
242

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 616.8.018.74-002-092.4
DOI: 10.20538/1682-0363-2017-4-242–249
Для цитирования: Салмина А.Б., Бойцова Е.Б., Моргун А.В., Панина Ю.А., Горина Я.В., Писарева Н.В., Нода М., Кути-
щева И.А., Мартынова Г.П. Экспрессия NLRP3 инфламмасом церебрального ýндотелия при воспалении вирусного генеза 
in vitro. Бюллетень сибирской медицины. 2017; 16 (4): 242–249.

Экспрессия NLRP3 инфламмасом церебрального эндотелия  
при воспалении вирусного генеза in vitro

Салмина А.Б.1, Бойцова Е.Б.1, Моргун А.В.1, Панина Ю.А.1, Горина Я.В.1,  
Писарева Н.В.1, Нода М.2, Кутищева И.А.1, Мартынова Г.П.1

1Красноярский государственный медицинский университет (КГМУ) имени профессора В.Ф. Войно-Ясенецкого  
Россия, 660022, г. Красноярск, ул. Партизана Железняка, 1 
2 Университет Кюшу  
Япония, 812-8582, г. Фукуока, Maidashi Higashi-ku, 3-1-1 

РЕЗЮМЕ 

Цель исследования. Изучить влияние индукторов нейровоспаления вирусного генеза на экспрессию 
NLRP3 и структурную целостность эндотелиальных клеток головного мозга in vitro. 

Материал и методы. Исследование проведено на клеточной культуре церебральных эндотелиоцитов. 
Источником клеток служил головной мозг крыс линии Wistar.  К культуре эндотелиальных клеток до-
бавляли полиинозиновую-полицитидиловую кислоту (РolyI:C) – 20 мкг/мл. В качестве группы сравнения 
использовали культуру эндотелиоцитов, к которым в культуральную среду добавляли спинномозговую 
жидкость, полученную от пациента с энтеровирусным менингитом (100 мкл). Ликвор был стандарти-
зирован по концентрации белка методом Лоури. Концентрация белка составила 1 мкг/мл. В качестве 
контроля использовались эндотелиоциты, культивируемые в стандартной культуральной среде. Культи-
вирование осуществляли с использованием культуральных вставок для 12-луночных планшетов. Через 24 
и 72 ч культивирования во всех группах регистрировали трансэндотелиальное сопротивление. Через 24 ч  
оценивали экспрессию молекул NLRP3 с использованием двойного непрямого метода иммунофермент-
ного окрашивания согласно протоколу производителя. Первичные антитела к NLRP3 (Abcam, США, 
ab51952) – разведение 1 : 100. Вторичные антитела меченые Alexa Fluor 488 (Abcam, США, ab150117) –  
разведение 1 : 200. Визуализация проводилась с помощью конфокальной лазерной микроскопии на 
микроскопе Olympus FV10i (Olympus, Япония).

Результаты.  Через 24 ч культивирования эндотелиоцитов с PolyI:C и вирусным ликвором наблюда-
ется снижение показателей трансэндотелиального сопротивления по сравнению с контролем. Через 
72 ч трансэндотелиальное сопротивление оставалось значимо более низким по сравнению с группой 
контроля. Установлено, что количество эндотелиальных клеток, экспрессирующих молекулу NLRP3, 
максимально в культуре с добавлением патологического ликвора. После инкубации клеток с PolyI:C 
количество NLRP3-иммунопозитивных эндотелиоцитов увеличилось по сравнению с контролем, но было 
ниже, чем в группе сравнения.

Заключение. Влияние PolyI:C и патологически измененного ликвора приводит к нарушению структур-
ной целостности эндотелиального монослоя, что проявляется в уменьшении показателя трансэндоте-
лиального сопротивления. Одновременно с этим увеличивается количество эндотелиоцитов, которые 
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ВВЕДЕНИЕ
Полиинозиновая-полицитидиловая кислота 

(РolyI:C) – синтетический двухцепочечный поли-
рибонуклеотид, который широко применяется в 
ýкспериментальных исследованиях как индуктор 
воспаления для создания модели вирусного вос-
паления [1]. PolyI:C взаимодействует в клетках с 
рецепторами TLR и способствует формированию 
инфламмасом NLRP3 [2]. Активация инфламма-
сом может играть определенную роль в защите 
организма против вирусной инфекции [3]. Ви-
русные инфекции индуцирует выработку интер-
лейкина-1β (ИЛ-1β)  и интерлейкина-18 (ИЛ-18) 
в макрофагах путем активации каспазы-1. Сти-
мулирование макрофагов РolyI:C индуцирует 
секрецию ИЛ-1β и ИЛ-18 криопирин-зависимым 
путем (криопирин – основной компонент интер-
лейкина-1 инфламмасомы NLRP3) [4]). В иссле-
довании T.D. Kanneganti (2006) в модели in vitro 
была показана роль криопирина в образовании 
ИЛ-1β в ответ на воздействие РolyI:C  в интакт-
ных условиях. NLRP3 активирует каспазу-1 и 
каспазу-5. В макрофагах, которые не содержат 
криопирин, не происходит активации каспаз, 
ИЛ-1β и ИЛ-18 под влиянием вирусной РНК или 
PolyI:C. Авторы доказали, что заражение Сен-
дай вирусом (парамиксовирус)  и вирусом гриппа 
активирует NLRP3. Позднее подобный ýффект 
был зарегистрирован для всех РНК-содержащих 
вирусов. Также авторы показали необходимость 
NLRP3 для синтеза ИЛ-1β в ответ на воздействие 
PolyI:C in vivo [5]. В других исследованиях изу-
чение активации инфламмасом с использованием 
PolyI:C  и бактериальной РНК показали инду-
цирование ИЛ-1β после длительного воздействия 
(24 ч) [6, 7].

Повреждение гематоýнцефалического барьера 
(ГЭБ) – одно из ключевых событий при вирус-
ных нейроинфекциях. Обнаружены различные 
ýффекты PolyI:C в клетках ГЭБ. Так, в работе 
L.N. Pan et al. (2012) представлены данные о том, 
что инкубирование астроцитов с PolyI:C заметно 
ослабляет повреждения, вызванные кислородной 
депривацией,  значительно повышает жизнеспо-
собность клеток и снижает утечку лактатдеги-

дрогиназы. PolyI:C значительно усиливает ýкс-
прессию TRIF, сопровождающуюся уменьшением 
образования интерферона β (IFNβ). Кроме того, 
PolyI:C значительно подавляла образование про-
воспалительных цитокинов – фактора некроза 
опухолей (ФНОα) и ИЛ-6. Доказан дозозависи-
мый ýффект PolyI:C на увеличение продукции 
ИЛ-6, ИЛ-8, ФНОα, IFNβ [8].  

В последнее время все большее внимание 
уделяется роли инфламмасомы NLRP3 в цен-
тральной нервной системе (ЦНС), которая 
играет значимую роль в патогенезе нейровоспа-
лительных заболеваний. Доказано, что микрог-
лия, астроциты, нейроны и ýндотелиоциты ýкс-
прессируют NLRP3 [9]. Одним из механизмов 
активации инфламмасомного комплекса NLRP3 
является ýкзогенный путь, который реализуется 
в результате инфекционного воздействия, по-
вреждения тканей и метаболических нарушений 
[10]. Участие NLRP3 в развитии нейровоспале-
ния не подвергается сомнению. Например, в ис-
следовании T. Hoegen et al. (2011) обнаружено 
снижение тяжести заболевания пневмококко-
вым менингитом у мышей нокаутных по NLRP3 
в десятки раз [11]. Логично предполагать, что 
инфламмасома-опосредованные механизмы мо-
гут играть роль в нарушении структурно-функ-
циональной целостности ГЭБ при вирусных ме-
нингитах.

Цель исследования – изучить влияние ин-
дукторов нейровоспаления вирусного генеза 
на ýкспрессию NLRP3 и структурную целост-
ность ýндотелиальных клеток головного мозга  
in vitro. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Источником клеток служила кора головного 

мозга крыс линии Wistar возрастом 10 сут. Вы-
деление церебральных ýндотелиоцитов проводи-
лось по модифицированному протоколу Y. Liu et 
al. (2013).  Выделение мозга с удалением мозго-
вых оболочек и крупных церебральных сосудов 
осуществлялось c помощью роллинга на асепти-
ческой фильтровальной бумаге. Выделяли кору 
головного мозга и удаляли крупные сосуды в хо-

экспрессируют NLRP3, что дает право предполагать участие этих механизмов в повреждении гематоэн-
цефалического барьера при нейроинфекции.

Ключевые слова: гематоэнцефалический барьер, трансэндотелиальное сопротивление, воспаление, 
вирусный менингит, эндотелиальные клетки.
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лодном растворе Хенкса (ПанЭко, Россия). Цен-
трифугирование мелко нарезанной коры голов-
ного мозга проводили в пробирке объемом 15 мл  
в течение 3 мин при 150 g и комнатной темпера-
туре. Следующие ýтапы включали: 1) добавление 
к осадку в двухкратном объеме 25% FBS (Fetal 
Bovine Serum, HyClone, South America), тритури-
рование в количестве 25 раз пипеткой объемом 
5 мл с последующим центрифугированием гомо-
гената в течение 10 мин при 600 g при комнат-
ной температуре; 2) забор самого нижнего слоя 
и перенос в новую коническую пробирку. Затем 
ýтапы тритурирования, центрифугирования по-
вторяли три раза, после чего проводилась фер-
ментативная обработка пеллета в двухкратном 
объеме (по отношению к объему пеллета) 0,1%-
й коллагеназой II (ПанЭко, Россия) в течение 
35 мин при +37 °С с периодическим перемеши-
ванием. Умеренное ресуспензирование осадка с 
последующим центрифугированием осуществля-
ли при 150 g в течение 5 мин, культивирование 
фрагментов и отдельных ýндотелиальных клеток 
при +37 °С, 5% CO

2
 в культуральных флаконах, 

предварительно покрытых желатином (Gelatin 
Solution 0,1%, Biological Industries, США) в куль-
туральной среде: DMEM/F12 (HyClone, South 
America) + 20% FBS (HyClone, South America), 3 
мг/мл глюкозы (Sigma Aldrich), 0,58 мг/мл глута-
мина (Sigma Aldrich), 100 ЕД/мл пенициллина, 100 
мг/мл стрептомицина (HyClone, South America). 
Смена среды проводилась каждые 3 дня. При до-
стижении 90% конфлюентности среду удаляли. 
Клетки во флаконе промывались дважды раство-
ром Хенкса (ПанЭко, Россия) и обрабатывались 
раствором 0,25%-го трипсина и ЭДТА (Gibco, 
США).

Культивирование ýндотелиоцитов осущест-
вляли в культуральных 12-луночных планшетах 
в присутствии РolyI:C, 20 мкг/мл, 24 ч, в бес-
сывороточной среде (Pan, 2012), а также в при-
сутствии ликвора (100 мкл), полученного от па-
циентов с ýнтеровирусным менингитом. Ликвор 
был стандартизирован по концентрации белка 
методом Лоури. Концентрация белка составила 
1 мкг/мл. В качестве контроля использовались 
ýндотелиоциты, культивируемые в интактной 
среде. 

Для измерения трансýндотелиального сопро-
тивления ýндотелиоциты культивировали на по-
ликарбонатных мембранных фильтрах-вставках в 
12-луночных планшетах (0,4 мкм – размер пор, 
вставка 12 мм, Transwell 3493, Costar, США). Че-
рез 24 и 72 ч культивирования производилась ре-
гистрация ТЭС с помощью ýпителиального вольт-

метра EVOM2 с использованием ýлектрода STX2 
(World Precision Instruments, США). Экспрессию 
молекул NLRP3 оценивали с использованием 
двойного непрямого метода иммуноферментного 
окрашивания согласно протоколу производителя 
с использованием следующих антител: первичные 
антитела к NLRP3 в рабочем разведении 1 : 100 
(Abcam, США, ab51952).  В качестве вторичных 
антител использовались антитела, меченые Alexa 
Fluor 488 (Abcam, США, ab150117). Визуализация 
проводилась с помощью конфокальной лазер-
ной микроскопии на микроскопе Olympus FV10i 
(Olympus, Япония).

Статистическая обработка. Использовались 
методы описательной статистики. Данные пред-
ставлены в виде M ± m, где M – среднее ариф-
метическое, m – ошибка среднего. Использо-
вались методы непараметрической статистики.  
Для оценки межгрупповых различий значений 
трансýндотелиального сопротивления, имеющих 
непрерывное распределение, применяли крите-
рий Краскела – Уоллиса с последующим парным 
сравнением групп с использованием критерия 
Манна – Уитни. Для оценки различий ýкспрессии 
NLRP3 ýндотелиоцитами использовался крите-
рий χ2. Статистически значимыми считали разли-
чия при p ≤ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
При измерении трансýндотелиального со-

противления через 24 ч культивирования ýндо-
телиальных клеток с PolyI:C обнаружено ста-
тистически значимое снижение показателей 
сопротивления во всех группах по сравнению с 
контролем (p < 0,01). Также зарегистрировано 
статистически значимое снижение трансýндоте-
лиального сопротивления при культивировании 
ýндотелия в присутствии ликвора, полученного 
от пациента с вирусным менингитом, p < 0,01 
(рис. 1). 

В дальнейшем измерение ТЭС проводили че-
рез 72 ч. Установлено, что на 3-и сут происхо-
дило незначительное повышение ТЭС в культуре 
клеток с добавлением ликвора от пациента с ви-
русным менингитом, но статистически значимое 
уменьшение снижения ТЭС  в культуре клеток с 
добавлением PolyI:C, p < 0,01 (рис. 2). 

При регистрации ýкспрессии NLRP3 в куль-
туре ýндотелиальных клеток  обнаружено ста-
тистически значимое увеличение ýкспрессии в 
опытных группах в  сравнении с контролем, осо-
бенно ýто увеличение видно в группе вирусного 
ликвора, p < 0,01 (рис. 3).
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Рис. 1. Показатели трансýндотелиального сопротивления церебральных ýндотелиоцитов при инкубации с PolyI:C, вирусным 
ликвором  в течение 24 ч

*  статистически значимые различия p < 0,01 (критерий Манна – Уитни).

Fig. 1. Measurements of transendothelial resistance of cerebral endotheliocytes during the incubation with PolyI:C, cerebrospinal 
fluid within 24 hours

* statistically significant differences p < 0,01 (Mann – Whitney test).

Рис. 2. Показатели трансýндотелиального со-
противления церебральных ýндотелиоцитов 
при инкубации с PolyI:C, вирусным ликвором  

в течение 72 ч
* статистически значимые различия p < 0,01 

(критерий Манна – Уитни).

Fig. 2. Measurements of transendothelial resis-
tance of cerebral endotheliocytes during the in-
cubation with PolyI:C, cerebrospinal fluid with-

in 72 hours
* statistically significant differences p < 0,01 

(Mann – Whitney test).

Рис. 3.  Уровень ýкспрессии NLRP3 в цере-
бральных ýндотелиоцитах in vitro 

* статистически значимые различия p < 0,01 
(критерий χ2).

Fig. 3. NLRP3 expression level in cerebral endo-
theliocytes in vitro

* statistically significant differences p < 0,0 
(χ2 test).
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В исследовании показано, что при действии 

PolyI:C нарушается структурная целостность 
ýндотелиального монослоя, что проявляется в 
уменьшении показателя трансýндотелиального со-
противления. Одновременно с ýтим увеличивается 
количество ýндотелиоцитов, которые ýкспресси-
руют NLRP3. Отмечен более выраженный ýффект 
влияние ликвора, полученного от пациентов с ви-
русным менингитом, по сравнению с PolyI:C. 

Снижение трансýндотелиального сопротивле-
ния можно объяснить нарушением межýндоте-
лиальных плотных контактов, сформированных 
белками окклудинами, клаудинами и др. Ранее 
в работе  L.Y. Huang et al. [12] показано, что 
при воздействии вирусов, а также PolyI:C на-
блюдается изменение ýкспрессии ýндотелиальны-
ми клетками легких белков плотных контактов, 
снижается трансýндотелиальное сопротивление и 
увеличивается проницаемость монослоя пульмо-
нальных ýндотелиоцитов. Учитывая, что плотные 
контакты играют особенную роль в формирова-
нии ГЭБ, изменения, вызванные вирусными па-
тогенами или PolyI:C в церебральном ýндотелии, 
могут носить более выраженный характер. 

Разницу в выраженности изменений, которые 
превалируют в группе клеток, культивируемых 
с патологическим ликвором, можно объяснить 
следующим образом. Известно, что увеличение 
ýкспрессии инфламмасом in vivo происходит не 
только за счет ýндотелиоцитов, но и астроцитов, 
нейронов, клеток микроглии [13, 14]. NLRP3, в 
свою очередь, приводит к увеличению синте-
за ИЛ-6, ИЛ-8, ФНОα, продуктов метаболизма 
арахидоновой кислоты. Таким образом, можно 
предположить, что более выраженное влияние 
ликвора связано с наличием в нем остатков ви-
русных частиц, провоспалительных цитокинов, 
которые оказывают свое провоспалительное и 
повреждающее действие.

Полученные результаты свидетельствуют о 
том, что двухцепочечная РНК повреждает клетки 
ýндотелия церебральных микрососудов и индуци-
рует формирование инфламмасом in vitro, и ýти 
ýффекты могут быть воспроизведены при дей-
ствии спинномозговой жидкости, полученной от 
пациентов с острым вирусным менингитом.
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Еxpression of cerebral endothelial NLRP3 inflammasome  
in viral inflammation in vitro
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1, Partizan Zheleznyak Str., Krasnoyarsk, 660022, Russian Federation
2  Kyushu University   
3-1-1, Maidashi Higashi-ku, Fukuoka, 812-8582, Japan

ABSTRACT

The goal is to study the effects of pro-inflammatory agents on the expression of NLRP3 and the structural 
integrity of cerebral microvessel endothelial cells in vitro.

Materials and methods. The study was conducted on a culture of cerebral endothelial cells. The cells 
were isolated from Wistar rat brains. Polyinosinic-polycytidylic acid (RolyI: C) – 20 µg / ml was added to 
cerebral microvessel endothelial cells. In another series of experiments, cells incubated with cerebrospinal fluid 
(CSF) obtained from patients with enteroviral meningitis (100 µl) were used as a comparison group. CSF was 
standardized for protein concentration by the Lowry method. The protein concentration was 1 µg / ml. As a 
control group, cerebral endothelial cells have been cultured in a standard medium. We used the culture insert 
for 12-well plates. After 24 and 72 h of culturing, we measured transendothelial electrical resistance (TEER) 
in the endothelial layer.  Expression of NLRP3 inflammasomes was assessed with immunocytochemistry 24 hrs 
from the beginning of cell culture. We used double indirect immunoenzymatic staining method according to the 
manufacturer’s protocol. Primary antibodies to NLRP3 (Abcam, USA, ab51952) in 1: 100 dilution, secondary 
antibodies labeled with Alexa Fluor 488 (Abcam, USA, ab150117) in dilution 1: 200 have been applied. 
Visualization was performed by confocal laser microscopy microscope Olympus FV10i (Olympus, Japan).

Results.  TEER decreased in PolyI:C and CSF-treated cells after 24 hr from the beginning of incubation. 
After 72 hours, TEER was significantly lower in these groups compare to the control one. NLRP3 expression 
was maximal in the cells treated with CSF. After incubation of the cells with PolyI:C, NLRP3 expression in 
cerebral endothelial cells was elevated compare to the control group, but did not reached the level seen in 
CSF-treated cells.

Conclusion.  PolyI:C and CSF obtained from the patients with viral meningitis induce disruption of cerebral 
microvessels endothelial layer integrity with the corresponding rise in NLRP3 expression in the cells, thereby 
suggesting mechanism of blood-brain barrier impairment in neuroinfection.

Key words: blood-brain barrier, transendothelial resistance, inflammation, viral meningitis, endothelial 
cells.

Received  May 10.2017 
Accepted November 08.2017

Salmina Alla B., DM, Professor, Head of the Department of Biological Chemistry with Courses of Medical, Pharmaceutical 
and Toxicological Chemistry, Head of the Research Institute of Molecular Medicine and Pathological Biochemistry, KSMU 
named after Prof. V.F. Voino-Yasenetsky, Krasnoyarsk, Russian Federation.

Bulletin of Siberian Medicine. 2017; 16  (4):  242–249

Экспрессия NLRP3 инфламмасом церебрального эндотелияСалмина А.Б., Бойцова Е.Б., Моргун А.В. и др.



249

Оригинальные статьи

Boytsova Elizaveta B., Postgraduate Student, Department of Biological Chemistry with Courses of Medical, Pharmaceutical 
and Toxicological Chemistry, KSMU named after Prof. V.F. Voino-Yasenetsky, Krasnoyarsk, Russian Federation.

Morgun  Andrej V., PhD, Assistant, Department of Pediatrics, KSMU named after Prof. V.F. Voino-Yasenetsky, Krasnoyarsk, 
Russian Federation.

Panina Yuliya A., PhD, Assistant, Department of Biological Chemistry with Courses of Medical, Pharmaceutical and 
Toxicological Chemistry, KSMU named after Prof. V.F. Voino-Yasenetsky, Krasnoyarsk, Russian Federation.

Gorina Yana V., PhD, Associate Prjfessor, Department of Biological Chemistry with Courses of Medical, Pharmaceutical and 
Toxicological Chemistry, KSMU named after Prof. V.F. Voino-Yasenetsky, Krasnoyarsk, Russian Federation.

Pisareva Natalya V., PhD, Associate Professor, Department of Biological Chemistry with Courses of Medical, Pharmaceutical 
and Toxicological Chemistry, KSMU named after Prof. V.F. Voino-Yasenetsky, Krasnoyarsk, Russian Federation.

Kutishcheva Irina A., PhD, Associate Professor, Department of Pediatric Infectious Diseases, KSMU named after Prof. V.F. 
Voino-Yasenetsky, Krasnoyarsk, Russian Federation.

Mami Noda, PhD, Laboratory of Pathophysiology, Graduate School of Pharmaceutical Sciences, Kyushu University, 
Fukuoka, Japan.

Martynova Galina P., DM, Professor, Head of the Department Pediatric Infectious Diseases, KSMU named after Prof. V.F. 
Voino-Yasenetsky, Krasnoyarsk, Russian Federation.

(*)  Boytsova Elizaveta B., e-mail: elizaveta.boicova@mail.ru.

Бюллетень сибирской медицины. 2017;  16  (4):  242–249


