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Аннотация. Цель исследования – изучить изменения экспрессии NeuN в цингулярной коре 
больших полушарий головного мозга мышей после внутрибрюшинного введения различных доз бактери-
ального липополисахарида (ЛПС). Материал и методы. Исследование проведено на 12 мышах C57Bl/6, 
которым в одно и то же время на протяжении 4 суток внутрибрюшинно вводили физиологический рас-
твор (группа контроля) или эшерихиозный ЛПС в одной из следующих доз: 0,5 мг/кг/сут (1-я группа), 
1 мг/кг/сут (2-я группа) или 2 мг/кг/сут (3-я группа). У животных извлекали головной мозг и изготавли-
вали гистологические препараты толщиной 5 мкм с окрашиванием антителами к маркеру NeuN. Подсчи-
тывали количество клеток, экспрессирующих NeuN, в цингулярной коре больших полушарий головного 
мозга, в зоне Cg1 / дорсальной передней поясной коре. Данные подвергались и статистической обработке. 
Результаты. При иммуногистохимическом исследовании количество нейронов, экспрессирующих NeuN, 
в 1-й группе (ЛПС в дозе 0,5 мг/кг/сут) составило 8226,9±336,94 клетки на 1мм2, во 2-й группе (ЛПС в до-
зе 1 мг/кг/сут) – 7889,4±211,83 клетки на 1 мм2, в 3-й группе (ЛПС в дозе 2 мг/кг/сут) – 7039,7±580,42 
клетки на 1 мм2, в группе контроля – 9985,6 ± 576,75 клетки на 1 мм2. При иммунофлуоресцентном иссле-
довании различия между выборками не установлены. Заключение. При внутрибрюшинном введении 
мышам в течение 4 суток ЛПС в дозах 0,5–2 мг/кг/сут уменьшается экспрессия NeuN, маркера зрелых 
нейронов. Полученные данные могут быть использованы для создания модели возрастной нейродегене-
рации. 
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Abstract. The aim was to observe changes in NeuN expression in the cingulate cortex of the cerebral 
hemispheres of mice after intraperitoneal administration of various doses of bacterial lipopolysaccharide (LPS). 
Material and methods. The study was conducted on 12 C57Bl/6 mice, which were injected intraperitoneally at 
the same time for 4 days with saline (control group) or E. coli LPS in one of the following doses: 0.5 mg/kg/day 
(1st group), 1 mg/kg/day (2nd group) or 2 mg/kg/day (3rd group). Brain sampling was performed in animals and 
histological preparations with a 5 µm thickness were made and stained with antibodies to the NeuN. The number 
of NeuN-expressing cells in the cingulate cortex of the cerebral hemispheres, in the Cg1 area/dorsal anterior 
cingulate cortex, was counted. The data were also statistically processed. Results. In immunohistochemical 
study, the number of neurons expressing NeuN in the 1st group (LPS at a dose of 0.5 mg/kg/day) was 
8226.9±336.94 cells per 1 mm2, in the 2nd group (LPS at a dose of 1 mg/kg/day) – 7889.4±211.83 cells per 1 mm2, in the 
3rd group (LPS at a dose of 2 mg/kg/day) – 7039.7±580.42 cells per 1 mm2, in the control group – 9985.6±576.75 cells   

                                                
Венедиктов А.А., 2024 
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per 1 mm2. Immunofluorescent study revealed no difference between the samples. Conclusion. When LPS is 
administered intraperitoneally to mice for 4 days at doses of 0.5–2 mg/kg/day, the expression of NeuN, a marker 
of mature neurons, decreases. The data obtained can be used to create a model of age-related neurodegeneration.  
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Введение 
 

Нейроны в коре больших полушарий 
головного мозга представляют собой популя-
цию сложно устроенных и уязвимых к внеш-
нему воздействию клеток [8]. У каждого из 
них уникальны наборы поверхностных струк-
тур на плазмалемме, шипиков и производи-
мых белков [21]. В силу этого незначительное 
изменение метаболизма нейронов в коре 
больших полушарий головного мозга может 
привести к их гибели или необратимой де-
компенсации функций с нарушением цитоар-
хитектоники [2]. Эти процессы лежат в основе 
многих нейродегенеративных заболеваний и, 
возможно, преждевременного старения [16]. 

Одной из наиболее изученных моделей 
повреждения нейронов является введение 
мышам или крысам бактериального липопо-
лисахарида (ЛПС) Escherichia coli M., 1895 [4]. 
В невысоких дозах ЛПС не способен пройти 
через гематоэнцефалический барьер (ГЭБ) и 
вызвать значительные изменения в структуре 
нейронов. Более высокие дозы ЛПС (от  
2,5–3 мг/кг) при однократном внутрибрю-
шинном введении их мышам сопровождаются 
периваскулярным отеком, кровоизлияниями 
и миграцией лейкоцитов через ГЭБ [10, 15]. 
В то же время, повторные введения невысоких 
доз ЛПС могут приводить к изменениям 
структуры нейронов, характерным для нейро-
дегенеративной патологии и старения [7]. 

Анализ литературных источников пока-
зал, что результаты исследований с неодно-
кратным введением мышам ЛПС в невысоких 
дозах значительно разнятся. Кроме того, в 
большинстве этих работ авторы не учитывают 
изменение количества клеток с положитель-
ной реакцией антител к NeuN, хотя этот мар-
кер считают основным для выявления зрелых 
нейронов в коре больших полушарий голов-
ного мозга [4]. Именно белок NeuN появляет-
ся в нейронах, вступивших в терминальную 
дифференцировку, у всех млекопитающих, и 
по его экспрессии можно оценить сохранность 
таких нейронов [12], в том числе при введении 
ЛПС [23]. 

Например, J. Zhao c соавт. описали мно-
гочисленные изменения в коре больших по-
лушарий головного мозга при внутрибрю-
шинном введении мышам ЛПС в дозах 500 и 
750 мкг/кг/сут в течение нескольких дней, не 
исследуя реакцию антител к маркеру NeuN 
[25]. Коллектив J. Dean с соавт. использовали 
NeuN для оценки воздействия ЛПС у овец в 

эмбриогенезе, когда многие нейроны не всту-
пили в терминальную дифференцировку [5]. 

Однако для изучения изменений в ней-
ронах важно оценить экспрессию NeuN при 
неоднократном введении невысоких доз ЛПС 
взрослым животным. Это актуально для ис-
следований в области нейродегенеративных 
заболеваний. Научная новизна проблемы вы-
сока, поскольку экспрессия NeuN в коре 
больших полушарий головного мозга при не-
однократном введении невысоких доз ЛПС 
взрослым животным по данным вышеупомя-
нутых источников, изучена слабее, чем экс-
прессия других иммуногистохимических и 
иммунофлуоресцентных маркеров. 

Цель исследования – изучить измене-
ния экспрессии NeuN в цингулярной коре 
больших полушарий головного мозга мышей 
после внутрибрюшинного введения различ-
ных доз бактериального липополисахарида. 

 
Материал и методы исследования 

 
Объектом исследования были самки 

мышей линии С57Bl/6 массой 27,5±3,2 г 
(n=12). Выбор животных одного пола обу-
словлен необходимостью минимизировать 
различия в реакции на введение ЛПС, в том 
числе в связи с активностью тимуса, эндок-
ринной регуляцией и т. п. Кроме того, у самок 
показана более явная реакция клеточных по-
пуляций нервной ткани на введение ЛПС [24]. 
Количество животных в исследовании соот-
ветствовало принципам 3R [6]. Животные 
пребывали в виварии с поддержанием посто-
янных температуры, относительной влажно-
сти, доступа к воде и корму. Все этапы иссле-
дования осуществляли в соответствии с ГОСТ 
33215-2014, 33216-2014 от 01.07.2016, Прави-
лами проведения работ с использованием 
экспериментальных животных. Исследование 
ободрено локальным этическим комитетом 
Сеченовского Университета № 01-22 от 
20.01.2022. 

Животным в одно и то же время суток 
через 24 часа в течение 4 дней согласно обще-
принятой методике [9] проводили внутри-
брюшинные инъекции физиологического рас-
твора (0,1 мл 0,9% NaCl; группа контроля) или 
ЛПС (липополисахарид Escherichia coli M., 
1895 биовара O111:B4, разведенный физиоло-
гическим раствором до 0,1 мл; партия 
091M4031V, производства Sigma-Aldrich, 
США; группы сравнения). В группах сравне-
ния мыши получали ЛПС в дозе 0,5 мг/кг/сут 
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(1-я группа), 1 мг/кг/сут (2-я группа) или 
2 мг/кг/сут (3-я группа). Грызунов выводили 
из эксперимента спустя 24 ч после последней 
внутрибрюшинной инъекции при помощи 
гильотины и осуществляли забор головного 
мозга. 

После фиксации в 10% нейтральном за-
буференном формалине (ООО «ЭргоПро-
дакшн», Россия) осуществляли проводку че-
рез спирты возрастающей концентрации. За-
ливку выполняли в кассеты с парафином, ко-
рональные срезы головного мозга толщиной 
5 мкм изготавливали на ротационном микро-
томе и переносили на адгезивные стекла 
(ООО «Минимед», Россия). 

После выдерживания в термостате в те-
чение трех с половиной недель производили 
окрашивание препаратов. Для этого были вы-
браны антитела к маркеру нервных клеток 
NeuN, который регулирует сплайсинг мРНК и 
экспрессируется зрелыми и жизнеспособны-
ми кортикальными нейронами [12, 19]. Окра-
шивание выполняли согласно протоколу в 
инструкции к антителам к NeuN. Основной 
процедурой окрашивания в настоящем иссле-
довании стало иммуногистохимическое (ИГХ) 
исследование, поскольку в пилотном экспе-
рименте было показано, что для одних и тех 
же животных антитела к NeuN конкретной 
партии (Anti-NeuN, ET1602-12, партия 
H661803001; Huabio, КНР) лучше реагируют в 
иммуногистохимическом исследовании, чем в 
иммунофлуоресцентном. Тем не менее, для 
визуального сравнения, а также для верифи-
кации качества фиксации было проведено 
иммунофлуоресцентное (ИФ) окрашивание 
для группы контроля и группы с введением 
ЛПС в дозе 1 мг/кг/сут (2-я группа), зареко-
мендовавшей себя в предыдущих эксперимен-
тах как наилучший режим дозирования для 
получения изменений со стороны нейроглии. 

Перед окрашиванием срезы головного 
мозга выдерживали в депарафинизирующем 
и демаскировочном фосфатном растворе 
(партия XF05RT4N9592; Elabscience, КНР). 
Для промывки на всех этапах использовали 
фосфатно-солевой буферный раствор (PBS; 
ООО «ЭКО-СЕРВИС», Россия). После инкуба-
ции с 3% перекисью водорода и выдержива-
нием с бычьим сывороточным альбумином на 
срезы наносили антитела к NeuN в разведе-
нии 1:50 для иммуногистохимического и 
1:200 для иммунофлуоресцентного окраши-
вания (Anti-NeuN, ET1602-12, партия 
H661803001; Huabio, КНР), а далее – вторич-
ные антитела. Хромогеном при иммуногисто-
химическом окрашивании выступал  
3,3’-диаминобензидин (CDH, Индия). Докра-
шивание проводили 4’,6-диамидино-2-
фенилиндолом (DAPI; Elabscience, КНР) для 
ИФ или гематоксилином Карацци для ИГХ 
исследования с заключением срезов в монти-
рующую среду. 

Микроскопию и фотографирование 
проводили при помощи микроскопа Axio 
Imager.A1 с камерой Axiocam 305 color и про-
граммным обеспечением Zen 3.3 (Zeiss, Гер-
мания). На микрофотографиях коры больших 
полушарий головного мозга определяли уча-
стки цингулярной коры по стереотаксическо-
му атласу (Cg1, дорсальная часть передней по-
ясной коры) [13], после чего определяли чис-
ленную плотность иммунопозитивных клеток 
в поле зрения при помощи программного 
обеспечения с открытым кодом QuPath 0.5.0 
(Queen’s University Belfast, Соединенное Коро-
левство) [3] в режиме обнаружения DAB-
положительных структур (при ИГХ исследо-
вании) или флуоресцирующих структур (при 
ИФ исследовании) на поле зрения размером 
600×600 мкм (оценивали по 12 полей зрения 
у каждого животного). Такие структуры рас-
ценивали как ядра клеток, экспрессирующих 
NeuN. 

Статистическая обработка проведена 
при помощи программного обеспечения 
Microsoft Excel (Microsoft, США) и OriginPro 
(OriginLab, США). Она включала оценку ха-
рактера распределения по критерию Шапи-
ро–Уилка. Поскольку для всех эксперимен-
тальных групп распределение было нормаль-
ным, для сравнения между выборками дан-
ных по критерию «количество NeuN-
положительных клеток на поле зрения» ис-
пользовали однофакторный дисперсионный 
анализ (ANOVA). Значения представляли в 
виде среднего арифметического и стандартно-
го отклонения. Учитывая отсутствие заплани-
рованных сравнений и равенство выборок, 
для сравнения между ними выбран критерий 
Тьюки с уровнем статистической значимости 
p <0,05. 
 

Результаты и их обсуждение 
 

При гистологическом исследовании во 
всех группах не обнаружено пикнотически 
измененных нейронов, периваскулярного 
отека, кровоизлияний в коре больших полу-
шарий головного мозга. При этом в группах с 
введением ЛПС отмечались менее четкие 
очертания ядер нейронов и более слабое ци-
топлазматическое накопление NeuN (рис. 1). 
При иммуногистохимическом исследовании в 
группе контроля (физиологический раствор) 
выявлено в среднем 3594,8±207,63 NeuN-
положительных клетки в поле зрения 
(9985,6±576,75 на 1 мм2), в 1-й группе (ЛПС в 
дозе 0,5 мг/кг/сут) – 2961,7±121,3 клетки 
(8226,9±336,94 на 1 мм2), во 2-й группе (ЛПС 
в дозе 1 мг/кг/сут) – 2840,2±76,26 клетки 
(7889,4±211,83 на 1 мм2), в 3-й группе (ЛПС в 
дозе 2 мг/кг/сут) – 2534,3±208,95 клетки 
(7039,7±580,42 на 1 мм2). 

Различия средних значений между 
группами статистически значимы (p=0,0004) 
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Рис. 1. Микрофотографии гистологических препаратов коры больших полушарий головного мозга у 
мышей. Корональные срезы толщиной 5 мкм, иммуногистохимическое окрашивание с антителами к 
NeuN и гематоксилином Карацци (H). A – группа контроля (физиологический раствор); B – 1-я группа 
(0,5 мг/кг/сут); C – 2-я группа (1 мг/кг/сут); D – 3-я группа (2 мг/кг/сутки). Об. 40. Шкала – 100 мкм. 
Fig. 1. Microphotographs of histological preparations of cerebral cortex in mice. Coronal sections, d = 5 µm, 
immunohistochemical staining with antibodies to NeuN and Carazzi hematoxylin (H). A – control group (saline 
solution); B – Group 1 (0.5 mg/kg/day); C – Group 2 (1 mg/kg/day), D – Group 3 (2 mg/kg/day). Ob. 40. Scale 
bar – 100 μm. 
 
при мощности 0,98. При сравнении с помо-
щью критерия Тьюки (рис. 2B) различия ме-
жду группой контроля и всеми эксперимен-
тальными группами с введением ЛПС также 
статистически значимы. Различий средних 
значений в выборках между группами срав-
нения (ЛПС в дозах 0,5 мг/кг/сут, 1 мг/кг/сут 
и 2 мг/кг/сут) не выявлено. 

При этом при сравнениях по Тьюки 
(рис. 2C) в паре «Физиологический раствор» – 
«ЛПС 0,5 мг» нулевая гипотеза отвергалась 
при p=0,043, в паре «Физиологический рас-
твор» – «ЛПС 1 мг» – при p=0,0112, а в паре 
«Физиологический раствор» – «ЛПС 2 мг» – 
при p=0,0002. Снижение количества клеток, 
экспрессирующих NeuN, произошло во всех 
группах сравнения с введением ЛПС. 

При ИФ исследовании в группе контро-
ля (физиологический раствор) выявлено в 
среднем 184,6±14,79 NeuN-положительных 

клетки в поле зрения, т. е. 512,8±41,08 на 
1 мм2, а во 2-й группе (ЛПС в дозе 1 мг/кг/сут) 
– 192,6±15,54 клетки, т. е. 535,0±320,94 на 
1 мм2 (рис. 2A, 3). 

При исследовании количества клеток, 
экспрессирующих маркер NeuN, в цингуляр-
ной коре больших полушарий головного моз-
га мышей после внутрибрюшинного введения 
ЛПС обнаружены статистически значимые 
различия между группой контроля (физиоло-
гический раствор) и экспериментальными 
группами с введением ЛПС в дозах 
0,5 мг/кг/сутки (1-я группа), 1 мг/кг/сутки  
(2-я группа) и 2 мг/кг/сутки (3-я группа). Так, 
при введении 1 мг/кг ЛПС в сутки экспрессия 
NeuN снижается на 20,99 % относительно 
группы контроля. Следует отметить, что ста-
тистически значимых различий между вы-
борками в группах с введением ЛПС нет, не-
смотря на заметное по микрофотографиям и 
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Рис. 2. Количество NeuN-положительных клеток в цингулярной коре больших полушарий головного 
мозга у мышей. A – график для иммунофлуоресцентного окрашивания; B – график для иммуногисто-
химического окрашивания; C – попарное сравнение между группами при помощи критерия Тьюки для 
иммуногистохимического окрашивания. Красные диапазоны – различия статистически значимы, чер-
ные диапазоны – не значимы; Т-образные отрезки отображают диапазон значений для каждой из 
групп; ящичными блоками показан межквартильный размах (25 и 75-й процентили); горизонтальные 
линии обозначают медианные, а полые квадраты – средние значения; * –статистически значимые 
различия между группами. 
Fig. 2. The number of NeuN-positive cells in the cingulate cerebral cortex in mice. A – plot for 
immunofluorescent study; B – plot for immunohistochemical study; C – pair comparison between the groups, 
Tukey test, immunohistochemical study. Red ranges show statistically significant differences, black ranges show 
not significant ones; T-shaped segments display the range of values for each of the groups; box plots show the 
interquartile range (25th and 75th percentiles); horizontal lines indicate the median, and hollow squares – 
mean values; * – statistically significant differences between groups. 
 

 
 
графикам уменьшение абсолютного количе-
ства NeuN-положительных клеток по мере 
увеличения дозы ЛПС при ИГХ исследовании. 

Вместе с тем, требуют объяснения выяв-
ленные расхождения в данных ИФ и ИГХ ис-
следования по количеству клеток, окраши-
ваемых антителами к одному и тому же мар-
керу, NeuN. ИГХ исследование по определе-
нию менее подвержено искажению данных в 
зависимости от времени после окрашивания, 
чем ИФ исследование. Следовательно, ИГХ 
реакции приоритетны во всех случаях, кроме 
необходимости оценить пространственное 
взаиморасположение белков клеток на одном 
и том же препарате. 

Однако, как показано в работе В.В. Гу-
сельниковой и Д.Э. Коржевского [1], факт по-
ложительной реакции к NeuN служит крите-
рием качества фиксации и дополнительной 
верификацией достоверности полученных 
данных. Поскольку цель исследования не 
предполагала изучения пространственного 
взаиморасположения различных белков, ИФ 
исследование имеет смысл не для сравнения 
групп между собой, а для оценки качества 
фиксации и пригодности срезов для изучения. 

В данной работе препараты из одного и 
того же фиксированного материала изготов-
лены и окрашены для ИГХ и ИФ исследова-
ния практически одновременно. Таким обра-
зом, наглядная демонстрация положительной 
реакции к NeuN при ИФ исследовании делает 
более убедительной показанные различия 
между группами при ИГХ исследовании. При 
этом отсутствие различий между группами в 
ИФ исследовании нельзя сравнивать с харак-
тером различий между группами в ИГХ ис-
следовании, учитывая разницу в разведении 
антител к NeuN (1:50 для ИГХ и 1:200 для ИФ 
окрашивания). 

Поскольку маркер NeuN характерен 
только для ядер и околоядерной цитоплазмы 
нейронов [1], то выявленные закономерности 
в ИГХ исследовании можно объяснить их ги-
белью при введении мышам ЛПС (0,5, 1 и 
2 мг/кг/сут) в течение 4 суток. Следует под-
черкнуть, что все животные оставались в жи-
вых до выведения из эксперимента. Можно 
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Рис. 3. Микрофотографии гистологических препаратов коры больших полушарий головного мозга мы-
шей. Корональные срезы толщиной 5 мкм, иммунофлуоресцентное окрашивание с антителами к NeuN 
и DAPI. A – введение физиологического раствора; B – введение ЛПС 1 мг/кг/сут. Об. 40. Шкала – 
100 мкм. 
Fig. 3. Microphotographs of histological preparations of cerebral cortex in mice. Coronal sections, d = 5 µm, 
immunofluorescent study with antibodies to NeuN and DAPI. A – infusion of saline solution; B – LPS infusion at 
1 mg/kg/day. Ob. 40. Scale bar – 100 μm. 
 
предположить, что уменьшение экспрессии 
NeuN не сопровождалось воспалительными 
процессами, а воздействие ЛПС на нейроны 
опосредовано нейроглией ГЭБ без проникно-
вения в кору больших полушарий головного 
мозга лимфоцитов или макрофагов. 

В последнее десятилетие появилась 
тенденция рассматривать практически любое 
повреждение клеток в коре больших полуша-
рий головного мозга как воспалительный 
процесс в нервной ткани или нейровоспале-
ние. При этом большинство авторов, исполь-
зующих этот термин, фактически описывают 
в результатах своих работ морфологические 
изменения без развития воспаления [17, 18, 
20]. Отдельные исследования показывают, 
что введение ЛПС даже в высоких дозах не 
всегда сопровождается распространением 
воспалительного процесса через ГЭБ на струк-
туры ЦНС [11]. 

Следует также отметить, что сигнализа-
ция о повреждении, опосредованном клетка-
ми астро- и микроглии, отличается от сигна-
лизации при воспалительных реакциях. Так, 
при введении ЛПС и при инфекционном про-
цессе в нервной ткани клетки микроглии сек-
ретируют разные наборы цитокинов [14, 22]. 

Можно заключить, что в проведенном 
исследовании достигнуто повреждение ней-
ронов без воспалительной реакции в нервной 
ткани, учитывая менее четкие очертания 
ядер, более слабое цитоплазматическое нако-
пление NeuN и численно определяемую мень-
шую экспрессию NeuN. 

Кроме того, разницы в экспрессии мар-
кера NeuN между группами с введением ЛПС 
при иммуногистохимическом окрашивании 
не было. Однако значение p для сравнения 

группы контроля (физиологический раствор) 
и 1-й группы (ЛПС 0,5 мг/кг/сут) составляет 
0,043, т. е. находится на грани статистической 
значимости. Следовательно, результаты при-
менения ЛПС в дозе 0,5 мг/кг/сут малоубеди-
тельны. Из двух групп с высокой статистиче-
ской значимостью: 2-я и 3-я группы мини-
мальный разброс значений для экспрессии 
NeuN наблюдается во 2-й группе (ЛПС в дозе 
1 мг/кг/сутки). Таким образом, внутрибрю-
шинное введение мышам ЛПС в дозе 
1 мг/кг/сут в течение 4 дней наиболее убеди-
тельно приводит к изменению экспрессии 
NeuN в цингулярной коре больших полуша-
рий головного мозга. 

 
Заключение 

 
Установлено, что ежедневное внутри-

брюшинное введение в течение 4 суток сам-
кам мышей эшерихиозного липополисахари-
да в дозах 0,5, 1 и 2 мг/кг/сут уменьшает экс-
прессию маркера зрелых нейронов (NeuN) в 
цингулярной коре по данным иммуногисто-
химического исследования. При введении 
1 мг/кг липополисахарида в сутки экспрессия 
NeuN снижается на 20,99 % относительно 
группы контроля. При этом продемонстриро-
ваны альтеративные изменения в нейронах 
цингулярной коры при введении липополиса-
харида. 
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