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Резюме. Более 40 лет назад было описано, что воздействие этилнитрозомочевины оказывает 
мощный мутагенный эффект на половые клетки млекопитающих. Этот химический мутаген 
приводит к появлению случайных точечных мутаций в ДНК гамет, что позволило использо-
вать его для исследований генетики механизмов различных патологических и физиологических 
состояний на модельных организмах. В нашей работе после полногеномного мутагенеза этил-
нитрозомочевиной мышей линии С3Н в поколении F3 отбирали особей, показавших устой-
чивость к острой летальной гепатотоксичности, вызванной комбинацией липополисахарида 
(ЛПС) E. coli и Д-галактозамина (Д-гал). Известно, что облигатным медиатором этой патологии 
является фактор некроза опухоли (TNF). Воздействие Д-галактозамина повышает чувствитель-
ность гепатоцитов к действию TNF, что приводит к их некрозу и/или апоптозу. После двойного 
ЛПС/Д-гал-скрининга поколения F3 было выявлено несколько особей, устойчивых к воздей-
ствию ЛПС и Д-гал-гепатотоксичности, которые стали основателями «мутантных» семейств. 
С помощью аутбридинга на линию мышей C57BL/6 с последующим возвратным скрещиванием 
последовательно были получены поколения F5 и F7. В поколении F5 было выявлено одно се-
мейство мутантных животных, у которого устойчивость к комбинации ЛПС и Д-гал сочеталась 
с чувствительностью к комбинации TNF и Д-галактозамина, причем этот фенотип проявлял 
приблизительно менделевское расщепление, соответствующее гипотезе о рецессивной мута-
ции. Этот факт подтверждался чувствительностью гетерозиготных поколений (F4 и F6) к ле-
тальной гепатотоксичности. Первичные макрофаги костного мозга, полученные из половины 
мутантных мышей с таким фенотипом, характеризовались значительно сниженными уровнями 
индуцированного TNF в ответ на стимуляцию ЛПС in vitro. С другой стороны, уровень TNF 
в сыворотке крови через 1 час после введения мышам нелетальной дозы ЛПС не отличался у 
мышей мутантного семейства и мышей дикого типа. Эти результаты могут быть объяснены ре-
цессивной мутацией в одном из генов, кодирующих компоненты сигнальной цепочки врожден-
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ного иммунитета, затрагивающей TLR4 каскад, включая в себя белки, связанные с переносом 
ЛПС, адаптерные молекулы, компоненты киназных сигнальных каскадов и транскрипционные 
факторы, в ферментах, участвующих в регуляции TLR4 каскада, таких как компоненты убик-
витинового цикла, либо в регуляторной последовательности генома, контролирующей экспрес-
сию одного из этих генов, включая ген tnf.

Ключевые слова: полногеномный мутагенез в мышах, цитокины, фактор некроза опухоли, воспаление, 
септический шок
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Abstract. More than 40 years ago ethyl nitrosoеurea was identified as a powerful mutagen for 
mammalian germ cells resulting in random point mutations in gamete DNA. This feature allowed the 
use of this mutagen for genetic studies on the mechanisms of various pathological and physiological 
processes in model organisms. In our study genome-wide mutagenesis in C3H mice by ethyl nitrosourea 
followed in generation F3 by selection of animals resistant to acute lethal hepatotoxicity caused by a 
combination of E. coli lipopolysaccharide (LPS) and D-galactosamine (D-gal). Tumor necrosis factor 
(TNF) is known to be a critical mediator of this pathology. Exposure to D-galactosamine increases 
sensitivity of hepatocytes to TNF leading to their necrosis and/or apoptosis. After double LPS/ D-gal 
screening in F3 several mice resistant to LPS/D-gal-induced hepatotoxicity were identified, and 
became the founders of the corresponding “mutant” families. Using outcrossing to C57BL/6 
background followed by intercrossing, generations F5 and F7 were obtained. Among families of 
mutant animals only one family showed the resistance to the combination of LPS and D-gal, but 
sensitivity to TNF-D-galactosamine. This phenotype showed approximately Mendelian inheritance 
consistent with the recessive mutation hypothesis. This latter fact was confirmed by the sensitivity 
of mice from “heterozygous generations” (F4 and F6) to lethal LPS/Dgal hepatotoxicity. Primary 
bone marrow macrophages obtained from half of the mutant mice showed significantly reduced 
levels of TNF after LPS stimulation in vitro. At the same time, the serum TNF levels 1 hour after 
the administration of a non-lethal LPS dose did not differ in the mutant family mice and wild-type 
mice. These results implicate a recessive mutation either in innate TLR4-mediated signaling pathway, 
including proteins associated with LPS transfer, adapter molecules, components of kinase signaling 
cascades, transcription factors, or in enzymes involved in regulation of TLR4 cascades, such as 
components of the ubiquitin cycle, or in genomic regulatory sequences that control the expression of 
one of these genes, including the tnf gene.

Keywords: full genomic mutagenesis in mice, cytokines, tumor necrosis factor, inflammation, septic shock
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Введение
Полногеномный мутагенез в модельных 

животных остается ценным методическим 

подходом к выявлению функций генов [6, 
7, 8]. Вкратце: самцов поколения F0, под-
верженных трехкратному введению мутагена 
этилнитрозомочевины (ENU) [8], скрещива-
ли с самками линейных мышей, после чего 
полученных в потомстве самцов (F1) также 
скрещивали с самками линейных мышей, 
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что позволяет закрепить предполагаемые му-
тации. Затем самцов и самок поколения F2, 
предположительно несущих мутации в гете-
розиготном состоянии, скрещивали между 
собой, что позволяет в поколении F3 вести 
скрининг на заранее выбранный фенотип, 
такой как устойчивость к индуцированному 
модельному заболеванию [2, 10, 19].

В модели острой летальной гепатотоксич-
ности, вызванной инъекцией бактериального 
липополисахарида (ЛПС) и Д-галактозамина 
(Д-гал), токсичность индуцируется активной 
экспрессией провоспалительных цитокинов, 
при этом необходима активация сигнально-
го пути TLR4 [4, 16]. Более того, показано, 
что при этом уровень продукции провоспали-
тельных цитокинов коррелирует с тяжестью 
протекания гепатотоксичности [3].

В предыдущей работе нами были отобраны 
несколько мутантных линий (семей), которые 
обладали устойчивостью к острой летальной 
гепатотоксичности, вызванной инъекцией 
бактериального ЛПС/Д-гал [1]. Известно, что 
молекулярным медиатором в этой экспери-
ментальной мышиной модели острой гепа-
тотоксичности является провоспалительный 
цитокин – фактор некроза опухоли (TNF) [3, 
5, 9]. Хотя экспрессия TNF на уровне мРНК 
и белка у большинства этих мутантов не была 
нарушена, нами выявлена одна мутантная 
семья, особи которой чувствительны к дру-
гому протоколу острой гепатотоксичности – 
TNF- Д-гал, предположительно указывая на 
недостаточный уровень TNF in vivo. Кроме 
того, продукция TNF была изучена в первич-
ных культурах макрофагов костного мозга, 
полученных от мутантных мышей, в ответ на 
стимуляцию ЛПС in vitro, причем примерно в 
половине случае уровень TNF был значитель-
но снижен.

Материалы и методы
Мыши и мутагенез
Разведение и содержание мышей осущест-

вляли в апатогенных (specific pathogen free) 
условиях на базе вивария ННГУ им. Н.И. Ло-
бачевского (г. Нижний Новгород). Мутагенез 
животных N-этил-N-нитризомочевиной про-
водили на самцах линии С3Н (F0), которых 
затем скрещивали с самками линии C3Н, за-
тем получившихся самцов (F1) скрещивали 
с самками C57BL/6. Фенотипический скри-
нинг проводили на животных поколения F3 
возраста 6-7 недель [1].

В дальнейшем в конвенциональном вива-
рии проводили скрещивание мышей на гено-
тип C57BL/6 и в нечетных поколениях F5, F7 

и F9 проверяли потомство на устойчивость к 
септическому шоку.

Модели острой гепатотоксичности
Протокол ЛПС-Д-гал-токсичности при-

меняли при первичном скрининге [1]. 
Для оценки устойчивости к TNF-Д-гал-
индуцированной острой гепатотоксичности 
мышам внутрибрюшинно вводили рекомби-
нантный TNF человека (любезно предостав-
ленный профессором Д. Маннел, Универси-
тет Регенсбурга, Германия) и Д-галактозамин 
(Sigma, кат. № G0500, США), из расчета 
100 нг и 800 мкг на грамм веса животного со-
ответственно.

Получение первичных культур макрофагов 
костного мозга и их активация in vitro

Первичные культуры макрофагов костно-
го мозга (bone marrow derived macrophages, 
BMDM) получали по стандартному про-
токолу путем дифференцировки клеток 
in vitro из костного мозга мутантных мышей 
и контрольных мышей дикого типа, полу-
ченных на смешанной генетической основе 
C3H × C57BL/6 [14, 18]. Для измерения про-
дукции TNF макрофаги рассаживали в 96-лу-
ночные планшеты из расчета 5 × 104 клеток 
на лунку, добавляли среду DMEM без сы-
воротки, не содержащую или содержащую 
ЛПС в концентрации 100 нг/мл, либо Poly 
I:C в концентрации 1 мкг/мл, либо имихимод 
в концентрации 1 мкг/мл, инкубировали в те-
чение 4 часов, затем переносили супернатант 
в 96-луночный планшет и хранили его при 
-80 °C.

Стимулирование системной продукции TNF 
in vivo

Для определения базового уровня TNF у 
мышей за сутки до эксперимента была ото-
брана кровь из щечной венозной пазухи. Че-
рез сутки мышам внутрибрюшинно вводили 
ЛПС (Sigma, кат. № L2630, США) в неле-
тальной дозе: 3 мкг/г веса животного. Для 
анализа уровня TNF в сыворотке перифе-
рической крови проводили забор крови из 
щечной венозной пазухи через 1 час после 
инъекции ЛПС. В дальнейшем мышей под-
вергали острой ЛПС/Д-гал-индуцированной 
гепатотоксичности для определения чувстви-
тельности или устойчивости к этой экспери-
ментальной модели.

Иммуноферментный анализ TNF
Концентрацию продуцируемого TNF в 

первичной культуре макрофагов костно-
го мозга или в сыворотке крови определяли 
методом твердофазного иммуноферментно-
го анализа (ELISA) с использованием набо-
ра "Mouse TNFα ELISA MAXTM Standart Set" 
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(Biolegend, США) по протоколу изготовителя. 
Статистический анализ полученных результа-
тов проводили в программе Graphpad Prism с 
помощью U-критерия Манна–Уитни. Стати-
стически значимыми считали различия между 
группами при уровне значимости р < 0,05.

Результаты 
Все особи одного из мутантных семейств, 

отобранных по устойчивости к ЛПС-Д-гал, 
чувствительны к TNF-Д-гал

Ранее нами было описано семейство му-
тантных мышей, часть особей которого в 
поколениях F3, F5 и F7 были устойчивы к 
острой летальной гепатотоксичности, вызы-
ваемой комбинацией ЛПС и Д-гал [1]. В этих 
мышах TNF производился на нормальном 
уровне in vivo и in vitro, и, кроме того, устой-
чивые мыши были также устойчивы к дру-
гому протоколу острой гепатотоксичности, 
индуцированной комбинацией TNF и Д-гал. 

Однако в одной мутантной семье («му-
тант 2»), которой и посвящена настоящая 
работа, устойчивость была избирательной: 
мыши были устойчивы к ЛПС-Д-гал, но чув-
ствительны к TNF-Д-гал (рис. 1А, Б).

Мыши прошли несколько раундов допол-
нительного скрещивания на генотип C57Bl6, 
причем указанный фенотип показал почти 
менделевское наследование даже в F9.

На основе мышей этого семейства с устой-
чивым фенотипом в поколениях F7 и F9 была 
сделана попытка получить потомство с 100% 
устойчивостью к ЛПС/Д-гал-токсичности. 
Однако в этих поколениях также наблюда-
лось расщепление по фенотипу, то есть лишь 
часть потомства характеризовалась устойчи-
востью к ЛПС/Д-гал (41,7 и 27,7% для по-
коления F7а и F9а соответственно). Более 
того, доля выживших в этих поколениях ста-
тистически не отличалась от доли выживших 
в гетерозиготных «родительских» поколениях 
(p > 0,05) (рис. 1Б, В). Это наблюдение мо-
жет свидетельствовать о неполной пенетрант-
ности изучаемого фенотипа.

Костномозговые макрофаги мышей семей-
ства мутанта 2 в половине случаев характери-
зуются сниженной продукцией TNF в ответ на 
стимуляцию ЛПС in vitro

TNF является основным медиатором ЛПС/
Д-гал-гепатотоксичности, а макрофаги – его 
главным источником в ответ на ЛПС [17, 19]. 
Нами были получены первичные культуры 

Рисунок 1. Схема скрещивания
Примечание. А – получение третьего поколения мышей после ENU-мутагенеза для выявления рецессивных мутаций. Б – отбор 
мышей устойчивых к острой гепатотоксичности (LPS/D-gal). B – выведение «чистой» линии мышей, устойчивых к септическому 
шоку. Обратное скрещивание – скрещивание гибрида с одним из родителей.
Figure 1. Breeding scheme
Note. A, breeding of the third generation of mice after ENU mutagenesis allowing to identify recessive mutations. B, selection of mice resistant 
to acute hepatotoxicity (LPS/D-gal). C, generation of a “homozygous” strain of mice resistant to septic shock. Backcrossing – breeding 
a heterozygous offspring with one of the parents.
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макрофагов костного мозга из 8 мышей му-
тантной линии 2, которые были отобраны по 
устойчивости к ЛПС-Д-гал, а затем жили в 
нормальных условиях в течение двух недель. 
В качестве контрольной группы использова-
ли 7 мышей дикого типа, полученных на сме-
шанной генетической основе C3H и С57Bl6, 
которые не подвергались ENU-мутагенезу. В 
этих культурах была проведена сравнительная 
оценка продукции TNF в ответ на 3 разных 
индуктора врожденного иммунитета: ЛПС, 
Poly I:C и имиxимод. В отсутствие лигандов 
рецепторов врожденного иммунитета в куль-
турах неактивированных макрофагов как из 
контрольных, так и из мутантных мышей 
продукция TNF в культуральной среде не 
детектировалась, а через 4 часа после добав-
ления ЛПС из расчета 100 нг/мл наблюдали 
значительное увеличение в продукции TNF 
как в контрольных, так и в мутантных культу-
рах (рис. 2А). При этом в половине (n = 4/8) 

макрофагальных культур наблюдался досто-
верно сниженный уровень продукции TNF 
(рис. 2А). Интересно, что продукция TNF в 
ответ на Poly I:C и имихимода не отличалась 
в этих же контрольных и мутантных культу-
рах (рис. 2Б, В).

В сыворотке крови мышей из семейства му-
танта 2 детектируется высокий уровень TNF 
через 1 час после введения ЛПС in vivo

Базовый уровень TNF как у мышей «дико-
го типа», так и у мышей семейства мутанта 2 
был ниже пределов чувствительности экспе-
римента. При введении ЛПС мышам семей-
ства мутанта 2 отмечалось резкое повышение 
концентрации TNF в сыворотке крови через 
1 час (рис. 3), при этом уровень TNF досто-
верно не отличался от контроля ни у особей из 
«мутантной семьи» (показавших в последую-
щих опытах чувствительность к ЛПС/Д- гал), 
ни у особей с устойчивым фенотипом.

Рисунок 2. Продукция TNF макрофагами костного мозга мышей из семейства мутанта 2 по сравнению 
с макрофагальными культурами мышей дикого типа in vitro
Примечание. А – концентрация TNF в пг/мл в первичных культурах макрофагов костного мозга дикого типа (контроль, n = 7) 
и мышей мутантной линии (мутант группа 1, n = 4, мутант группа 2, n = 4) до стимуляции ЛПС и через 4 часа после добавления 
100 нг/мл ЛПС (+ LPS). Б – концентрация TNF в первичных культурах макрофагов костного мозга дикого типа (контроль, n = 4) 
и мышей мутантной линии (мутант группа, n = 4) до стимуляции Poly I:C и через 4 часа после добавления 1 мкг/мл Poly I:C 
(+ Poly I:C). В – концентрация TNF в первичных культурах макрофагов костного мозга дикого типа (контроль, n = 4) и мышей 
мутантной линии (мутант группа, n = 4) до стимуляции имихимодом и через 4 часа после добавления 1 мкг/мл имихимода 
(+ имихимод). 
* – р < 0,05; ns – нет статистически достоверных различий.
Figure 2. TNF production by murine bone marrow macrophages from mutant family 2 compared to TNF production by wild-type 
macrophage cultures in vitro
Note. A, TNF concentration in pg/ml in primary cultures of wild-type bone marrow macrophages (control, n = 7) and mutant bone marrow 
macrophages (mutant group 1, n = 4, mutant group 2, n = 4) before LPS stimulation and 4 hours after adding 100 ng/ml LPS (+ LPS). B, TNF 
concentration in primary cultures of wild-type bone marrow macrophages (control, n = 4) and the mutant bone marrow macrophages (mutant 
group, n = 4) before stimulation with Poly I:C and 4 hours after addition of 1 μg/ml Poly I:C (+ Poly I:C). C, TNF concentration in primary cultures 
of wild-type bone marrow macrophages (control, n = 4) and the mutant bone marrow macrophages (mutant group, n = 4) before stimulation by 
imiquimod and 4 hours after the addition of 1 μg/ml imiquimod (+ IMQ).
*, p < 0.05; ns, no statistically significant differences.
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Обсуждение 
Настоящая работа продолжает цикл ис-

следований по поиску «иммунологического 
фенотипа» при полногеномном мутагенезе 
на мышах, впервые предпринятом в Россий-
ской Федерации. В предыдущем исследова-
нии [1] нами было описано 5 семейств му-
тантов, которые отличались устойчивостью к 
летальной дозе ЛПС в комбинации с Д-гал, 
причем одно из этих семейств («мутант 3») 
было изучено более подробно in vitro и in 
vivo. Поскольку эти мыши продуцирова-
ли нормальный уровень системного TNF в 
ответ на ЛПС и были устойчивы к другому 
типу септического шока, вызываемого ком-
бинацией TNF-Д-гал, стало ясно, что дефект 
находится «ниже» TNF и предположительно 
связан с физиологическими особенностями 
гепатоцитов. Действительно, TNF является 
облигатным медиатором ЛПС-Д-гал токсич-
ности [3, 5], а мишенью системного TNF 
являются как раз клетки печени [11, 12]. 
Однако мыши описываемого в настоящей 

работе семейства мутанта 2 имели дефект 
«выше» TNF, так как, во-первых, они были 
чувствительны к TNF-Д-гал токсичности, и 
во-вторых, некоторые из этих мышей про-
дуцировали пониженный уровень TNF на 
культурах макрофагов in vitro. Лимфоидные 
органы этих мышей, в частности Пейеровы 
бляшки, имели нормальные размеры и ар-
хитектуру (данные не показаны), что кор-
релировало с тем, что мутация приводила к 
количественным вариациям в уровне про-
дукции TNF, но не к его полной элимини-
ции. Причины неполной пенетрантности 
фенотипа в настоящий момент однозначно 
не установлены. Не исключено, что у части 
мышей, переживших ЛПС-Д-гал тест, раз-
вивается толерантность к эффектам ЛПС 
на уровне культуры макрофагов in vitro [18]. 
Тем не менее чувствительность к TNF-Д-гал 
явно и воспроизводимо отличала семейство 
мутанта 2 от других мутантных семейств, ко-
торые были устойчивы к обоим видам экспе-
риментального септического шока. Следует 
подчеркнуть, что мыши c указанным фено-
типом присутствовали даже в поколении F9. 
Поскольку обработка мутагеном предполо-
жительно вносила множественные повреж-
дения в геном мышей линии С3Н, такой 
результат с большой вероятностью указыва-
ет на то, что речь идет об очень небольшом 
числе мутаций, скорее всего, об одной, вы-
зывающей исследуемый фенотип.

На основании полученных данных мы мо-
жем предположить, что эта мутация произо-
шла в одном из компонентов TLR4 каскада, 
который включает в себя белки, связанные 
с переносом ЛПС на сигнальный рецептор 
TLR4 (LBP, CD14, MD-2), адаптерные моле-
кулы (MyD88, TRIF, TIRAP), компоненты ки-
назных сигнальных каскадов (TAK/TAВ, IKK) 
и транскрипционные факторы (например, 
NF-kB). Кроме того, возможны мутации в ге-
нах ферментов, обслуживающих эти каскады 
(например, компоненты убиквитинового цик-
ла), или регуляторные мутации в регуляторных 
участках генома, влияющие на уровень экс-
прессии одного из указанных генов [19]. В на-
стоящее время мы проводим полноэкзомное 
секвенирование ДНК индивидуальных мышей 
семейства мутанта 2 (с фенотипом и без него) 
для того, чтобы установить природу мутации и 
подойти к молекулярным механизмам устой-
чивости к ЛПС-Д-гал.
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лиз лимфоидных органов мутантных мышей.

Рисунок 3. Уровень продукции TNF через 1 час после 
введения ЛПС в сыворотке мышей из семейства 
мутанта 2 не отличается от мышей дикого типа
Примечание. Концентрация TNF в пг/мл в сыворотке мышей 
дикого типа (контроль, n = 5), мышей мутантной линии, 
чувствительных к ЛПС/Д-гал («мутант» без фенотипа, n = 10), 
и мышей мутантной линии, устойчивых к ЛПС/Д-гал («мутант» 
с фенотипом, n = 10), через 1 час после введения ЛПС в дозе 
3 мкг/г веса животного. 
Figure 3. Serum TNF levels in mice from the mutant family 2 
one hour after the LPS administration does not differ from that of 
wild-type mice
Note. The concentration of TNF in pg/ml in the serum of wild-type mice 
(control, n = 5), and mice of the mutant strain sensitive to LPS/D-gal 
(“mutant” without phenotype, n = 10) and mice of the mutant strain 
resistant to LPS/D-gal (“mutant” with the phenotype, n = 10) 1 hour 
after the administration of LPS at a dose of 3 μg/g of animal weight.
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