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Снижение энергетического метаболизма головного мозга коррелирует с когнитивными нарушениями при
болезни Альцгеймера. Накапливающиеся экспериментальные данные указывают на то, что переносчики
лактата и монокарбоксилатные транспортеры (МСТ) принимают непосредственное участие в церебраль-
ном энергетическом метаболизме. Однако в настоящее время изменения уровня лактата и МСТ при бо-
лезни Альцгеймера остаются неясными. Цель исследования заключалась в изучении содержания лактата
и уровня его транспортеров MCT1 и MCT2 в клетках нейрональной, астроглиальной и эндотелиальной
природы при остром токсическом действии бета-амилоида (Aβ1–42) in vitro и in vivo. Показано, что в усло-
виях острого токсического действия Aβ1–42 in vivo значимо (P ≤ 0.05) уменьшается уровень лактата в ткани
гиппокампа и повышается в диализате на фоне низкого уровня MCT1 и MCT2. In vitro выявлена высокая
(P ≤ 0.05) продукция лактата астроцитами, сопряженная с низким (P ≤ 0.05) уровнем MCT2 на нейронах.
Таким образом, Aβ1–42 вызывает снижение уровня лактата в ткани гиппокампа и повышение его уровня
в диализате in vivo, что коррелирует с нарушением уровня MCT1 и MCT2. Это указывает на нарушение
энергетического метаболизма за счет острого токсического действия Aβ1–42. При этом выявленное повы-
шение продукции лактата астроцитами in vitro может свидетельствовать о включении компенсаторного
механизма, направленного на поддержание астроцитарно-нейронального взаимодействия.
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Болезнь Альцгеймера (БА) – хроническое нейро-
дегенеративное заболевание, характеризующееся
наличием клубков гиперфосфорилированного тау-
белка, отложением пептида бета-амилоида (Aβ1–42)
и потерей нейронов (Forlenza et al., 2010). Характер-
ной особенностью пациентов с БА является неспо-
собность консолидировать долговременную память,
что приводит к прогрессирующему ухудшению памяти
по мере развития заболевания (Bondi et al., 2017).

Важно отметить, что энергетические потребности
головного мозга очень высокие, и в этом контексте
действуют жесткие регулирующие механизмы, обес-
печивающие своевременную доставку необходимых
энергетических субстратов в соответствии с актив-
ностью нейронов, для формирования и консолида-
ции памяти (Falkowska et al., 2015; Shin et al., 2018).
Ряд исследований убедительно продемонстрирова-
ли, что снижение энергетического метаболизма го-
ловного мозга может не только предшествовать, но и
способствовать развитию БА с выраженным прояв-
лением митохондриальной и когнитивной дисфунк-
ции (Mosconi et al., 2009; Croteau et al., 2018). Глюко-
за является одним из ключевых компонентов сиг-
нальных путей для поддержания функции нейронов.

Принятые сокращения: БА – болезнь Альцгеймера; ГЭБ – ге-
мато-энцефалический барьер; МСТ – монокарбоксилатные
транспортеры; Aβ1–42 – бета-амилоид; BSA – бычий сыворо-
точный альбумин; GFAP – глиальный фибриллярный кислый
белок; NSE – нейрон-специфическая энолаза; PBS – фосфат-
но-солевой буферный раствор.
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При этом в условиях покоя астроциты потребляют
больше всего глюкозы (около 85%) и выделяют лак-
тат, в то время как нейроны вносят минимальный
вклад в потребление этого субстрата в головном моз-
ге (Bolaños et al., 2010).

Как показывают последние экспериментальные
данные, нарушение церебрального метаболизма
глюкозы, обусловленное снижением нейронально-
го поглощения глюкозы, дисфункцией митохон-
дрий и увеличением продукции активных форм
кислорода, обнаруживается у лиц с семейной формой
БА еще до накопления бляшек Aβ1–42 (Ding et al.,
2013; Wang et al., 2020).

Многие исследования также продемонстрирова-
ли, что переносчики глюкозы в значительной мере
уменьшаются в головном мозге при БА, что, в свою
очередь, может способствовать нарушению памяти
(Correia et al., 2012; Jin et al., 2013; Bartolotti, Lazarov,
2019). Это прямо указывает на существование тесной
корреляции между гипометаболизмом глюкозы и
дефицитом памяти при БА (Cunnane et al., 2011).

Несмотря на ряд свидетельств того, что лактат яв-
ляется важным энергетическим субстратом для ор-
ганизма, особенно на ранних этапах онтогенеза, его
присутствие в головном мозге интерпретируется как
признак церебрального повреждения. Кроме того,
долгое время лактат считался потенциально токсич-
ным продуктом метаболизма, однако теперь он при-
знан не только ключевым участником нейрон-аст-
роглиального метаболического сопряжения, но даже
предпочтительным источником энергии при опре-
деленных обстоятельствах (Tang, 2018; Muraleedha-
ran et al., 2020).

Известно, что в физиологических условиях акти-
вация анаэробного гликолиза является обычным
способом адаптации при дефиците энергии в голов-
ном мозге (Koenig, 2008).

Необходимо отметить и установленные доказа-
тельства того, что аэробный гликолиз и связанное с
ним производство и транспорт лактата от астроци-
тов к нейронам важен для поддержания синаптиче-
ской пластичности и долговременной памяти (New-
man et al., 2011; Suzuki et al., 2011). Было выявлено,
что интрагиппокампальные инфузии лактата в зна-
чительной степени улучшают память у крыс, при
этом эффект выраженно подавляется фармакологи-
ческим ингибированием транспорта лактата в ней-
роны (Newman et al., 2011).

Стоит отметить, что транспорту лактата в нейроны
ЦНС способствуют монокарбоксилатные транспорте-
ры (МСТ). Известно, что MCT1 во взрослом головном
мозге экспрессируется, в основном, астроцитами и
клетками церебрального эндотелия, а MCT2 – пре-
имущественно нейронами (Salmina et al., 2015), но
экспрессия этих транспортеров может быть зареги-
стрирована и на других клетках, например, транс-
портеры MCT1 при гипоксии активно экспрессиру-
ются на нейронах, тогда как экспрессия MCT2 на

нейронах в данных условиях резко снижается. Инте-
ресно, что PGC-1 (стимулятор митохондриального
биогенеза) увеличивает уровень MCT1 в разных
клетках (Bergersen, 2015).

Примечательно, что MCT1 может работать и на
импорт, и на экспорт лактата, в зависимости от
энергетических потребностей клеток, тогда как
MCT2, в основном, используется для транспорта
лактата внутрь клеток, однако некоторые авторы
считают, что MCT1 и MCT2 в большей степени
предназначены для импорта лактата, а MCT4 – для
высвобождения лактата из клеток (Bergersen, 2015).

Ряд исследований показал, что содержание лак-
тата и уровня МСТ изменяются при патологических
заболеваниях, таких как опухоль и ишемия головно-
го мозга (Moreira et al., 2009; Pinheiro et al., 2012). Со-
путствующие исследования продемонстрировали,
что уровни лактата в значительной мере повышены в
спинномозговой жидкости у пациентов с БА на фоне
сопровождающегося гипометаболизма глюкозы (Li-
guori et al., 2016). Однако исследования влияния
уровня лактата и содержания MCT на нейрональную
и астроглиальную дисфункцию при БА весьма огра-
ничены.

Таким образом, цель настоящего исследования –
изучение содержания лактата и содержания его
транспортеров – MCT1 и MCT2 в клетках нейро-
нальной, астроглиальной и эндотелиальной приро-
ды при остром токсическом действии Aβ1–42 in vitro
и in vivo.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Для проведения исследований использовали мо-
делирование БА в условиях in vivo и in vitro. Исполь-
зование в нашем исследовании мышиной модели БА
обеспечивает не только лучшее понимание поведен-
ческих изменений, ассоциированных с нарушением
экспрессии транспортеров лактата в процессе разви-
тия заболевания, но также учитывает биологиче-
скую сложность живого организма. Однако модель
in vivo ограничивает доступность к интересующей
ткани, затрудняет мониторинг в реальном времени и
измерение уровня целевых маркеров при развитии
заболевания, нивелируя влияние побочных факто-
ров. Напротив, модель БА in vitro с использованием
клеточных культур (нейронов, астроцитов и эндоте-
лиоцитов) – модель гемато-энцефалического барье-
ра (ГЭБ) с добавлением Aβ1–42 – позволяет прове-
сти исследования на живых клетках, а также дает
возможность осуществлять непрерывное наблюде-
ние за процессами, протекающими на клеточном
уровне (Shin et al., 2019). Иными словами – получить
подробную информацию о молекулярных механиз-
мах в интересующих нервных клетках определенно-
го региона головного мозга. При этом возможное
влияние сопутствующих факторов, наличие которых
вероятно в условиях in vivo, исключается. Таким об-
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разом, модель БА in vitro выступает в качестве значи-
мого дополнительного инструмента для преодоле-
ния ограничений модели заболевания на животных.

В нашем случае модель БА in vitro использовалась
для изучения уровня лактата и содержания его
транспортеров, то есть возможных метаболических
изменений, происходящих в клетках нейрональной,
астроглиальной и эндотелиальной природы (в моде-
ли ГЭБ) при культивировании в присутствии Aβ1–
42. Блок-схема эксперимента in vivo представлена на
рис. 1.

Животные и эксперименты с ними. В работе ис-
пользовали 20 самцов мышей линии C57BL/6 в воз-
расте 4 мес. Экспериментальная группа животных
(C57BL/6 + Aβ1–42) – мыши после введения в зону
гиппокампа CA1 амилоида Aβ1–42 по 1 мкл билате-
рально согласно стереотаксическим координатам
(ML ± 1.3 мм, в AP – 2.0 мм. DV – 1.9 мм) (n = 10).
Контрольная группа мышей (C57BL/6 + PBS) –
ложно-оперированные животные после введения
фосфатно-солевого буферного раствора (PBS), рас-
творителя для Aβ1–42 (n = 10).

Животные во всех вариантах экспериментов на-
ходились в клетках со свободным доступом к воде и
корму при температуре 21 ± 1°С и регулярном свето-
вом цикле 12 ч день/12 ч ночь. Планирование и про-
ведение экспериментов на животных осуществляли
при соблюдении “принципа 3R”: Replacement – ис-
пользование альтернативных методов (культуры
клеток); Reduction – использование минимального
количества животных в эксперименте; Refinement –
не подвергать животных безосновательному стрессу
до, во время и после проведения эксперимента. Ран-
домизации не было при распределении объектов ис-
следования. Размер выборки не рассчитывался.

Все исследования на животных проводили в соот-
ветствии с соблюдением принципов гуманности, из-
ложенных в Директиве Европейского сообщества
(2010/63/ЕС). Исследования выполняли после
утверждения заявки и протокола на использование
лабораторных животных для исследования на засе-
дании биоэтической комиссии по работе с животны-
ми при локальном этическом комитете Краснояр-
ского государственного медицинского университета
имени профессора В.Ф. Войно-Ясенецкого Мини-

стерства здравоохранения РФ (выписка из протоко-
ла № 3 от 29.10.2019 г.).

Экспериментальное моделирование нейродегенера-
ции in vivo. Моделирование БА проводили путем
интрагиппокампального введения Aβ1–42 (Sigma-
Aldrich, США) по стереотаксическим координатам
мозга в зону СА1. Aβ1–42 предварительно растворя-
ли в ДМСО (Sigma-Aldrich, США) до концентрации
4 мМ, затем брали аликвоту и разбавляли в PBS (Sig-
ma-Aldrich, США) до концентрации 50 мкM с после-
дующей агрегацией в термостате при 37°С в течение
7 сут. 1 мкл Aβ1–42 вводили с каждой стороны гип-
покампа в зону СА1 (Epelbaum et al., 2015). Кон-
трольной группе животных вводили PBS, содержа-
щий ДМСО в том же количестве, что и при растворе-
нии Aβ1–42, с использованием той же процедуры.

Признаки БА выявляли, начиная с 10 сут (Sipos et al.,
2007) после оперативного вмешательства. Верифи-
кацию модели БА проводили с помощью окрашива-
ния срезов головного мозга тиофлавином S (Sigma-
Aldrich, США) (Комлева и др., 2015). После введения
Aβ1–42 в ткани головного мозга амилоидные бляшки
флуоресцировали зеленым цветом (рис. 2).

Оценку когнитивных функций у исследуемых
групп животных проводили с использованием ней-
роповеденческого теста Fear conditioning, результа-
ты по которому были представлены нами ранее (Го-
рина и др., 2017).

Микродиализ ткани головного мозга эксперимен-
тальных животных. Сбор межклеточной жидкости
(диализата) осуществляли с использованием уста-
новки для микродиализа (Eicom Corporation, США).
Перед проведением микродиализа эксперименталь-
ным животным в левый желудочек головного мозга с
помощью стереотаксического аппарата устанавливали
направляющую канюлю по координатам ML 1 мм, в
AP – 0.46 мм, DV 2.2 мм, которую затем фиксировали
стоматологическим цементом.

После операции животное помещали в клетку на
5 сут для полного восстановления со свободным до-
ступом к воде и корму при постоянной температуре
21 ± 1°С и регулярном световом цикле 12 ч день/12 ч
ночь.

Рис. 1. Блок-схема эксперимента по определению уровня лактата и его транспортеров in vivo. ИК – интрагиппокампальное,
ПО – послеоперационный, СФМ – спектрофотометрия, ИГХ –иммуногистохимия.

ИК-введение
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забор
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Сбор целевых компонентов межклеточной жид-
кости головного мозга осуществляли с использова-
нием искусственной спинномозговой жидкости,
приготовление которой осуществляли следующим
образом: в деионизованной воде (5 мл) растворяли
0.36525 г NaCl (Sigma-Aldrich, США), 0.0093 г KCl
(Sigma-Aldrich, США) и 0.0075 г NaH2PO4 (Sigma-Al-
drich, США). К 0.5 мл полученного раствора добав-
ляли 0.01092 г NaHCO3 (Sigma-Aldrich, США),
0.009 г кристаллической глюкозы (Sigma-Aldrich,
США), 0.01 г CaCl2 (Sigma-Aldrich, США), 0.0025 г
MgCl2 (Sigma-Aldrich, США) и доводили общий объем
аликвоты до 5 мл. Полученный раствор фильтровали.

Сбор диализата проводился в течение 24 ч у сво-
боднодвижущегося животного, подключенного че-
рез капилляры к направляющей канюле. Мышь на-
ходилась в прозрачном боксе со свободным досту-
пом к воде и корму. Диализат (V = 20 мкл) собирался со
скоростью 0.3 мкл/мин в микропланшет, расположен-
ный в коллекторе с системой охлаждения до 2°C.

Иммуногистохимия ткани головного мозга. Через
60 мин после проведения микродиализа осуществ-
ляли транскардиальную перфузию 4%-ным пара-
формальдегидом (Sigma-Aldrich, США) с последую-
щим забором головного мозга. Мозг фиксировали в
10%-ном нейтральном забуференном формалине рН
7.4 (Sigma-Aldrich, США), после чего погружали в
20%-ный раствор сахарозы (Sigma-Aldrich, США). С
помощью микротома (Thermo Scientific Microm HM
650, США) изготавливали срезы толщиной 50 мкм.
Изучали наличие и уровень целевых маркеров мето-
дом непрямой иммуногистохимии для свободно
плавающих срезов (Encinas, Enikolopov, 2008).

После промывки в PBS срезы блокировали 3%-
ным бычьим сывороточным альбумином (BSA, Sig-
ma-Aldrich, США) в PBS и 1%-ном Тритоном X-100
(Sigma-Aldrich, США) в течение 1 ч при комнатной
температуре с последующим инкубированием в те-

чение ночи с первичными антителами с 3%-ным
BSA в PBS и 0.2%-ным Тритоном Х-100 при 4°С. По-
сле инкубации с первичными антителами срезы
промывали и инкубировали со вторичными антите-
лами в течение 2 ч при комнатной температуре. На-
именование первичных и вторичных антител пред-
ставлены в табл. 1. Изображения получали с помо-
щью конфокального микроскопа (Olympus FV 10i,
Япония).

В иммуногистохимическом исследовании в экспе-
риментальной и контрольной группах было по 5 жи-
вотных. От каждого животного отбирали по 3 среза
головного мозга. Подсчет клеток, экспрессирующих
MCT1 и MCT2 в клетках нейрональной, астрогли-
альной и эндотелиальной природы, в каждом срезе в
области гиппокампа проводили в трех полях зрения
(100 × 100 мкм). Регистрировали среднее значение
по трем полям зрения. В графическом изображении
представлены среднее значение по трем полям зре-
ния с каждого среза (число срезов n = 15). При обработ-
ке полученных результатов принимали во внимание
долю клеток, которые несли целевую метку и выража-
ли в процентах от общего числа клеток.

Определение уровня лактата в ткани гиппокампа и
диализате in vivo. Уровень лактата определяли в груп-
пах по 5 животных. Подготовку ткани гиппокампа
проводили следующим образом: образцы тканей
(около 10 мг ткани) промывали в холодном PBS, ре-
суспендировали ткань в 6-кратном объеме буфера
для анализа лактата (Lactate Assay Buffer, Abcam, Ве-
ликобритания) на льду с помощью гомогенизатора
Даунса (WK Life Sciences GmbH, Германия), затем
центрифугировали (центрифуга с охлаждением Hi-
tachi Koki, Япония) при 11000 g в течение 5 мин при
4°C, после чего супернатанты собирали и переноси-
ли в чистые пробирки. Уровень лактата определяли
спектрофотометриечски с помощью микроплан-
шетного фотометра (Anthos 2010; Biochrom, Велико-
британия) согласно протоколу производителя, пред-

Рис. 2. Визуализация бляшек бета-амилоида (Aβ1−42) в областях головного мозга экспериментальных мышей. DG – зубча-
тая извилина гиппокампа, CA1 – область гиппокампа, BLA – базолатеральное миндалевидное тело, CTX – кора.

50 мкм

Гиппокамп КораМиндалевидное
тело

DG

CA1

BLA

CTX



68

ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 1  2023

ГОРИНА и др.

ставленного в наборе L-Lactate Assay Kit (Colorimet-
ric/Fluorometric) (Abcam, Великобритания).

Получение первичных культур клеток и моделиро-
вание нейроваскулярной единицы/ГЭБ. Блок-схема
эксперимента in vitro представлена на рис. 3. В рабо-
те использовали первичные культуры клеток цере-
брального эндотелия, астроцитов и нейронов, выде-
ленные из головного мозга эмбрионов мыши линии
C57BL/6 (общее число животных 32).

Выделение церебральных эндотелиоцитов прово-
дили по модифицированному протоколу (Liu et al.,
2013). Кору головного мозга выделяли в холодном
растворе Хенкса (ПанЭко, Россия), мелко измельча-
ли и центрифугировали при 150 g и комнатной тем-
пературе в течение 3 мин. Затем к осадку добавляли
двукратный объем 25%-ного раствора фетальной
бычьей сыворотки (FBS, HyClone, Южная Амери-
ка), тритурировали 25 раз пипеткой 5 мл с последую-
щим центрифугированием гомогената при 600 g и
комнатной температуре в течение 10 мин. Забирали
нижний слой и переносили в коническую пробирку.
Повторяли этапы тритурирования и центрифугиро-
вания 3 раза. Затем проводили ферментативную об-
работку пеллета в двукратном объеме (по отноше-
нию к объему пеллета) 0.1%-ного раствора коллаге-

назы II (ПанЭко, Россия) при температуре 37°С в
течение 35 мин с периодическим перемешиванием. За-
тем проводили ресуспензирование осадка с последую-
щим центрифугированием при 150 g в течение 5 мин.

Культивирование фрагментов и отдельных эндо-
телиальных клеток осуществляли при температуре
37°С и 5% CO2 в культуральных флаконах, предвари-
тельно покрытых желатином (Gelatin Solution0.1%.
Biological Industries, США) в культуральной среде
DMEM (ПанЭко, Россия), содержащей 20% раство-
ра FBS (ПанЭко, Россия), 3 мг/мл глюкозы (Sigma-
Aldrich, США), 0.58 мг/мл глутамина (Sigma-Aldrich,
США), 100 Ед./мл пенициллина, 100 мг/мл стрепто-
мицина (HyClone, Южная Америка); смену среды
проводили каждые 3 сут. Клетки во флаконе промы-
вали 2 раза раствором Хенкса (ПанЭко, Россия) и об-
рабатывали 0.25%-ным раствором трипсина и ЭДТА
(ПанЭко, Россия). Смену среды осуществляли каж-
дые 2–3 сут.

Выделение и культивирование нейросфер. Голов-
ной мозг помещали в ледяной 2%-ный раствор глю-
козы в PBS, затем выделяли интересующие области
(гиппокамп, стенки боковых желудочков) и иссека-
ли до размеров 1 мм3. Далее переносили в свежий

Таблица 1. Антитела, используемые в иммуногистохимическом исследовании in vivo и in vitro

Антитела in vivo (разбавление 1 : 1000)

Первичные Вторичные

Против CD31 моноклональные мыши (MBS532307; 
MyBioSource, США)

Козлиные антимышиные, Alexa Fluor 488 (ab 150157; 
Abcam, Великобритания)

Против NSE (нейрон-специфическая энолаза) поликло-
нальные цыпленка (GTX85462; GeneTex, США)

Козлиные антицыплячьи, Alexa Fluor 488 (ab 150169; 
Abcam, Великобритания)

Против GFAP (глиальный фибриллярный кислый белок) 
моноклональные мыши (MBS8241552; MyBioSource, 
США)

Козлиные антимышиные, Alexa Fluor 488 (ab 150113; 
Abcam, Великобритания)

Против MCT1 поликлональные кролика (TA321556; Ori-
Gene Technologies, США)

Ослиные антикроличьи, Alexa Fluor 555 (ab 150074; 
Abcam, Великобритания)

Против MCT2 поликлональные кролика (bs-3995R; Bioss 
Inc., США)

Ослиные антикроличьи, Alexa Fluor 555 (ab 150074; 
Abcam, Великобритания)

Антитела in vitro

Первичные (разбавление 1 : 300) Вторичные (разбавление 1 : 500)

Против ZO1 поликлональные козла (sc-8147; Santa Cruz; 
США)

Ослиные антикозьи, Alexa Fluor 488 (A11055; Thermo 
Fisher Scientific, США)

Против NeuN моноклональные мыши (MAB377; Merck 
Millipore, США)

Козлиные антимышиные, Alexa Fluor 488 (ab150117; 
Abcam, Великобритания)

Против GFAP поликлональные цыпленка (LS-B6299; 
LSBio, США)

Козлиные антицыплячьи, Alexa Fluor 555 (A-21437; 
Thermo Fisher Scientific, США)

Против MCT1 поликлональные кролика (LS-B14628; 
LSBio, США)

Козлиные антикроличьи, Alexa Fluor 555 (ab 150078; 
Abcam, Великобритания)

Против MCT2 поликлональные кролика (ab224627; 
Abcam, Великобритания)

Ослиные антикроличьи, Alexa Fluor 555 (ab 150074, 
Abcam, Великобритания)
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2%-ный раствор глюкозы в PBS на 1 мин. После оса-
ждения ткани супернатант удаляли. Оставшуюся
ткань ресуспендировали в 1 мл среды NeuroCult NS-
A Proliferation (StemCell, США). Тритурацию ткани
проводили (около 30 раз) стерильным пластиковым
наконечником до получения однородной суспензии
клеток. Затем добавляли 1 мл свежей среды Neuro-
Cult NS-A Proliferation. Через 2 мин после осаждения
неразделенных кусочков ткани собирали суперна-
тант и переносили его в другую пробирку. Собран-
ный супернатант центрифугировали при 150 g в тече-
ние 5 мин, после чего удаляли супернатант и добав-
ляли 1 мл свежей среды NeuroCult NS-A Proliferation
с последующей тритурацией.

С помощью цитометра Scepter Cell Counter (Milli-
pore, США) проводили подсчет клеток. Клетки
(1.5 × 106 кл./мл) сеяли в культуральные флаконы T-
75 см2 с 25 мл среды NeuroCult NS-A Proliferation и
культивировали в условиях инкубатора при 37°C и
5% CO2. Образование нейросфер наблюдали через
24–48 ч.

Получение культуры астроцитов. Поводили на-
правленную дифференцировку нейросфер в среде
Astrocyte Medium (ScienCell, США) следующего со-
става: базальная среда (Basal Medium, ScienCell,
США), 10% FBS (HyClone, США), AGS (ScienCell,
США), раствора пенициллина-стрептомицина (Sci-
enCell, США) в конечной концентрации 50 Ед./мл.
Через 7–9 сут наблюдали образование монослоя аст-
роцитов.

Получение сокультуры астроцитов и нейронов. Со-
культуру получали из нейросфер путем направлен-
ной дифференцировки в астроциты и нейроны
(Моргун и др., 2013). В качестве культуральной сре-
ды использовали NeuroCult NS-A Proliferation Kit, с

добавлением гепарина, основного фактора роста
фибробластов (βFGF) и эпидермального фактора
роста (EGF). Полученные клетки (1.5 × 106 кл./мл)
засевали в культуральные флаконы T-75 см2 с 25 мл
среды. Далее проводили дифференцировку нейро-
сфер в астроциты и нейроны в культуральной среде
NeuroCult NS-A Differentiation Kit.

Получение модели ГЭБ in vitro. Смесь астроцитов
и нейронов помещали на дно культурального план-
шета, после устанавливали культуральную вставку
(Corning-Costar, США), на которую помещали эндо-
телиоциты. Для получения модели нейроваскуляр-
ной единицы эндотелиоциты культивировали сов-
местно с астроцитами и нейронами (при соотноше-
нии 1 : 2 : 1 соответственно) в культуральном
планшете в среде DMEM с FBS, глутамином и сме-
сью антибиотиков при 37°C и 5% CO2.

Моделирование острого токсического действия
A1–42 in vitro. Для исследования действия Аβ1–42
на культуру изолированных астроцитов клетки экс-
периментальной группы культивировали в среде,
содержащей Аβ1–42 в конечной концентрации
100 нмоль. Через 24 ч производили забор культу-
ральной среды для последующего определения в ней
концентрации лактата. В экспериментальной и кон-
трольной группах было по 6 лунок.

Для исследования острого токсического действия
Aβ1–42 в модели ГЭБ к клеткам добавляли Аβ1–42 в
той же конечной концентрации (100 нмоль) в пита-
тельной среде. Через 24 ч и 48 ч оценивали измене-
ние уровня исследуемых молекул на каждом типе
клеток (астроцитах нейронах, эндотелиоцитах). В
обеих группах было по 10.

Оценка уровня лактата в среде культивирования
астроцитов в присутствии и отсутствие А1–42. Опре-

Рис. 3. Схема-дизайн эксперимента по определению уровня лактата и его транспортеров in vitro. ИГХ – иммуногистохимия.
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деление уровня лактата (Colorimetric/Fluorometric)
проводили по стандартному протоколу фирмы-из-
готовителя (Abcam, Великобритания) в среде, в ко-
торой культивировались астроциты с добавлением
Aβ1–42 (в конечной концентрации 100 нмоль) и без
его добавления (контроль). Для этого смешивали
50 мкл образца с 50 мкл реакционной смеси (46 мкл
Lactate Assay Buffer, 2 мкл Lactate Probe, 2 мкл En-
zyme Mix), инкубировали при комнатной темпера-
туре в защищенном от света месте в течение 30 мин.
Оптическую плотность определяли с помощью мик-
ропланшетного ридера CLARIOstar Plus (Германия)
при длине волны 492 нм. Полученные результаты
выражали в нмоль на 1 лунку по данным калибро-
вочной кривой, построенной по стандартным рас-
творам различной концентрации (0, 2, 4, 6, 8 и 10
нмоль/мкл), приготовленным из стандарта, прила-
гаемого в наборе.

Иммуногистохимическое исследование in vitro. Ре-
гистрацию уровня MCT1 и MCT2 в клетках эндоте-
лия, нейронах и астроцитах, культивируемых сов-
местно в течение 24 и 48 ч, осуществляли в модели
ГЭБ после добавления 100 нмоль Aβ1–42 и без его
добавления (контроль). Первичные антитела для
иммуногистохимического исследования (см. табл. 2)
использовали в рабочем разведении 1 : 300. Время
инкубации составляло 18 ч при 4°С. Вторичные ан-
титела использовали в разведении 1 : 500, время ин-
кубации составляло 2 ч при 37°С (табл. 1).

Микроскопию клеток осуществляли на флуорес-
центном микроскопе ZOE (Bio-Rad, США). Каждый
эксперимент повторяли 10 раз. Считали клетки, по-
зитивные по каждому виду антигена в образце (не
менее 5 полей зрения). При обработке полученных
результатов принимали во внимание долю клеток,
которые несли целевую метку и выражали ее в про-
центах от общего числа клеток (100%).

Статистический анализ. Статистический анализ
полученных результатов проводили с помощью про-
грамм GraphPad Prizm 8.0.1 (версия 8.0, США) и
Stаtplus Professional (AnalystSoft Inc, США), сборка
5.9.8.5/Core v.5.9.33 и GraphPad 6.0 (США). В связи с
отсутствием нормальности распределения сравне-
ние двух групп проводили с использованием непара-
метрического U-критерий Манна–Уитни. Проверку
статистических гипотез выполняли при критическом
уровне значимости P = 0.05. Результаты представлены
в виде Me [Q1; Q3]), где Ме – медиана, Q1 – нижний
квартиль, Q3 – верхний квартиль.

Реактивы. Использовали Aβ1−42, ДМСО, PBS,
тиофлавин S, глутамин, NaCl, KCl, NaH2PO4,
NaHCO3, CaCl2, MgCl2, параформальдегид, сахаро-
зу, BSA и Triton X-100 от Sigma-Aldrich (США); лак-
тат (Lactate Assay Buffer), L-Lactate Assay Kit (Colori-
metric/Fluorometric) (Abcam, Великобритания);
культуральную среду DMEM, раствор Хенкса, рас-
твор трипсина и коллагеназу II, ЭДТА (ПанЭко,
Россия); фетальную бычью сыворотку (FBS), пени-

циллин, стрептомицина (HyClone, Южная Амери-
ка), NeuroCult NS-A Proliferation (StemCell, США),
среду Astrocyte Medium (ScienCell, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Мы оценили уровни лактата в ткани и во внекле-
точном пространстве (диализате) головного мозга в
норме и при остром токсическом действии Aβ1–42
in vivo. В ходе исследований установлено, что уро-
вень лактата в гиппокампе животных опытной груп-
пы значимо (P = 0.0449) снижается по сравнению с
ложно-оперированными животными. Интересно,
что во внеклеточном пространстве головного мозга
наблюдается противоположная картина, а именно
высокий уровень лактата в условиях острого дей-
ствия Aβ1–42 (P = 0.0358) по сравнению с ложно-
оперированными животными (рис. 4).

Для выяснения вклада астроцитов в продукцию
лактата при токсическом действии Aβ1–42 мы про-
анализировали уровень лактата в среде культивиро-
вания клеток. При оценке концентрации лактата в
среде выявлено, что в астроцитах, культивирован-
ных в присутствии Aβ1–42 (100 нмоль), уровень лак-
тата в среде значимо выше, чем в астроцитах кон-
трольной группы (P = 0.0014) (рис. 5).

Определение уровня MCT1 в экспериментальных
группах in vivo показало статистически значимое
(Р = 0.0308) снижение уровня MCT1 в нейронах в
гиппокампе головного мозга у животных с интр-
агиппокампальным введением Аβ1–42 по сравнению
с ложно-оперированными животными (рис. 6а, 7).

Рис. 4. Уровни лактата в ткани головного мозга при
остром токсическом действии Aβ1–42 in vivo. Концен-
трация лактата в ткани гиппокампа (а) и в диализате го-
ловного мозга (б) животных с интрагиппокампальным
введением Aβ1–42 (C57BL/6 + Aβ1–42) и ложно-опери-
рованных животных (C57BL/6 + PBS). Данные показаны
в виде Me [Q1; Q3], где Ме – медиана, Q1 – нижний квар-
тиль, Q3 – верхний квартиль, P – уровень значимости.
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Аналогичную ситуацию наблюдали и при исследо-
вании содержания MCT1 на астроцитах и эндоте-
лиоцитах в гиппокампе, а именно, выраженное сни-
жение (P = 0.0492 и Р = 0.0284 соответственно) у жи-
вотных экспериментальной группы по сравнению с
контролем (рис. 6б–в, 8, 9).

Кроме того, нами установлено, что при остром
токсическом действии Aβ1–42 значимо снижается и
уровень MCT2 как в нейронах (рис. 10, 11), так и в

астроцитах и эндотелиоцитах по сравнению с кон-
трольной группой (рис. 10, 12, 13). 

При анализе уровня МСТ1 в клетках нейроваску-
лярной единицы/ГЭБ как в физиологических усло-
виях, так и в присутствии Aβ1–42 статистически
значимых отличий выявлено не было (P > 0.05). Од-
нако наблюдали тенденцию к снижению количества
МСТ1-позитивных астроцитов и нейронов (рис. 14).

При культивировании клеток нейроваскулярной
единицы/ГЭБ в присутствии Aβ1–42 в течение 48 ч
произошло значимое снижение уровня МСТ2 в ней-
ронах (P ≤ 0.05; рис. 15в). Также была выявлена тен-
денция к снижению МСТ2-иммунопозитивных эн-
дотелиоцитов и астроцитов (рис. 15а, б).

ОБСУЖДЕНИЕ
Как установлено в одной из работ, высокий уровень

церебрального лактата во фронтальной коре мышей с
генетической моделью БА (линия APP/PS1), обуслов-
ленный нарушением обработки лактата, коррелировал
со снижением пространственной памяти (Harris, 2017).

Согласно результатам клинических исследова-
ний, у пациентов с БА увеличение уровня лактата в
переднем отделе поясной извилины находится в тес-
ной взаимосвязи со степенью выраженности когни-
тивных нарушений (Лобзин и др., 2013).

Интересно, что лечение L-лактатом после ише-
мического инсульта оказывало нейропротекторный
эффект и снижало неврологический дефицит у мы-
шей (Berthet et al., 2012). Примечательно, что этот
эффект лактат оказывает через активацию тран-
скрипции экспрессии нейротрофического фактора
мозга (BDNF), как было показано на астроцитах чело-
века, а также на клеточной линии SH-SY5Y (Coco et al.,

Рис. 5. Уровень лактата в среде культивирования астро-
цитов in vitro в физиологических условиях в отсутствие
(контроль, К) и в присутствии Aβ1–42 (100 нмоль). Дан-
ные показаны в виде Me [Q1; Q3], P – уровень значимо-
сти (U-критерий Манна–Уитни).
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Рис. 6. Уровень MCT1 в нейронах (а), астроцитах (б) и эндотелиоцитах (в) в гиппокампе головного мозга in vivo у животных с
интрагиппокампальным введением Aβ1–42 (C57BL/6 + Aβ1–42) и ложно-оперированных животных (C57BL/6 + PBS). Дан-
ные показаны в виде Me [Q1; Q3], P – уровень значимости (U-критерий Манна–Уитни).
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Рис. 7. Уровень MCT1 в нейронах в гиппокампе головного мозга животных in vivo. Маркер MCT1 – красный, NSE (нейрон-
специфическая энолаза) – зеленый, ядра окрашены DAPI (синий цвет). GCL – гранулярный слой, SGZ – субгранулярная
зона. Стрелками на совмещенных изображениях (Merge) показаны клетки, несущие целевую метку. Увел. об.: 10×.
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Рис. 8. MCT1 в астроцитах в гиппокампе головного мозга животных in vivo. а – MCT1 (красный цвет), GFAP (глиальный фиб-
риллярный кислый белок; зеленый) и ядра, окрашенные DAPI (синий); стрелками на совмещенных изображениях (Merge)
показаны клетки, несущие целевую метку. Увел. об.: 10×. б – Саггитальный срез гиппокампа мыши с обозначением полей
зрения в зубчатой извилине (зеленый цвет – белок GFAP. Увел. об.: 1×.
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2013). При этом важно отметить, что BDNF является не
только необходимым фактором выживания нервных
клеток в ЦНС, но и играет существенную роль в реали-
зации долговременной памяти (Bekinschtein et al.,
2008).

Более того, экзогенный лактат, как было показа-
но, увеличивает экспрессию мРНК и белков – как
MCT1, так и цитохром-с-оксидазы в мышечных
клетках (Hashimoto et al., 2007). Таким образом, лак-

тат может вызывать ряд событий, ведущих к актива-
ции факторов транскрипции, участвующих в обес-
печении его транспорта и возможном процессинге
через митохондрии. Кроме того, в нескольких иссле-
дованиях сообщалось, что лактат увеличивает вазо-
дилатацию (Yamanishi et al., 2006; Gordon et al., 2016),
а непрерывное производство лактата в активирован-
ном головном мозге может служить сигнальным ме-
ханизмом для увеличения кровотока и доставки лак-
тата в мозг.

Рис. 9. MCT1 в эндотелиоцитах в гиппокампе головного мозга животных in vivo. CD31 показан зеленым цветом, ядра – синим
(DAPI). GCL – гранулярный слой, SGZ – субгранулярная зона. Стрелками показаны клетки, несущие целевую метку. Увел.
об.: 10×.
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Рис. 10. Уровень MCT2 в гиппокампе головного мозга животных in vivo на нейронах (а), астроцитах (б) и эндотелиоцитах (в)
у животных с интрагиппокампальным введением Aβ1–42 (C57BL/6 + Ab1–42) и ложно-оперированных животных
(C57BL/6 + PBS). Доля положительных клеток представлена в процентах от общего числа клеток в поле зрения. Данные по-
казаны в виде Me [Q1; Q3], P – уровень значимости (U-критерий Манна–Уитни).
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Установленное нами значительное увеличение
уровня лактата в диализате животных эксперимен-
тальной группы соответствует данным из литерату-
ры о высокой концентрации лактата в спинномозго-
вой жидкости пациентов с БА, что связывают с ток-
сическим действием тау-белка на митохондрии
(Liguori et al., 2015). Более того, обратная зависи-
мость между локальным низким метаболизмом глю-
козы в ткани головного мозга при БА и высоким

уровнем лактата в ликворе интерпретируется неко-
торыми авторами как признак нейродегенерации
при БА (Liguori et al., 2016).

Также показано, что Aβ1–42 увеличивает погло-
щение глюкозы и гликолиз, производство перекиси
водорода и высвобождение глутатиона в культиви-
руемых астроцитах. Aβ-индуцированные изменения
метаболизма глюкозы связаны с агрегацией, интер-
нализацией и клиренсом Aβ1–42 в астроцитах (Niel-

Рис. 11. Уровень MCT2 в нейронах в гиппокампе головного мозга животных in vivo. Маркеры: MCT2 – красный, NSE (ней-
рон-специфическая энолаза) – зеленый, ядра – синий (DAPI). Стрелками на совмещенных изображениях (Merge) показаны
клетки, несущие целевую метку. Увел. об.: 10×.
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Рис. 12. MCT2 в астроцитах в гиппокампе головного мозга животных экспериментальных групп in vivo. Маркеры: MCT2 –
красный, GFAP (глиальный фибриллярный кислый белок – зеленый, ядра – синий (DAPI). Стрелками обозначены клетки,
несущие целевую метку. Увел. об.: 10×.
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sen et al., 2009; Mohamed, Posse de Chaves, 2011).
Следствием внутриклеточного накопления Aβ1–42
является изменение метаболизма астроцитарной
глюкозы, что приводит к снижению глутатиона и лак-
тата, а это, в свою очередь, способствует повышенной
уязвимости соседних нейронов (Allaman et al., 2010).

Необходимо отметить и тот установленный факт,
что транспортеры семейства MCT играют важную
роль в метаболических взаимодействиях между
клетками головного мозга (Pierre, Pellerin, 2005;
Cunnane et al., 2011). Так, установлено, что наруше-
ние уровня транспортеров MCT1 и MCT4 в астроци-
тах вызывает амнезию, которая, как и нарушение
долговременной потенциации, предотвращается
введением экзогенного лактата. Нарушение содер-
жания MCT2 в нейронах также приводит к амнезии,
однако введение лактата не оказывает значимого
влияние, что позволяет предположить, что транс-
порт лактата из атроцитов в нейроны необходим для
формирования долговременной памяти и синапти-
ческой пластичности (Suzuki et al., 2011). В другой
работе показано, что лактат, транспортируемый из
астроцитов в нейроны с помощью MCT1–МСТ4,
необходим для поддержания синаптической переда-
чи в возбуждающих синапсах даже при условии на-
личия достаточного запаса глюкозы и внутриклеточ-
ного АТФ (Nagase et al., 2014). Кроме того, MCT1
может стимулировать митохондриальный метабо-
лизм, тем самым облегчая использование лактата в
качестве метаболического субстрата для цикла три-
карбоновых кислот и окислительного фосфорили-
рования (Harris, Attwell, 2012; Hui et al., 2017). С дру-
гой стороны, дисфункция MCT1 может привести к
аберрантному переносу лактата, что, в свою очередь,

приведет к нарушению энергетического обмена и
когнитивному дефициту (Newman et al., 2011; Suzuki
et al., 2011; Boury-Jamot et al., 2016).

Так, в ходе одного из исследований у мышей (ли-
ния C57BL/6) в гиппокампе выявлены изменения
экспрессии генов, вызванные обучением, которые
участвуют в метаболическом взаимодействии астро-
цитов и нейронов, а именно: через 24 ч после трени-
ровки в тесте ингибирующего избегания наблюдали
повышенную экспрессию генов, кодирующих
транспортеры MCT1 и MCT4, альфа2-субъединицу
Na/K-ATФaзы и транспортер глюкозы GLUT1. При-
мечательно, что при оценке функциональной роли
одного из этих генов, участвующих в обучении (гена
MCT1), обнаружено нарушение долговременной па-
мяти у MCT1-нокаутных мышей (Tadi et al., 2015).

В другом исследовании продемонстрировано, что
подавление MCT1 и MCT4 в глиальных клетках и
MCT2 в нейронах гиппокампа крыс вызывает нару-
шение процесса обучения и дисфункцию памяти
(Pérez-Escuredo et al., 2016). Снижение содержания
лактата, сопровождающееся подавлением экспрес-
сии гена MCT в коре головного мозга и гиппокампе,
способствовало нарушению пространственного обу-
чения и памяти у крыс с моделью БА (Lu et al., 2015).
В целом, это убедительно доказывает значимое вли-
яние лактата и MCT на энергетический метаболизм,
формирование гиппокамп-зависимой памяти и ак-
тивность нейронов гиппокампа, что существенным
образом нарушается при развитии БА.

Таким образом, установленное нами снижение
уровня лактата в ткани головного мозга и увеличе-
ние уровня лактата в диализате при остром токсиче-

Рис. 13. MCT2 в эндотелиоцитах в гиппокампе головного мозга животных in vivo. Маркер MCT2 – красный, CD31 – зеленый,
ядра – синий (DAPI). GCL – гранулярный слой, SGZ – субгранулярная зона. Стрелки показывают клетки, несущие целевую
метку. Увел. об.: 10×.
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ском действии Aβ1–42 in vivo являются признаками
нарушения энергетического метаболизма вслед-
ствие токсического действия Aβ1–42 на нервные
клетки.

В дополнение к этому, нами выявлено, что клет-
ки астроглии под влиянием Aβ1-42 in vitro характе-
ризуются повышенной продукцией лактата, что, в
совокупности с представленными выше результата-
ми дает право предполагать, что они вносят важный
вклад в увеличение уровня лактата во внеклеточном
пространстве, сохраняя свою гликолитическую ак-
тивность.

Это сопряжено с зарегистрированным нами при
остром токсическом действии Aβ1–42 in vivo и in vitro
снижением уровня импорт-ориентированных изо-

форм MCT в нейронах, астроглии и церебральном
эндотелии. С учетом полученных нами ранее данных
о гипометаболизме глюкозы при развитии БА (Гори-
на и др., 2017), логично предположить, что такие из-
менения уровня MCT1 и MCT2 маркируют энерго-
дефицит в ткани головного мозга. Это соответствует
результатам, полученным у животных с генетиче-
ской моделью БА (линия APP/PS1), что приводит к
лактат-дефициту в нейронах, в норме зависящих от
транспорта лактата из гликолитически активных
астроцитов (Zhang et al., 2018). Более того, согласно
ранее полученным нами результатам (Горина и др.,
2017), при остром токсическом действии Aβ1–42 у
мышей выявлено нарушение ассоциативного обуче-
ния и эмоциональной памяти в тесте “Fear condi-

Рис. 14. Уровень МСТ1 в клетках нейроваскулярной единицы/ГЭБ при их культивировании в течение 24 и 48 ч в отсутствие
(контроль, К) и в присутствии Aβ1–42 (100 нМ). а – Эндотелиоциты, б – астроциты, в – нейроны (P > 0.05 – сравнение с
контрольной группой, U-критерий Манна–Уитни). Доли положительных клеток представлены в % от общего числа клеток
в поле зрения. Данные показаны в виде Me [Q1; Q3], P – уровень значимости.
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tioning” (условного рефлекса страха), о чем указыва-
ло отсутствие формирования условного рефлекса на
протяжении всего периода тестирования в ответ на
неприятный стимул. Это позволяет сделать предпо-
ложение о том, что установленные патологические
изменения поведения сопряжены с нарушением
уровня транспортеров лактата в клетках головного
мозга в условиях острого токсического действия
Aβ1–42.

Таким образом, установлено, что в условиях
острого токсического действия Aβ1–42 у экспери-
ментальных животных наблюдается снижение уров-
ня лактата в ткани гиппокампа и повышение его

уровня в диализате in vivo, которое сопряжено с
аберрантной экспрессией транспортеров лактата
MCT1 и MCT2 в нейронах, астроглии и церебраль-
ном эндотелии. В свою очередь, это может препят-
ствовать транспорту лактата от глиальных клеток до
нейронов, вызывая выраженный дефицит лактата в
нейронах. В совокупности это указывает о нарушении
энергетического метаболизма вследствие Aβ-индуци-
рованного патологического изменения церебрального
метаболизма глюкозы. При этом зафиксированное на-
ми выраженное увеличение продукции лактата астро-
цитами in vitro может свидетельствовать о включе-
нии компенсаторного механизма, направленного на

Рис. 15. Уровень МСТ2 в клетках нейроваскулярной единицы/ГЭБ при культивировании in vitro в отсутствие (контроль, К)
и в присутствии Aβ1–42 (100 нМ). а – Эндотелиоциты, б – астроциты, в – нейроны (P > 0.05 – сравнение с контрольной груп-
пой, U-критерий Манна–Уитни). Доля положительных клеток представлена в процентах от общего числа клеток в поле зре-
ния. Данные показаны в виде Me [Q1; Q3], P – уровень значимости.
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поддержание межклеточного метаболического сопря-
жения в поврежденных регионах головного мозга.
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Decreased energy metabolism in the brain correlates with cognitive impairment in Alzheimer’s disease. Accumulat-
ing experimental data indicate that lactate transporters and monocarboxylate transporters (MCTs) are directly in-
volved in cerebral energy metabolism. However, to date, changes in lactate levels and MCT content in Alzheimer’s
disease remain unclear. The aim of the study was to study the content of lactate and of its transporters – MCT1 and
MCT2 in cells of neuronal, astroglial and endothelial nature under acute toxic effects of beta-amyloid (Aβ1–42) in
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vitro and in vivo. Under conditions of acute toxic action of Aβ1–42 in vivo, a significant (P ≤ 0.05) decrease in the
level of lactate in the hippocampal tissue and an increase (P ≤ 0.05) in the dialysate were found. At the same time, a
low (P ≤ 0.05) levels of MCT1 and MCT2 was set. In vitro, significantly high (P ≤ 0.05) production of lactate by as-
trocytes was revealed, coupled with low (P ≤ 0.05) level of MCT2 on neurons. Thus, it was found that Aβ1–42 causes
a decrease in the level of lactate in the hippocampal tissue and an increase in its level in dialysate in vivo, which cor-
relates with the impaired level of MCT1 and MCT2. This indicates a violation of energy metabolism due to the acute
toxic effect of Aβ1–42. At the same time, the revealed increase in the production of lactate by astrocytes in vitro may
indicate the inclusion of a compensatory mechanism aimed at maintaining the astrocyte-neuronal interaction.

Keywords: Alzheimer’s disease, lactate, MCT, energy metabolism


