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целью настоящей работы стало исследование влияния лактоферрина (Лф) человека на экспрессию транскрипци-
онного фактора c-Fos в первичных нейрональных культурах после физиологической стимуляции, определение кле-
точной локализации Лф человека и возможной колокализации экзогенного белка с индуцированной экспрессией c-Fos.
методы. Первичные диссоциированные клеточные культуры получали из гиппокампа головного мозга новорожден-
ных мышей (р0-р1) линии С57Вl/6. Индукцию экспрессии белка c-Fos в клетках осуществляли путем трехкратного до-
бавления 50 мМ KСl в культуральную среду на 8-й день культивирования in vitro. Анализ содержания c-Fos проводили 
иммунофлюоресцентным методом через 2 часа после стимуляции. 
Результаты. Лф детектировался как в цитоплазме, так и в ядрах отдельных клеток культуры после стимуляции 
KСl. В ядрах некоторых клеток была выявлена колокализация включения Лф и экспрессии c-Fos. было обнаружено, 
что предварительное введение Лф в культуральную среду увеличивало количество клеток, экспрессирующих c-Fos 
после добавления 50 мМ KСl.
ключевые слова: лактоферрин человека; транскрипционный фактор c-Fos; нейрональные культуры; физиологическая 
стимуляция; цитоплазматическая и ядерная локализация.
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Human lactoferrin enhances the expression of transcription factor c-Fos  
in neuronal cultures under stimulated conditions 
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The aims of this research were 1) to study the effect of human lactoferrin (Lf) on the expression of the c-Fos transcription factor 
in primary neuronal cultures after physiological stimulation; 2) to determine the cellular localization of human Lf and possible 
colocalization of an exogenous protein with induced c-Fos expression. 
Methods. Primary dissociated cell cultures were obtained from the hippocampus of newborn C57Bl/6 mice (P0-P1). The 
expression of c-Fos was induced by addition of 50 mM KCl to the culture medium at 8 day in vitro. c-Fos content was analyzed by 
immunofluorescence 2 hrs after stimulation. 
Results. Lf was detected in cytoplasm and in nuclei after stimulation KCl. Lf inclusion and c-Fos expression were colocalized in 
the nuclei of some cells. Thus, results showed that pretreatment with Lf led to increase in the number of cells expressing c-Fos after 
exposure to 50 mM KCl.
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введение

Лактоферрин (Лф) – полифункциональный бе-
лок из семейства трансферринов. Он активно иссле-
дуется в экспериментальных патологических моде-
лях заболеваний человека в качестве антиаллергиче-
ского, иммуномодулирующего, радиопротекторного 
агента [1, 2], белка, способного ослабить прогресси-
рование нейродегенеративных заболеваний и сти-
мулировать нейрорегенерацию [3]. Особый интерес 
вызывает способность Лф модулировать широкий 
спектр нейрональных процессов посредством изме-
нения экспрессии генов, участвующих в долговре-
менной нейропластичности (BDNF – Brain-Derived 
Neurotrophic Factor; CREB – cAMP Response Element-
Binding protein, транскрипционный фактор; CAMK – 
Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase, и др.) [4, 5]. 
В качестве одного из маркеров долговременной пла-
стичности нейронов широко используется экспрес-
сия немедленного раннего гена c-fos, быстро акти-
вирующегося в ответ на внешние воздействия, в том 
числе стрессорные, и его продукта, транскрипцион-
ного фактора c-Fos. Транскрипционные факторы ре-
гулируют транскрипцию специфических генов-ми-
шеней в ответ на сигнальные события на клеточной 
мембране, опосредованные рецепторами. В культуре 
экспрессия немедленных ранних генов может быть 
индуцирована различными стимулами. Ранее было 
показано, что электрическая стимуляция вызывает 
значительное увеличение экспрессии c-Fos в нейро-
нальной культуре [6], а аппликация KCl – появление 
белка c-Fos в культурах срезов гиппокампа [7]. В на-
ших предыдущих исследованиях методами иммуно-
гистохимии были выявлены высокоспецифичные ме-
ста связывания лактоферрина человека (чЛф) в ядрах 
нейронов в мозге мыши [8]. В то же время возможная 
связь между Лф и индукцией c-Fos на уровне отдель-
ных клеток еще не изучена.

Целью настоящей работы стало исследование влия-
ния лактоферрина человека на экспрессию транскрип-
ционного фактора c-Fos в первичных нейрональных 
культурах после физиологической стимуляции, опре-
деление клеточной локализации чЛф и возможной ко-
локализации экзогенного белка с индуцированной экс-
прессией c-Fos.

материалы и методы исследования

Первичные диссоциированные клеточные культу-
ры получали из гиппокампа головного мозга новоро-
жденных мышей (Р0-Р1) линии С57Вl/6. Все манипуля-
ции проводили в соответствии с требованиями прика-
за № 267 МЗ РФ от 19.06.2013 г., а также требованиями 
Локального этического комитета по вопросам биоме-
дицинских исследований НИЦ «Курчатовский инсти-
тут» (протокол № 2 от 26.06.2019 г.). Клетки высажива-
ли на стекла, предварительно обработанные 0,05% по-

лиэтиленимином, помещенные в 35-мм чашки Петри. 
Культуры клеток инкубировали при 37ºС, 100% влаж-
ности и 5% СО2, в среде Neurobasal (Gibco, 21103-049), 
содержащей биоактивную добавку В27 (Gibco, 17504-
044) и глутамин (Gibco, 25030-024). 

Нейрональные культуры были разделены на 6 групп: 
две экспериментальные («KCl», «KCl+Лф», n = 6 в ка-
ждой), две активного («АК», «АК+Лф», n = 6 в каждой) 
и две пассивного («ПК», «ПК+Лф», n = 5 в каждой) кон-
троля. Индукцию экспрессии белка c-Fos в клетках осу-
ществляли путем трехкратного добавления 50 мМ рас-
твора KСl (3 × 2 мин, с интервалом 5 мин) в культу-
ральную среду [7] на 8-й день культивирования in vitro. 
В качестве активного контроля использовали культу-
ры с трёхкратной сменой среды. Группы пассивного 
контроля фиксировали одновременно с остальными 
без дополнительных манипуляций. За 24 часа до сти-
муляции, смены среды или фиксации в культуральную 
среду групп «KCl+Лф», «АК+Лф» и «ПК+Лф», соот-
ветственно, добавляли чЛф (1мг/мл). В работе был ис-
пользован человеческий Лф, выделенный из женского 
молозива методом препаративной ионообменной хро-
матографии [8].

Через 2 часа после стимуляции или смены среды 
культуры фиксировали 4% раствором параформаль-
дегида (Sigma-Aldrich) в PBS. Иммунофлюоресцент-
ное окрашивание проводили с использованием козьих 
поликлональных антител к белку c-Fos (1:200; Santa 
Cruz Biotechnology, sc-52-G) и кроличьих моноклональ-
ных антител (EPR4338) к лактоферрину (1:150; Abcam, 
ab109000), с последующей детекцией с помощью осли-
ных противокозьих антител, меченных флюорофором 
Alexa Fluor 488 (1:500; Abcam, ab150129) и ослиных про-
тивокроличьих антител, меченных флюорофором Alexa 
Fluor 568 (1:500; Abcam, ab175470). Кроме того, клеточ-
ные ядра докрашивали ДНК-специфическим марке-
ром Hoechst 33258 (1:1000; Invitrogen, H-1398). Окра-
шенные культуры оцифровывали с помощью конфо-
кального микроскопа FV10i (Olympus) и анализировали 
в программных пакетах Imaris 7.4.2 (Bitplane) и Image-
Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics). Количество c-Fos+–
ядер было нормализовано на общее количество ядер, 
среднее арифметическое рассчитано по 10 полям зре-
ния в каждой культуре.

Статистическую обработку данных проводи-
ли в программном пакете GraphPad Prizm 6.01 (La 
Jolla, California, США). Нормальность распределе-
ния проверяли с помощью критерия Шапиро-Уил-
ка. Для сравнительного анализа применяли непара-
метрический однофакторный дисперсионный ана-
лиз Краскелла-Уоллиса ANOVA с последующим post 
hoc анализом по критерию Данна для множественных 
сравнений. Для сравнения групп  «KCl+Лф» и «KCl» 
использовали непараметрический U-критерий Ман-
на-Уитни. Данные представлены как медиана ± меж-
квартильный размах. Различия считали достоверны-
ми при p < 0,05.
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Результаты исследования и обсуждение

Иммунофлюоресцентное окрашивание показало, 
что Лф присутствовал как в цитоплазме, так и в ядрах 
отдельных клеток культуры после стимуляции. В ядрах 
некоторых клеток была выявлена колокализация вклю-

чения Лф и экспрессии c-Fos. Кроме того, Лф детекти-
ровался в цитоплазме всех c-Fos+–клеток (рис. 1). 

Исследование показало, что стимуляция вызывала 
индукцию экспрессии белка c-Fos в культурах клеток 
гиппокампа мышей, значимо отличающуюся от кон-
троля (рис. 2). 

Рис. 1. Иммунофлюоресцентная детекция белка c-Fos (зеленый) и лактоферрина (красный) в культурах клеток гиппокампа на 8-е сутки 
культивирования in vitro через 2 часа после стимуляции 50 мМ KCl. Ядра клеток докрашены Hoechst (голубой).

Рис. 2. Иммунофлюоресцентная детекция белка c-Fos (зеленый) в культурах клеток гиппокампа на 8-е сутки культивирования in vitro через 
2 часа после стимуляции 50 мМ KCl. Ядра клеток докрашены Hoechst (голубой).
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Гистологический анализ выявил увеличение ко-
личества c-Fos+–клеток как в группе «KCl» по сравне-
нию с группами «ПК» (p = 0,0002) и «АК» (p = 0,039), 
так и в группе «KCl+Лф» по сравнению с группами 
«ПК+Лф» (p = 0,0002) и «АК+Лф» (p = 0,038). Резуль-
таты post hoc анализа представлены на рис. 3. Было об-
наружено, что предварительное введение Лф увеличи-
вало количество клеток, экспрессирующих c-Fos после 
добавления 50 мМ KСl («KCl+Лф» vs «KCl», p = 0,0022).

В совокупности наши данные свидетельствуют 
о том, что предварительное введение Лф в культураль-
ную среду усиливало экспрессию транскрипционного 
фактора c-Fos в первичных нейрональных культурах 
в ответ на физиологическую  стимуляцию 50 мМ KСl. 
Ранее было показано, что в большинстве случаев им-
мунореактивность Лф была локализована только в ци-
топлазме [9, 10]. В настоящей работе впервые показа-
на ядерная локализация экзогенного чЛф и его колока-
лизация с белком c-Fos после стимуляции 50 мМ KCl 
культур клеток гиппокампа мышей. Для дальнейшего 
изучения роли чЛф в клеточных процессах планирует-
ся исследовать влияние белка на развитие постстрессо-
вой патологии нейронов мозга.
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ПАТОГЕНЕЗ. 2021. Т. 19. №178

 

Сведения об авторах
Копаева Марина Юрьевна — научный сотрудник Ресурсного центра нейрокогнитивных исследований 

Национального исследовательского центра «Курчатовский институт»; https://orcid.org/0000-0002-6100-
2830

Азиева Ася Магомедовна — младший научный сотрудник Ресурсного центра нейрокогнитивных иссле-
дований Национального исследовательского центра «Курчатовский институт»; https://orcid.org/ 0000-0003-
2222-6302

Черепов Антон Борисович — ведущий инженер Ресурсного центра нейрокогнитивных исследований На-
ционального исследовательского центра «Курчатовский институт»; https://orcid.org/0000-0002-3757-5292

Нестеренко Михаил Владимирович — доктор биологических наук, научный руководитель ООО «Лакто-
био»; https://orcid.org/0000-0002-0504-9853

Зарайская Ирина Юрьевна — кандидат биологических наук, руководитель Ресурсного центра нейро-
когнитивных исследований Национального исследовательского центра «Курчатовский институт»; https://
orcid.org/0000-0003-2371-0227


