, со-
держащий 50 мкг белка, денатурировали в буфере
(50 mM трис-HCl (pH 6.8), 10% глицерина,
100 mM 2-β-меркаптоэтанола, 1% SDS, 0.002%
бромфенолового синего; 5 мин при 95°С), затем
разделяли методом электрофореза (система Mini-
Protean 3 Dodeca Cell, Bio-Rad Laboratories,
США) в 12% полиакриламидном геле (размером
84 × 80 × 1 мм) с SDS. Электрофорез проводили в
электрофорезном буфере (25 мМ трис, 192 мМ
глицин, 0.1% SDS, pH 8.3) при напряжении 120 V до
вхождения образцов в разделяющий гель, затем –
180 V. После электрофореза белки переносили на
0.45-μм нитроцеллюлозную мембрану (Bio-Rad

Laboratories, США) в буфере для переноса (47.9 мМ
Трис, 38.6 мМ глицин, 20% метанол, pH 8.3) при
постоянном напряжении 70 V в течение 60 мин
(система Trans-Blot, Bio-Rad Laboratories, США).

Мембраны инкубировали в присутствии анти-
тел: первичных (BDNF – N-20, rabbit polyclonal,
разведение 1 : 500, “Santa Cruz Biotechnology”,
США; активной каспазы-3 – #9664, rabbit mono-
clonal, разведение 1 : 500, “Cell Signaling”, США;
β-актина – sc-1616, rabbit polyclonal, разведение
1 : 20000, “Santa Cruz Biotechnology”, США) и
вторичных (goat anti-rabbit IgG antibody, разведе-
ние 1 : 1000 для BDNF и активной каспазы-3 или
1 : 10000 для β-актина, “Bio-Rad Laboratories”,
США). Затем усиливали хемилюминисцентный
сигнал с помощью специального набора (Super-
Signal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate,
Lifetechnologies) в течение 1 мин. Интенсивность
окрашивания полос, соответствующих анализи-
руемым белкам, определяли путем сканирования
мембран (ChemidocTM Touch Imaging System,
Bio-Rad Laboratories, США) с последующей ком-
пьютерной денситометрией (программа Scion
Image 4.0.3.2 Scion Corporation, США). Для детек-
ции β-актина и целевых белков мембраны разде-
ляли на уровне 25 кДа. Белки BDNF и активную
каспазу-3 детектировали на индивидуальных
мембранах. Количество белка BDNF (14 кДа) и
активной каспазы-3 (17 кДа) оценивали в относи-
тельных единицах к β-актину (42 кДа) того же об-
разца.

Помимо вышеуказанных, все используемые в
работе реактивы были производства компании
“Sigma-Aldrich”, США.

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили с использованием пакета про-
грамм STATISTICA (ver. 6.0; StatSoft, Inc., 2001).
Влияние воздействий внутри одной структуры
оценивали однофакторным дисперсионным ана-
лизом (ANOVA), достоверность различий между
группами устанавливали согласно LSD критерию
Фишера. Корреляционный анализ проводили по
методу ранговой корреляции Спирмена. Резуль-
таты считали достоверными при вероятности ме-
нее 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Хлорид лития увеличивал уровень мозгового
нейротрофического фактора BDNF в стволе моз-
га 3-дневных крысят через 2 ч после введения
препарата (рис. 1а, б; F(1,14) = 4.69, p < 0.048). Во
фронтальной коре 3-дневных крысят было выяв-
лено полуторакратное увеличение уровня белка
BDNF через 2 часа после инъекции хлорида ли-
тия (рис. 1в, г; F(1,13) = 5.56, p < 0.035). Такое уве-
личение в уровне мозгового нейротрофического
фактора под действием лития теоретически долж-
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но препятствовать программируемой гибели кле-
ток в этих структурах мозга.

Действительно, индуцированное литием уве-
личение уровня белка BDNF в стволе мозга нео-
натальных крысят сопровождалось снижением
уровня активной формы эффекторной протеазы
апоптоза – каспазы-3 (рис. 2а, б; F(1,14) = 16.53,
p < 0.0012). Уровни BDNF и активной каспазы-3
в стволе мозга неонатальных крысят были сопря-
жены между собой (R = –0.54, p < 0.0061). При
этом снижение уровня активной каспазы-3 в ство-
ле мозга после введения лития было двукратным. В
отличие от ствола мозга, во фронтальной коре вве-
дение лития не вызывало изменения уровня ак-
тивной формы каспазы-3 (рис. 2в, г; F(1,11) = 0.81,
p > 0.387). Во фронтальной коре взаимосвязь
между уровнем активной каспазы-3 и уровнем
мозгового нейротрофического фактора не обна-
ружили (R = –0.004, p > 0.986).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В нашей работе выявлены быстрые эффекты

острого применения нейротропного препарата –
солей лития на экспрессию мозгового нейротро-
фического фактора BDNF в стволе и фронталь-
ной коре мозга неонатальных крысят.

Наблюдаемое повышение уровней BDNF in vivo
в исследованных отделах мозга происходило уже
через два часа после применения LiCl в отсут-
ствие воздействия повреждающих факторов. Па-
раллельный рост уровня BDNF и в коре, и в ство-
ле мозга наших животных сложно объяснить за
счет транспортировки этого белка из других отде-
лов мозга [23], без его синтеза de novo. Чаще всего
в живых системах наиболее вероятной причиной
повышения уровня того или иного белка в крат-
косрочной перспективе является быстрая индук-
ция транскрипции и трансляции его гена. Ранее
подобное характерное для генов раннего ответа
быстрое повышение уровня BDNF наблюдали
при индуцированной деполяризации нейронов
коры головного мозга и гиппокампа в различных
экспериментальных моделях [24–26]. При этом для
гена bdnf повышение уровня мРНК, предшествую-
щее росту уровня самого белка BDNF, наблюдали
уже через 15–60 мин после экспериментальных воз-
действий [24, 27]. Поэтому не исключено, что после
воздействия литием ген bdnf проявляет себя в
неонатальном мозге как типичный ген раннего
ответа.

Аналогичное выявленному в нашем экспери-
менте быстрое повышение уровня BDNF в ответ
на применение солей лития наблюдали in vitro на

Рис. 1. Уровни BDNF в стволе мозга и коре 3-дневных крысят спустя 2 ч после введения LiCl. a – Иммунодетекция
BDNF (14 кДа) и актина (42 кДа) в стволе после разделения гель-электрофорезом; б – количественная оценка уровня
BDNF в стволе; в – иммунодетекция BDNF и актина в коре после разделения гель-электрофорезом; г – количествен-
ная оценка уровня BDNF в коре, [M ± m, % – выраженные в процентах относительно уровня контроля, принятого за
100%]. *p < 0.05 по сравнению с введением физ. раствора. 1 – Введение физ. раствора (ствол n = 8, кора n = 7), 2 – вве-
дение LiCl (ствол n = 8, кора n = 8).
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клеточных культурах кортикальных нейронов и
астроглии [10, 28]. Следует отметить, что хрони-
ческие введение (2–4 нед.) лития также способно
повышать уровень белка BDNF в коре и гиппо-
кампе взрослых животных [8, 11, 12]. Несмотря на
то, что активируемые литием молекулярные ме-
ханизмы повышения уровня BDNF могут суще-
ственно отличаться при остром и хроническом
введении данного нормотимика [19], результаты
нашей работы свидетельствуют о способности
обоих режимов применения солей лития индуци-
ровать повышение уровня BDNF в мозге.

Увеличение литием уровня мозгового нейро-
трофического фактора, регулирующего выживае-
мость нейронов, должно препятствовать програм-
мируемой гибели клеток мозга. BDNF реализует
свой антиапоптозный эффект через каспаза-3-за-
висимый молекулярный путь, снижая уровень
активной формы ключевого фермента апоптоза в
развивающемся мозге – каспазы-3 [18]. Ранее на-
ми [29] и другими группами [30] было показано,
что уровень активности данного фермента в раз-
вивающемся мозге тесно связан с интенсивно-
стью протекания фрагментации ДНК, которая
является высокоспецифичным признаком апо-
птоза. Известно, что изменение уровней BDNF

способно влиять на убиквитин-опосредованную
деградацию белков в нейронах [31]. Деградация
белков в клетках млекопитающих происходит че-
рез каноническое стадийное убиквитинилирова-
ние, а время деградации любого белка определя-
ется правилом N-концевой последовательности
[32]. В соответствии с правилом N-концевой по-
следовательности расчетное время полужизни
для активной каспазы-3 составляет менее 2 ч. По-
этому не исключено, что в нашем эксперименте
уровень активной формы каспазы-3 в стволе моз-
га снизился аналогичным образом после литий-
опосредованного увеличения уровня BDNF.

Наблюдаемое нами увеличение уровня BDNF
в стволе неонатальных крысят под действием ли-
тия сопровождалось снижением уровня активной
каспазы-3, что свидетельствует о нейропротек-
торном действии лития на эту структуру в неона-
тальный период. Выявленный в нашей работе ан-
тиапоптозный эффект лития согласуется с лите-
ратурными данными о характере действия этого
нормотимика. Так литий способен предотвращать
гибель аксотомированных ганглиозных клеток
сетчатки [11] и оказывать общее нейропротектор-
ное действие при гипоксически-ишемическом по-
ражении мозга новорожденных крыс [3–5]. Кроме

Рис. 2. Уровни активной каспазы-3 в стволе мозга и коре 3-дневных крысят спустя 2 ч после введения LiCl. a – Имму-
нодетекция активной каспазы-3 (17 кДа) и актина (42 кДа) в стволе после разделения гель-электрофорезом; б – коли-
чественная оценка уровня активной каспазы-3 в стволе; в – иммунодетекция активной каспазы-3 и актина в коре по-
сле разделения гель-электрофорезом; г – количественная оценка уровня активной каспазы-3 в коре, [M ± m, % – вы-
раженные в процентах относительно уровня контроля, принятого за 100%]. *p < 0.05 по сравнению с введением
физ.раствора. 1 – Введение физ.раствора (ствол n = 8, кора n = 6), 2 – введение LiCl (ствол n = 8, кора n = 7).
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того, нейропротекторное действие лития показано
для нейронов гиппокампа в культуре [8] и in vivo [7].

В отличие от ствола мозга, во фронтальной ко-
ре значительных изменений в уровне активной
каспазы-3 при введении лития выявлено не было.
Различие эффекта лития на уровень активной
каспазы-3 в исследованных структурах мозга мо-
жет быть обусловлено их асинхронным созрева-
нием в онтогенезе [21], а именно, отличием в ин-
тенсивности апоптоза в этих структурах [30, 33]. В
исследуемый нами период в клетках коры идет
процесс интенсивной элиминации клеток, со-
провождаемый высоким уровнем активной кас-
пазы-3 [29, 30, 33, 34]. Вместе с тем, ранее нами
было показано, что в коре неонатального мозга
уровень BDNF значительно ниже, чем в стволе, и
сопряжен с уровнем активной каспазы-3 в этих
отделах [17, 34]. Разница в соотношении уровней
активной каспазы-3 к BDNF в коре и стволе нео-
натального мозга может быть причиной различия
эффекта лития на уровень активной каспазы-3 в
этих структурах.

В целом установлено наличие антиапоптозных
эффектов острого действия нормотимика лития
на экспрессию мозгового нейротрофического
фактора BDNF в стволе и фронтальной коре го-
ловного мозга неонатальных крысят даже в отсут-
ствии воздействия повреждающих факторов. Та-
ким образом, активируемый солями лития моле-
кулярный механизм повышения уровня BDNF
теоретически может быть использован для обес-
печения экстренной нейропротекции незрелого
головного мозга.
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The brain-derived neurotrophic factor BDNF, which regulates neurogenesis and brain plasticity mediates
neuroprotective action of the mood stabilizer lithium, which is commonly used in psychiatry. However, it re-
mains unclear whether lithium affects BDNF levels in neonatal brain structures that differ in the ontogenetic
maturity levels. Here, we studied the acute effects of lithium chloride (LiCl) treatment on the BDNF levels
and levels of apoptosis marker active caspase-3 in the brainstem and cortex of 3-day-old rats. Lithium in-
creased BDNF levels both in the brainstem and cortex of rat pups 2 h after injection. In the brainstem, which
is more developed at the postnatal day 3 in comparison to the cortex, the lithium-induced increase in the BDNF
levels was accompanied by a 2-fold decrease in the levels of active caspase-3. The results show that neuropro-
tective effects of LiCl treatment in the developing mammalian brain depend on the maturity level of neonatal
brain regions affected by the mood stabilizer action.

Keywords: brain-derived neurotrophic factor, lithium chloride, developing brain, active caspase-3
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