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МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ  
ЛПС-СТИМУЛИРОВАННЫХ КЛЕТОК МИКРОГЛИИ ПРИ 
ДЕЙСТВИИ ОРЕКСИНА А
Сынчикова А.П., Корнева Е.А.
ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Интерес к исследованию функции орексин-содержащих нейронов обусловлен сравни-
тельно недавним их открытием и перспективой применения орексинов для лечения заболеваний раз-
личной природы. 

Изучение их участия в регуляции клеток микроглии имеет небольшую историю и представляет 
особый интерес, поскольку возможность воздействия на функциональную активность клеток иммун-
ной системы мозга имеет первостепенное значение для терапии различных форм патологии ЦНС. 

Перспективные пути поиска и результаты исследования терапевтических эффектов орексинов при 
воспалительных, аутоиммунных заболеваниях и опухолях. 

Существуют литературные данные, демонстрирующие, что орексины могут оказывать терапевти-
ческие эффекты при различных формах патологии, вызванных нарушением нейроиммунных взаи-
модействий. Доказано участие этой нейромедиаторной системы в патогенезе развития нарколепсии, 
ожирения, рассеянного склероза, болезни Альцгеймера, заболеваний кишечника, септического шока 
и рака, что обусловлено участием орексинов в регуляции функций различных компонентов иммун-
ной систем, в том числе и клеток микроглии. Хотя характер этого участия не полностью ясен, полу-
ченные в последние годы экспериментальные данные являются основой для понимания механизмов 
действия орексинов на функциональную активность клеток иммунной системы мозга.

Комплекс проведенных ранее исследований позволил установить эффекты действия орексина на 
морфофункиональные особенности микроглиоцитов при активации ЛПС, что представляется пер-
спективным для разработки новых подходов к терапии инфекционных, воспалительных, нейроде-
генеративных и аутоиммунных процессов, происходящих в центральной нервной системе. Целью 
данного исследования является определение эффектов действия нейромедиатора орексина А на 
функциональные особенности клеток микроглии, активированных ЛПС (фенотип М1), показателя-
ми которой являются изменения площади их тела и длины отростков, а также плотность распределе-
ния этих клеток.

Исследовано изменение количества клеток микроглии после интраперитониального введения ли-
пополисахарида. Показано, что результате воздействия ЛПС происходит возрастание степени акти-
вации этих клеток: происходит увеличение количества микроглиальных клеток в соматосенсорной 
зоне коры головного мозга.

Комплекс проведенных исследований позволил показать, что интрацеребровентрикулярное вве-
дение орексина-А животным после предварительной инъекции ЛПС не вызывает изменений процес-
сов, инициированных ЛПС, анализ не позволил выявить изменений длины отростков микроглиаль-
ных клеток, локализованных в соматосенсорной, моторной зонах коры и полосатого тела. В будущем 
будет произведен дальнейший анализ других показателей активации клеток микроглии.

Ключевые слова: клетки микроглии, орексин А, ЛПС
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MORPHOLOGICAL AND FUNCTIONAL CHARACTERISTICS 
OF LPS-STIMULATED MICROGLIAL CELLS UNDER THE 
ACTION OF OREXIN A
Synchikova A.P., Korneva E.A.
Research Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Interest to the orexin-containing neurons is caused by their recent discovery and perspectives 
of their usage for treatment of different diseases. The studies in this area were launched recently and are of 
special interest since the opportunity of modulating functional activity of the brain immune system is of pivotal 
significance for therapy of various central nervous system (CNS) disorders providing novel ways of search and 
promising data on therapeutic effects of orexins in inflammatory, autoimmune diseases as well as malignant 
tumors.

Some data from literature show that orexins may exert therapeutic effects in different disorders caused by 
altered neuroimmune interactions. Participation of this neuromediator system is shown in pathogenesis of 
narcolepsia, obesity, multiple sclerosis, Alzheimer disease, intestinal disorders, septic shock and cancer, due 
to involvement of orexins in functional regulation of various components of immune syste, e.g., microglial cell 
populations. Despite only scarce data on these effects, some experimental results obtained over last years, add 
to our understanding of orexin effects upon functional activity of the brain immune system.

A number of previous studies allowed to assess the orexin effects on morpho-functional features of 
microglial cells activated by lipopolysaccharide (LPS), thus presenting a prospective for development of novel 
approaches to therapy of infectious, inflammatory, neurodegenerative and autoimmune disorders affecting 
CNS. In the present study, we aimed for detecting the effects of neuromediator orexin A upon functional traits 
of of microglial cells activated by LPS (M1 phenotype) as evaluated by changes of their size and length of their 
processes, as well as density of cell distribution. 

We have studied the changes of microglia cell numbers following intraperitoneal LPS injection. It was 
shown that, the LPS causes higher activation degree of these cells, i.e., the contents of microglial cells becomes 
increased in somatosensory area of the brain cortex. A series of these studies allowed us to demonstrate that 
intracerebroventricular injection of orexin A in animals following LPS injection does not cause detectable 
changes of the processes initiated by LPS. The comparative analysis did not detect any changes in length of 
microglial processes localized in somatosensory or motor cortical areas, and corpus striatum. Other parameters 
of the microglial cell activation will be studied in future. 

Keywords: microglia, orexin A, LPS

Это исследование было поддержано Япо-
но-российским центром молодежных обменов 
(JREX, Токио, Япония) и выполнялось в лабора-
тории Гомеостатических разработок Националь-
ного Института физиологических наук, Окад-
заки, Япония, под руководством профессора 
Ю. Набекура.

Введение
Клетки микроглии выполняют защитную 

функцию и по существу представляют собой им-
муноциты, резидентно присутствующие в цен-
тральной нервной системе [5]. При развитии 
аутоиммунных заболеваний клетки микроглии 
выполняют функцию макрофагов, которые ак-
тивируются при развитии патологических про-
цессов в мозге, приобретают амебоидную форму, 
повышается экспрессия рецепторов комплемен-
та и молекул основного комплекса гистосовме-
стимости, а также Toll-подобных рецепторов на 
их мембране [13]. 

Активированные клетки микроглии синтези-
руют ряд растворимых факторов, большинство из 
которых – цитотоксические. При их активации 
увеличивается экспрессия молекул основного 
комплекса гистосовместимости (MHC) и кости-
мулирующих молекул, таких как B7 и CD40, что 
позволяет эффективно презентировать антигены 
Т-клеткам. Нейротрофины и противовоспали-
тельные цитокины подавляют экспрессию этих 
молекул, что указывает на наличие регулятор-
ных сигналов, модулирующих функции микро-
глии [15]. При развитии аутоиммунных заболева-
ний центральной нервной системы повышение 
экспрессии MHC, костимулирующих молекул 
и последующая презентация антигена клетками 
микроглии приводит к активации Т-клеток, рас-
познающих антигены в центральной нервной си-
стеме, что может обусловить повреждение нейро-
нов.

Клетки микроглии, как и макрофаги крови, 
активируются при повреждении головного мозга 
и развитии инфекционного процесса, мигрируют 
в пораженный участок. Повреждение нейронов 
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ведет к трансформации клеток микроглии в ми-
грирующие макрофаги округлой формы, которые 
продуцируют цитокины и трофические факторы, 
оказывающие повреждающее или защитное дей-
ствие на клетки мозга [8].

Клетки микроглии активируются даже при 
небольших изменениях антигенного состава 
микроокружения и при помощи отростков от-
слеживают поврежденные клетки, апоптотиче-
ские тельца, нейрофибриллярные клубки, а, на-
пример, при болезни Альцгеймера – фрагменты 
ДНК или бляшки [3].

В процессе развития мозга микроглиальные 
клетки играют основную роль в регуляции ко-
личества клеток-предшественников нейронов и 
удаляют умершие нейроны [14]. Эти клетки при-
нимают участие в перестройке синаптических 
связей, ремоделируя и вызывая деструкцию не-
нужных синапсов [10].

Помимо поглощения и разрушения чужерод-
ных веществ с помощью фагоцитоза, микрогли-
оциты оказывают цитотоксическое действие и, 
выделяя оксид азота и перекись водорода, акти-
вируют процесс повреждения клеток и гибели 
нейронов [4], а также продукцию эксайтотоксич-
ных веществ, таких как глутамат.

И хотя клетки микроглии являются важней-
шим компонентом иммунной системы мозга, их 
избыточная активация может оказывать нежела-
тельные цитотоксические эффекты и приводить к 
развитию нейродегенеративных заболеваний [2]. 
Кроме того, затянувшийся воспалительный про-
цесс в структурах мозга с участием микроглиоци-
тов может заканчиваться разрушением нейронов 
и развитием аутоиммунных реакций [12]. В связи 
с этим актуальным является поиск возможных 
регуляторных молекул эндогенного происхожде-
ния, которые оказывают противовоспалительное 
действие и коррегируют избыточную активность 
клеток микроглии. Одной из таких регуляторных 
молекул является орексин А.

Орексины – сравнительно недавно открытые 
нейропептиды, вырабатывающиеся небольшой 
популяцией гипоталамических нейронов, аксо-
ны которых проецируются в различные структу-
ры головного и спинного мозга [11]. Локализация 
орексинпродуцирующих нейронов, обилие их 
отростков и распределение рецепторов объясня-
ют широкий спектр физиологических реакций, 
которые регулируются этой системой.

Спектр вегетативных функций, в регуляции 
которых участвуют орексин-содержащие нейро-
ны, действительно разнообразен. Наиболее из-
ученными в настоящее время является участие 
орексинов в поддержании цикла сон/бодрствова-
ние [6]. Система орексин-содержащих нейронов 
участвует в механизмах реализации нейроиммун-
ного взаимодействия, в том числе ответе ЦНС 
на антигенный стимул. Активация нейронов, со-
держащих орексин, показана после инъекции ли-

пополисахарида (ЛПС) у различных животных. 
Предполагается, что нейроны, синтезирующие 
орексины, участвуют в комплексе антиген-ин-
дуцированных реакций, опосредующих развитие 
продромального периода заболеваний [7].

Дисфункция этой системы констатирована 
при различных формах патологии, связанных с 
нейродегенеративными и аутоиммунными про-
цессами. Нарушение функции орексинэргиче-
ской системы показано при нарколепсии [9]. 
Вопрос участия орексин-содержащих нейронов 
в патогенезе рассеянного склероза (РС) активно 
изучается.

Известно, что орексин А оказывает терапевти-
ческое действие на течение аутоиммунного энце-
фаломиелита, ограничивая инфильтрацию пато-
генными CD4+Т-лимфоцитами, снижая уровень 
хемокинов (MCP-1/CCL2 и IP-10/CXCL10) и ци-
токинов (IFNγ (Th1), IL-17 (Th17), TNFα, IL-10 и 
TGF-β) в центральной нервной системе [1].

Введение орексинов снижает повреждение го-
ловного мозга при очаговой ишемии у мышей, что 
связано со снижением экспрессии IL-6 и TNFα. 
Кроме того, подкожное введение орексина А уве-
личивает выживаемость мышей с индуцирован-
ным введением липополисахарида эндотоксино-
вым шоком, снижая уровень провоспалительных 
цитокинов и хемокинов. 

Целью данного исследования является опреде-
ление возможного участия орексинов в регуля-
ции функций микроглиоцитов.

Орексины, активируя основные аминерги-
ческие нейромедиаторные системы, являются 
нейромедиаторами и обладают выраженным 
противо воспалительным эффектом. Однако ме-
ханизмы реализации этих эффектов не ясны, как 
и эффекты их действия на клетки иммунной си-
стемы мозга.

Изучено действие липополисахарида на фено-
типические особенности клеток микроглии в ди-
намике. Как известно, длина филоподий микро-
глиальных клеток изменяется при ее активации 
и переходе в фенотип M1 [12]. В покое клетки 
микроглии имеют разветвленную форму с более 
длинными отростками, а при активации приоб-
ретают амебовидную форму и отростки укорачи-
ваются.

Проведен анализ эффектов действия орек-
сина А на морфофункциональные особенности 
клеток микроглии в активированном состоянии 
и степени экспрессии рецепторов к орексину 
OXR1 на мембранах их клеток.

Комплекс проведенных исследований позво-
лил установить эффекты действия орексина на 
морфофункиональные особенности микрогли-
оцитов, что представляется перспективным для 
разработки новых подходов к терапии инфекци-
онных, воспалительных, нейродегенеративных и 
аутоиммунных процессов, происходящих в цен-
тральной нервной системе.
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Материалы и методы
Экспериментальные животные
Эксперименты проводили в соответствии 

с рекомендациями Национального института 
здравоохранения по уходу и использованию ла-
бораторных животных Японии и их протоколы 
одобрены этическим комитетом по уходу и ис-
пользованию животных. В исследовании ис-
пользовали мышей-самцов, чтобы избежать воз-
можных изменений во время смены фаз цикла. 
Животным был предоставлен свободный доступ 
к пище и воде, они содержались в условиях 12-ча-
сового цикла день/ночь.

Экспериментальные животные (refer: Akiyoshi 
2018 eNeuro), мыши дикого типа (c57BL6, самцы 
в возрасте 2 месяцев (n = 9)) перед стереотаксиче-
ской инъекцией получали анестезию кетамином 
(74 мг/кг, внутрибрюшинно) и изофлуоран (ин-
галяционно).

Стереотаксические инъекции
Мышь помещали в стереотаксический при-

бор и надежно фиксировали голову. Затем череп 
обнажали и очищали. Точки лямбда и брегма на 
черепе находились на одинаковой высоте. Уста-
навливали кончик иглы на точку брегмы, фикси-
ровали ее координаты, вычисляли координаты, 
необходимые для инъекции.

Животным вводили интрацеребровентрику-
лярно во второй желудочек раствор орексина А – 
1  мкл в концентрации 0,3  mM (Sigma-Aldrich, 
США). Скорость автоматической системы пода-
чи составила не более 0.5 мкл/мин. Контрольным 
животным вводили 1 мкл физиологического рас-
твора NaCl. Затем иглу извлекали, разрез зашива-
ли и дезинфицировали.

Животных перемещали в клетку, обеспечив им 
легкий доступ к пище и воде на время восстанов-
ления после процедуры.

Антигенное воздействие
Спустя час после введения орексина А, жи-

вотным обеих групп вводили внутрибрюшинно 
липополисахарид (ЛПС) в дозе 2 мг/кг веса (LPS, 
Funakoshi chemical, Токио, Япония). Спустя семь 
часов после начала эксперимента проводили 
интракардиальную перфузию с помощью пери-
стальтического насоса с последующим извлече-
нием и фиксацией мозга для иммуногистохими-
ческого анализа.

Для оценки влияния ЛПС на морфофункци-
ональную активность микроглиальных клеток 
мышам внутрибрюшинно вводили ЛПС в дозе 
2 мг/ кг (n = 6) или физиологический раствор в 
том же объеме 0,1 мл (n = 3). Через 7 или 24 часа 
после начала эксперимента проводили перфу-
зию, извлекали мозг для дальнейшей фиксации и 
иммуногистохимического анализа.

Подготовка срезов мозга
Фиксацию ткани мозга осуществляли при 

помощи интракардиальной перфузии, которую 
проводили с использованием перистальтическо-
го насоса малой мощности. В качестве промы-

вочного буфера использовали фосфатно-солевой 
буфер (PBS), в качестве фиксирующего раство-
ра – 4%-ный раствор параформальдегида (PFA). 
Извлекали мозг и помещали его в 4%-ный рас-
твор параформальдегида для дальнейшей фикса-
ции. Замороженные срезы мозга готовили с по-
мощью вибротома (Leica Microsystem, Германия). 
Толщина фронтальных срезов составила 50 мкм. 
После нарезки срезы помещали на хранение в 
1,5% раствор параформальдегида.

Иммуногистохимическое окрашивание
Для отмывки от параформальдегида инкуби-

ровали срезы при комнатной температуре в тече-
ние 20 минут в растворе Cl 100 mM в фосфатно-
солевом буфере (pH = 7,4). Далее осуществляли 
пермеабилизацию фиксированной ткани, при-
меняя 0,1% (вес/объем) Triton X-100 в фосфат-
но-солевом буфере при комнатной температуре в 
течение 15 минут, а затем в блокирующем буфере 
при комнатной температуре в течение 6 часов. 
Отмывали срезы в PBS 3 раза по 5 минут и по-
мещали в блокирующий буфер (5% BSA в PBS) 
на 6 часов при комнатной температуре. Затем по-
вторяли отмывку в фосфатно-солевом буфере 3 
раза по 5 минут и помещали срезы в в буфер (2,5% 
BSA в фосфатно-солевом буфере, 0,2% Tween 20), 
содержащий первичные моноклональные кро-
личьи антитела к Iba1 (в разведении 1:500, Вако, 
Осака, Япония), и оставляли на ночь на шейкере 
при +4 °С. Затем удаляли раствор с антителами 
и промывали в PBS, 4 раза по 30 минут для уда-
ления несвязанных первичных антител. Инкуби-
ровали срезы с вторичными флуоресцентно-ме-
ченными антителами Alexa Flour 488, или Alexa 
Fluor 594 (Abcam, United Kingdom) (1/2000) и, в 
зависимости от целей эксперимента, в блокиру-
ющем буфере в шейкере на низкой скорости в те-
чение ночи при комнатной температуре или при 
4 °C. Удаляли раствор с антителами и промывали 
в PBS 4 раза по 30 минут для удаления несвязан-
ных вторичных антител. Далее срезы монтирова-
ли на стекла при помощи специального клея для 
срезов MountClue Glass.

Ядра клеток окрашивали флуоресцентным 
кра сителем VEC H-1200 с DAPI. Анализ клеток 
микроглии в ткани головного мозга проводили 
на конфокальном лазерном сканирующем ми-
кроскопе Nicon Eclipse TI (Токио, Япония).

Анализировали коронарные срезы мозга в об-
ласти соматомоторной и соматосенсорной коры 
на уровнях 33-35 по атласу (Allen Brain Atlas). Об-
работку полученных фотографий проводили с 
помощью программы ImageJ с использованием 
плагина Simple Neurite Tracer и Multi-point.

Результаты и обсуждение
Реакции клеток микроглии на внутрижелудочко-

вое введение орексина А у мышей
Проанализированы размеры микроглиоци-

тов, локализованных в соматосенсорной и мо-
торной зонах коры и полосатого тела, а также их 
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Рисунок 1. Длина отростков микроглиальных клеток, локализованных в соматосенсорной (А), моторной зонах 
коры (Б) и полосатого тела (В)
Figure 1. The length of processes of microglial cells localized in the somatosensory (A), motor cortex (B), and striatum (C)
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Рисунок 2. Количество клеток микроглии в зоне S1 коры головного мозга после введения ЛПС (через 7 и 24 часа)
Figure 2. Number of microglial cells in the somatosensory zone of the cerebral cortex after LPS administration (after 7 and 24 hours)
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отростков после введения орексина А. Проведен-
ный анализ не позволил выявить изменений от-
ростков микроглиальных клеток (рис. 1).

Реакции клеток микроглии мышей на внутри-
брюшинное введение липополисахарида

Подсчет количества микроглиоцитов на сре-
зах соматосенсорной коры позволил установить 
возрастание степени активации этих клеток при 
введении ЛПС: происходит увеличение количе-
ства микроглиальных клеток в соматосенсорной 
коре на 12% через 7 часов и на 25% через 24 часа 
(рис. 2).

Заключение
Клетки микроглии выполняют защитную 

функцию и являются иммуноцитами, присут-
ствующими в центральной нервной системе. Их 
активация приводит к выработке цитокинов, 
которые могут оказывать повреждающее или за-
щитное действие на клетки мозга. Как известно, 
Орексин А обладает противовоспалительным 
и нейропротективным действием. Подкожное 
введение орексина А повышает выживаемость 
мышей с индуцированным липополисахаридом 
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эндотоксиновым шоком на 80%, снижая уровень 
провоспалительных цитокинов и хемокинов.

Таким образом, исследование эффектов дей-
ствия орексина А, вводимого во второй желу-
дочек мозга, на морфофункциональные харак-
теристики клеток микроглии, активированных 
внутрибрюшинной инъекцией липополисахари-
да (ЛПС), позволило констатировать изменение 
количества и морфофункциональных особенно-
стей клеток микроглии в соматосенсорной коре, 
а именно активности микроглиоцитов, на мем-
бранах которых представлены рецепторы к орек-
синам OXR1. И хотя введение орексина-А жи-
вотным после предварительной инъекции ЛПС 

не вызвало значительных изменений процессов, 
инициированных действием ЛПС, происходит 
увеличение длины их отростков в моторной зоне 
коры головного мозга.

Более того, продемонстрировано изменение 
количества рецепторов к орексинам OXR1 на 
клетках микроглии при введении липополисаха-
рида.

Установленные в настоящей работе эффекты 
нейромедиатора орексина А на морфофункцио-
нальные характеристики клеток микроглии мо-
гут служить основой для создания препаратов, 
позволяющих адресно коррегировать функции 
иммунной системы мозга. 
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