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Введение. Окислительный стресс является важным патогенетическим фактором ишемии головного мозга, которая среди различных форм церебраль-
ной патологии занимает одно из ведущих мест по смертности и инвалидизации трудоспособного населения. Один из путей снижения повреждений 
и смертности от инсультов – изучение механизмов ишемии с помощью моделирования ее повреждающих факторов и способов защиты in vitro. 
Цель исследования: выявить влияние химического прекондиционирования, индуцируемого транзиторным ингибированием активности Na+/K+-АТФазы, 
на толерантность культивированных зернистых нейронов мозжечка к действию окислительного стресса на разных стадиях их дифференцировки in vitro. 
Материалы и методы. Активность Na+/K+-АТФазы ингибировали уабаином, который добавляли на 3–4-й и 7–8-й дни in vitro к культурам 
клеток мозжечка 7-дневных крыс в концентрации 0,1 мМ на 24 ч перед индукцией окислительного стресса Н

2
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2
 (0,05 и 0,075 мМ, 4 ч) или паракватом 

(0,15 и 0,2 мМ, 24 ч). 
Результаты. Окислительный стресс, индуцированный паракватом, вызывает наиболее выраженную гибель культивированных зернистых нейронов 
в незрелых (3–4-дневных) культурах (выживаемость – 44,0±2,5% нейронов) по сравнению со зрелыми (7–8-дневными), в которых выживаемость 
составляла 61,0±5,4%. Предварительная обработка уабаином оказывает защитный эффект, наиболее значительный в зрелых культурах. Под воздей-
ствием Н

2
О

2
 в зрелых культурах погибает более 90% нейронов, а предобработка уабаином повышает выживаемость на 44%. В то же время в незрелых 

культурах повреждающее действие Н
2
О

2
 и защитный эффект уабаина менее выражены.

Заключение. Показана возможность индукции толерантности культивированных зернистых нейронов мозжечка к окислительному стрессу пу-
тем транзиторной модуляции активности Na+/K+-АТФазы уабаином. Выявлена прямая зависимость эффективности защитного действия уабаина 
от степени морфохимической дифференцировки нейронов in vitro. 
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Introduction. Oxidative stress is an important pathogenic factor in cerebral ischemia, which occupies one of the leading places among various forms of cerebral 
pathology in mortality and disability of the working-age population and is recognized as an actual problem of experimental and clinical neurology. Naturally, 
modeling of neurodestructive processes and their correction under the action of oxidative stress in vitro contributes to the study of protective mechanisms that 
counteract ischemic damage of neurons.
Objective. To reveal the influence of chemical preconditioning induced by transient inhibition of Na+/K+-ATPase activity on tolerance of cultured cerebellar 
granule neurons to oxidative stress at different stages of their differentiation in vitro.



53

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ. Экспериментальная неврология
Na+/К+-АТФаза и окислительный стресс в нейронах мозжечка

L-полилизином («Sigma», Германия). В каждую лунку 
добавляли по 0,1 мл суспензии клеток, создавая конечную 
плотность 3–5×103 клеток/мм2. Питательная среда содер-
жала 90% минимальной среды «Игла МЕМ» на солях Эрла 
(«Gibco», Великобритания), 10% эмбриональной телячьей 
сыворотки («Hy Clone», Великобритания), 2 мМ глутамак-
са («Gibco»), 10 мМ буфера НЕРЕS («Sigma», США), 25 мМ 
KCl. Культуры развивались в СО2-инкубаторе при 35,5°С 
и относительной влажности 98%. Активность Na+/K+-
АТФазы понижали ингибитором – сердечным гликозидом 
строфантином-G уабаином («Serva», США; 0,1 мМ, 24 ч). 
Затем культуры промывали и подвергали ОС, который ин-
дуцировали добавлением в питательную среду либо Н

2
О

2
 

(«Sigma», Великобритания, 0,05 и 0,075 мМ, 4 ч), либо па-
раквата («Sigma», США, 0,15 и 0,2 мМ, 24 ч). Все экспери-
ментальные протоколы были одобрены Этическим коми-
тетом ФГБНУ НЦН. 

Жизнеспособность культур оценивали путем подсчета 
окрашенных трипановым синим КЗН с нормальной мор-
фологией в 5 последовательных полях зрения (объектив 
×40) в каждой культуре [11], что дает адекватную оценку 
выживаемости клеток по диаметру лунки. Выживаемость 
нейронов в необработанных контрольных культурах при-
нимали за 100%, а в экспериментальных культурах выража-
ли в процентах относительно контроля.

Все данные были получены в 3–4 независимых экспе-
риментах, проведенных на культурах из разных посадок, 
по 3 культуры на каждую точку в каждом эксперименте. 
Значения переменных носили характер нормального рас-
пределения. Количественные данные обрабатывали ста-
тистически с использованием теста ANOVA с посттестом 
Бонферрони и Дуннетт. Отличия между группами считали 
достоверными при p<0,05. Результаты выражали как сред-
нее и ошибка среднего.

Результаты 

Нейронная популяция культур, полученных из мозжечка 
7–8-дневных крыс, состоит практически из одного типа 
нейронов – клеток-зерен. В культуре клеток мозжечка зер-
нистые нейроны легко идентифицируются в препаратах, 
окрашенных трипановым синим. На микрофотографиях 
(рис. 1) хорошо видны округлые, компактные, интенсивно 

Введение

Ишемический инсульт является актуальной проблемой 
нейробиологии и медицины, поскольку приводит к значи-
тельной смертности и инвалидизации трудоспособного на-
селения. Один из путей снижения последствий инсульта – 
изучение механизмов ишемии с помощью моделирова-
ния ее повреждающих факторов и поиск способов защиты 
in vitro. Результаты многочисленных исследований свиде-
тельствуют о том, что важным патогенетическим фактором 
повреждения нейронов при ишемии/реперфузии наряду с 
гиперстимуляцией глутаматных рецепторов является окис-
лительный стресс (ОС) [1–3]. Кроме того, нейродеструк-
тивный эффект потенцируется тем, что во время ише-
мии и в постишемический период снижается активность 
Na+/K+-АТФазы – важнейшей системы поддержания в 
клетках ионного гомеостаза [4, 5]. Исходя из этого, мы 
предположили возможность индукции толерантности ней-
ронов к ОС как составляющей ишемического повреждения 
[6, 7], транзиторным ингибированием Na+/K+-ATPазы. 
Известно, что нейроны развивающегося мозга значительно 
отличаются от зрелых нейронов отсутствием или низкой 
экспрессией рецепторов к возбуждающим медиаторам, 
а также незрелостью систем антиоксидантной защиты и 
поддержания ионного гомеостаза. Ранее нами показано, 
что степень подверженности культивируемых нейронов 
цитотоксическому воздействию зависит от сроков куль-
тивирования [8–10]. В связи с этим можно предположить, 
что в зависимости от степени развития культур изменение 
активности Na+/K+-АТФазы будет по-разному влиять на 
выживаемость культивированных зернистых нейронов 
(КЗН), подвергнутых впоследствии ОС.

Целью работы является исследование влияния химическо-
го прекондиционирования, индуцируемого транзиторным 
ингибированием Na+/K+-АТФазы, на выживаемость куль-
тивированных нейронов мозжечка при действии ОС на 
разных стадиях их дифференцировки in vitro. 

Материалы и методы

В работе использованы культуры клеток мозжечка 
7-дневных крыс, приготовленные методом ферментно- 
механической диссоциации [9]. Клетки культивирова-
ли в 96-луночных пластиковых планшетах, покрытых 

Materials and methods. The activity of Na+/K+-ATPase was inhibited with ouabain, which was added at 3–4 and 7–8 days in vitro to cerebellar cell cultures 
of 7-day rats at a concentration of 0.1 mM for 24 hours before induction of oxidative stress by hydrogen peroxide (0.05 and 0.075 mM, 4 hours) or paraquat 
(0.15 and 0.2 mM, 24 hours).
Results. Oxidative stress induced by paraquat causes the most pronounced death of cultured granular neurons in immature (3–4 days) cultures, in which survival 
was 44±2,5% of neurons, compared to mature (7–8 days) cultures, in which survival was 61±5,4%. Pretreatment of cultures with ouabain has a protective effect, 
the most significant in mature cultures. The exposure of mature cultures with hydrogen peroxide kills more than 90% of neurons, whereas pretreatment with 
ouabain increases the survival rate by 44%. At the same time in the immature cultures the damaging effects of Н

2
О

2
 and the protective effect of ouabain is less 

pronounced.
Conclusion. The increased tolerance of cultured cerebellar granule cells to oxidative stress after transient inhibition of Na+/K+-ATPase activity by ouabain 
is shown. The direct dependence of the efficiency of the ouabain protection on the degree of neuronal morphochemical differentiation in vitro is revealed.

Keywords: cultured cerebellar granule cells, Na+/К+-АТPase, ouabain, oxidative stress.
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Добавление в среду культивирования 0,05 мМ Н2О2 вызыва-
ло гибель половины как зрелых, так и незрелых КЗН, одна-
ко и в этом случае защитный эффект уабаина был гораздо 
более выражен в зрелых культурах: выживаемость увеличи-
валась на 33 и 21% соответственно. 

При увеличении концентрации Н2О2 в среде до 0,075 мМ в 
зрелых культурах погибало более 90% КЗН, при этом уабаин 
повышал выживаемость на 44%. В то же время в незрелых 
культурах повреждающее действие Н2О2 было менее выра-
жено, выживаемость КЗН составила 32±1,9%. В этом случае 
уабаин снижал токсичность 0,75 мМ Н2О2 лишь на 27%. 

Обсуждение

Na+/K+-АТФаза, или натрий-калиевый насос, в дополне-
ние к транспорту ионов через мембрану клетки, включе-
на в множественный протеиновый комплекс в плазмати-
ческой мембране, что позволяет этой системе выполнять 
ряд функций, не связанных с транспортом (трансдукцию 
сигналов и др.). Эти функции важны для развития как 
физиологических, так и патологических процессов [12] и 
могут быть вовлечены в развитие ишемической толерант-

окрашенные в темно-синий цвет тела зернистых нейро-
нов, тогда как глиальные клетки (в основном астроциты) 
окрашены намного слабее, имеют более крупные ядра, рас-
пластаны и образуют подложку, на которой располагаются 
нейроны.

При действии уабаина (0,1 мМ, 24 ч) на клетки, куль-
тивированные 3–4 («незрелые» КЗН) дня in vitro (DIV), 
количество выживших нейронов соответствовало кон-
трольным показателям, характерным для культур, не 
обработанных уабаином (рис. 2B, D, столбик 2). В 7– 
8-дневных («зрелые» КЗН) культурах отмечалась тен-
денция повышения выживаемости нейронов при дан-
ной концентрации уабаина по сравнению с контролем 
(рис. 2A, C), поскольку после 6 DIV в контрольных куль-
турах может начинаться спонтанный апоптоз КЗН. Как 
было показано нами ранее, этот тип клеточной гибели 
предотвращается уабаином [7]. Использованный нами 
для индукции ОС паракват – 0,15 мМ (рис. 2 А, В, стол-
бик 3) и 0,2 мМ (рис. 2А, В, столбик 5), 24 ч, вызывал зна-
чительную гибель КЗН, как в молодых (рис. 2В), так и в 
зрелых (рис. 2А) культурах. Причем гибель 3–4 DIV КЗН 
была более выражена, чем 7–8 DIV КЗН, выживаемость 
при действии меньшей концентрации параквата состав-
ляла 44±2,5% и 61±5,4% соответственно. Предваритель-
ная обработка культур уабаином (0,1 мМ, 24 ч) уменьша-
ла повреждение нейронов ОС, вызванным паракватом 
0,15 мМ (рис. 2, столбик 4) и 0,2 мМ (рис. 2, столбик 6), 
причем защитный эффект был наиболее выражен в от-
ношении зрелых КЗН, выживаемость которых повыша-
лась на 35 и 45%, в то время как у КЗН 3–4 DIV – лишь 
на 21 и 17% соответственно.

Рис. 1. Первичная монослойная фиксированная культура клеток 
мозжечка (7 дней in vitro), окрашенная трипановым синим. 
А – контроль, В – токсическое действие параквата (0,15 мМ, 24 ч). 
Стрелки указывают на зернистые нейроны с нормальной морфо-
логией. Масштаб 15 мкм

Fig. 1. Primary monolayer fixed cerebellar cell culture (7 days in vitro) 
stained with trypan blue. 
А – control, В – toxicity of paraquat (0.15 mM, 24 hours). Arrows show 
granular neurons with normal morphology. Scale bar, 15 μ

Рис. 2. Влияние уабаина (100 мкМ) на выживаемость зрелых 
(7–8 DIV, А, C) и незрелых (3–4 DIV, B, D) КЗН при ОС, индуциро-
ванном паракватом (A, B) и Н2О2 (C, D).
1 – интактные культуры; 2 – уабаин (100 мкМ, 24 ч); 3, 5 – 
не обработанные уабаином культуры перед повреждающим воздей- 
ствием (паракват, 0,15 мМ и 0,2 мМ или Н2О2, 0,05 мМ и 0,075 мМ 
соответственно); 4, 6 – обработанные уабаином культуры перед 
соответствующим повреждающим воздействием (паракват или 
Н2О2)
*р<0,001 по сравнению с действием соответствующего индуктора 
ОС; #р<0,001 по сравнению с контролем.

Fig. 2. Effect of ouabain (100 mM) on viability of mature (7–8 DIV, A, C) 
and immature (3–4 DIV) cultured granule cells in oxidative stress induced 
by paraquat (A, B) and hydrogen peroxide (C, D). 
1 – intact cultures (control); 2 – ouabain (100 mM, 24 h); 3, 5 – 
cultures untreated by ouabain before damage (paraquat 0.15 and 0.2 mM 
or Н2О2 0.05 and 0.075 mM, respectively); 4, 6 – cultures treated by 
ouabain before damage (paraquat or Н2О2).
*р<0,001 compared with effect of corresponding oxidative stress 
inductor; #р<0,001 compared with control
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уабаина от степени дифференцировки КЗН может быть 
связана с различными механизмами их гибели в разные 
сроки in vitro. Так, у новорожденных крыс апоптотическая 
гибель нейронов при церебральной ишемии происходит 
с участием фактора, индуцирующего апоптоз, тогда как у 
взрослых животных она развивается по пути, опосредо-
ванному активацией каспаз [18]. В то же время, по другим 
данным, развивающийся мозг по сравнению со зрелым со-
держит после гипоксии намного больше клеток, позитив-
ных по каспазе-3 [19], а в их митохондриях определяется 
гораздо более высокое содержание проапоптотического 
белка Вах [20]. Зрелые и незрелые нейроны различаются 
по степени активности Na+/K+-АТФазы и экспрессируют 
ее разные изоформы: у нейрональных предшественни-
ков и незрелых форм преобладает слабочувствительная 
к уабаину изоформа. По мере созревания нейронов возрас-
тает как общая активность этой транспортной системы, так 
и активность высокочувствительной к уабаину изоформы 
[21–23]. Вероятно, этим обусловлена разная чувствитель-
ность нейрохимически зрелых и незрелых нейронов к пре-
кондиционирующему действию уабаина.

Заключение

Таким образом, полученные данные указывают на возмож-
ность повышения толерантности нейронов к ОС, дости-
гаемого путем транзиторного ингибирования активности 
Na+/K+-АТФазы, а также на прямую зависимость эффек-
тивности защитного эффекта ее ингибитора – сердечного 
гликозида уабаина от степени морфофункциональной и 
биохимической дифференцировки КЗН in vitro. 
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ности. Полученные в настоящее время данные ясно пока-
зывают, что предварительная обработка КЗН ингибитором 
Na+/K+-АТФазы препятствует их повреждению под дейст-
вием ОС, что, по-видимому, опосредуется антиоксидант-
ными механизмами [7], а также снижением выброса глу-
тамата из нейронов [13]. В других работах показано, что 
ингибирование Na+/K+-АТФазы сердечными гликозида-
ми, к которым относят и уабаин, блокирует индукцию апо-
птоза в гладкомышечных клетках [14], а взаимодействие 
Na+/K+-насоса с уабаином активирует внутриклеточные 
сигнальные каскады, стимулируя клеточный рост, и экс-
прессию транскрипционных факторов, таких как актива-
торный протеин и ядерный фактор каппа В, способствуя 
выживаемости клеток [15, 16]. Кроме того, в эксперимен-
тах in vivo обнаружено, что сублетальные концентрации 
уабаина, введенного в стриатум 7-дневных крыс совместно 
с эксайтотоксином каиновой кислотой, препятствует апо-
птозу нейронов [17]. Этот эффект обнаруживался через 24 ч 
после инъекции, а через 6 ч в клетках уже повышался уро-
вень Bcl-2 [17]. Такие результаты указывают на вовлечение 
в нейропротекторные эффекты уабаина внутриклеточных 
каскадов, связанных с его взаимодействием с Na+/K+-
АТФазой, которое модулирует субклеточный уровень Bcl-2. 
Следовательно, можно предположить, что терапевтическое 
ингибирование апоптоза сердечными гликозидами ока-
жется эффективным способом защиты нейронов от ОС.

В данной работе показано, что уабаин более эффективно 
защищает от ОС зрелые, чем незрелые КЗН. Подобное 
различие было обнаружено ранее при действии индуктора 
апоптоза стауроспорина, когда предварительное действие 
уабаина предотвращало апоптоз в зрелых КЗН, но не пре-
пятствовало ему в 3–4-дневных культурах [8]. Такая за-
висимость эффективности нейропротекторного действия 
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