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АННОТАЦИЯ
Цель. В настоящей работе изучена возможность коррекции транскраниальной электростимуляцией (ТЭС-тера-

пией) индуцированных комбинированным стрессом нарушений экспрессии гена c-fos мононуклеарными лейкоци-
тами крови крыс определенной стрессоустойчивости. 

Материалы и методы. В качестве модели комбинированного стресса в настоящей работе использовались тест 
принудительного плавания и ортостатический стресс. Для оценки индивидуальной стрессоустойчивости приме-
нялся тест принудительного плавания. Оценка уровня экспрессии гена c-fos мононуклеарными лейкоцитами крови 
осуществлялась методом полимеразной цепной реакции в реальном времени. Усиление экспрессии генов раннего 
ответа, в первую очередь гена c-fos, является маркером стресса, а также стресс-ассоциированных и психиатриче-
ских заболеваний. 

Результаты. Экспрессия c-fos в мононуклеарных лейкоцитах животных группы сравнения превышала показа-
тели интактной группы. Напротив, применение ТЭС-терапии (в основной группе) сопровождалось статистически 
значимым (p=0,04) снижением медианы относительной экспрессии исследуемого гена (медиана группы сравне-
ния – 1,8; медиана основной группы – 0,6). 

Заключение. Полученные результаты отражают стресс-лимитирующий эффект ТЭС-терапии, соотносятся с 
выводами предыдущих экспериментальных и клинических работ.
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ABSTRACT
Aim. In our article, we studied the possibility of remodeling of stress-induced c-fos expression damages in rat peripheral 

blood mononuclear cells (PBMNC) by cranial electrotherapy stimulation (CES-therapy). 
Materials and methods. As a model of combined stress, the present study used a forced swimming test and orthostatic 

stress. For the assessment of individual stress resistance, a forced swimming test was used. Evaluation of the c-fos gene 
expression level in PBMNC was carried out by real-time polymerase chain reaction. Leukocyte expression of c-fos is a 
recognized and unique peripheral biomarker of the psychogenic and somatic stress. 
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Results. The use of CES-therapy was followed by a decrease (p=0,04) in the expression of the c-fos gene in PBMNC 
(0,6 as the median of treatment group vs 1,8 as median of control group).

Conclusion. These results reflect the stress-limiting effect of this treatment method and correlate with the findings of 
previous experimental and clinical studies.

Keywords: c-fos, mononuclear leukocytes, forced swimming test, orthostatic stress, CES-therapy

Âведение
Транскраниальная электростимуляция 

(ТЭС-терапия), усиливая продукцию β-эндорфина, 
оказывает гомеостатическое антистрессорное 
влияние на нейроиммуноэндокринную регуляцию. 
Доказательства антистрессорного потенциала 
данного метода получены в ряде эксперименталь-
ных и клинических работ [1, 2]. При этом практи-
чески не проясненным остается вопрос о влиянии 
ТЭС-терапии на экспрессию так называемых генов 
стресса (в первую очередь c-fos) мононуклеарны-
ми лейкоцитами крови. Между тем, усиление дан-
ной экспрессии является уникальным маркером 
стресса как нейроиммуноэндокринного ответа на 
требования среды и стресса клеточного [3]. Более 
того, активация генов немедленного ответа, к ко-
торым относится c-fos, представляет собой связу-
ющее патогенетическое звено двух этих уровней, 
являясь одним из ранних этапов процесса измене-
ния фенотипа клетки [4]. В свете сказанного чрез-
вычайно актуальным представляется вопрос о 
возможности коррекции ТЭС-терапией стресс-ин-
дуцированных нарушений экспрессии c-fos моно-
нуклеарными лейкоцитами крови. Особый инте-
рес представляет при этом использование модели 
комбинированного стресса, как наиболее прибли-
женной к условиям, имеющим место in natura.

Цель исследования: изучить возможности 
коррекции ТЭС-терапией стресс-индуцированных 
нарушений экспрессии c-fos в мононуклеарных 
лейкоцитах крови крыс определенной стрессоу-
стойчивости.

Материалы и методы
Объектом исследования являлись 50 нели-

нейных белых самцов крыс (200-250г). Содер-
жание крыс, постановка экспериментов, пред-
ставление полученных результатов проводились 
согласно требованиям приказа №199н МЗ РФ 
от 01.04.2016г., рекомендациям ARRIVE (Animal 
Research: Reporting of InVivo Experiments, 2010) 
и MIQE (Minimum Informationf or Publication of 
Quantitative Real-Time PCR Experiments, 2009).

Время адаптации для животных всех групп 
составляло 7 дней. Крысы интактной группы не 
включались в эксперимент. Забор крови (2 мл) 
производился в первый день после адаптации. 
Ранжирование остальных крыс по выносливости, 
работоспособности и стрессоустойчивости осу-
ществлялось в первый день после адаптации при 
помощи модифицированного НЦБМТ РАМН (На-
учный центр биомедицинских технологий) теста 
принудительного плавания (плавательного теста) 

по методике, описанной нами ранее [1, 2]. В экс-
перимент включались среднеустойчивые крысы 
(время плавания до утомления не отклонялось 
от среднего более чем на 35%). Учет индивиду-
альной стрессоустойчивости является ключевым 
методологическим приемом посвященных стрес-
су исследований, пренебрежение которым может 
исказить конечные результаты. Половина средне-
устойчивых животных (основная группа, n=20) по-
лучала ТЭС-терапию со 2 по 6 день по методике, 
описанной нами ранее [5]. Другая половина (груп-
па сравнения, n=20) не получала ТЭС-терапию.

После этого моделировался комбинированный 
стресс (модифицированный тест принудительного 
плавания на 7 день и ортостатический стресс на 
8 день) по методике, описанной нами ранее [1, 2].

Забор крови в объеме 2 мл производился через 
2 часа после ортостатического стресса в вакуэты с 
ЭДТА (концентрация 2,7%). Перед этим животное 
наркотизировалось телазолом («Zoetis Inc», USA) 
и ксиланитом («Нита-Фарм», Россия) [5]. Монону-
клеарные лейкоциты выделялись градиентным 
центрифугированием. Для этого кровь (1 мл) раз-
бавлялась 1 мл физиологического раствора и на-
слаивалась на фиколл-верографиновый градиент 
плотности (ρ=1087 кг/м3) в соотношении 1:1, после 
чего производилось центрифугирование в течение 
20 минут при 2000 об/мин. Отбиралось интерфаз-
ное кольцо мононуклеаров. Клетки осаждались 
центрифугированием в течение 5 минут при 2000 
об/мин с последующим удалением надосадочной 
жидкости. 

Экспрессия гена c-fos оценивалась методом 
полимеразной цепной реакции в реальном време-
ни (ПЦР-РВ). Выделение РНК из мононуклеарных 
лейкоцитов осуществлялось методом гуанидинти-
оцианат-фенол-хлороформной экстракции с ис-
пользованием коммерческого набора ExtractRNA 
(«Евроген», Россия). Концентрацию РНК изме-
ряли при помощи спектрофотометра Picodrop 
Pico200 («PicodropLtd», UK). Целостность выде-
ленной РНК изучалась при помощи электрофоре-
за в агарозном геле с бромистым этидием. Для об-
ратной транскрипции на матрице полученной РНК 
использовался коммерческий набор Реверта-L 
(ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора, 
Россия) по инструкции производителя. Определе-
ние уровня мРНК гена интереса – c-fos, и рефе-
рентного гена – β-актина проводилось с использо-
ванием наборов TaqMan Gene Expression Assays 
(Applied Biosystems, USA) c-fos:Rn02396759_m1, 
beta-actin: Rn00667869_m1 (краситель – FAM, га-
ситель – BHQ). 
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Амплификационная смесь, общим объемом 
25 мкл, содержащая 1×TaqMan Gene Expression 
MasterMix («Applied Biosystems», USA), 1×TaqMan 
Gene Expression Assays и 5 мкл кДНК, помещалась 
в прибор для проведения ПЦР в режиме реально-
го времени Rotor-Gene Q («Qiagen», Germany). Ре-
жим включал в себя прогревание смеси при 50ºC в 
течение 2 минут (для активации урацил-N-гликози-
лазы), 10-минутного прогрева при 95ºС (активация 
полимеразы) с последующими 60 циклами: 12 сек 
денатурации при 95ºС, 30 сек отжига праймеров 
при 56ºС и 20 сек элонгации при 72ºС. Описанный 
состав реакционной смеси и режим амплифика-
ции были подобраны в ходе предварительной оп-
тимизации. Расчет относительной экспрессии гена 
c-fos осуществлялся методом 2-ΔΔCT.

Статистическая обработка полученных дан-
ных осуществлялась посредством программы 
Statistica («StatSoft Inc», USA). Для оценки нор-
мальности распределения полученных значе-
ний использовался критерий Шапиро-Уилка. Так 
как распределение отличалось от нормального, 
данные представлялись как Me(Q1-Q3), где Me – 
медиана, Q1-Q3 – нижний (25%) и верхний (75%) 
квартили. Сравнение двух независимых групп 
осуществлялось при помощи непараметрического 
U-критерий Манна-Уитни. В качестве критического 
принимался уровень значимости нулевой гипоте-
зы, равный 0,05. 

Результаты и обсуждение
Экспрессия c-fos в исследуемых клетках была 

ниже экспрессии гена β-актина во всех случаях 
(рис. 1А). Эффективность амплификации кДНК 
гена интереса и референтного гена была равной 
(необходимое условие использования метода 
Livak (рис. 1В)). Экспрессия c-fos в мононукле-
арных лейкоцитах животных группы сравнения 

превышала показатели интактной группы (1,8(1,3-
2,8)). Эти результаты отражают индуцированную 
комбинированным стрессом чрезмерную актива-
цию c-fos. Применение ТЭС-терапии сопровожда-
лось статистически значимым (p=0,04) снижением 
медианы относительной экспрессии исследуемого 
гена (0,6(0,09-1)) (рис. 2). 

Экспрессия c-fos в мононуклеарных лейкоци-
тах при стрессе имеет характерную динамику. Вне 
воздействия каких-либо стрессоров (к примеру, у 
здоровых добровольцев) обнаруживается незначи-
тельный ее уровень. В условиях стресса количество 
мРНК данного гена быстро увеличивается и затем 
через 4-5 часов снижается вплоть до нерегистри-

Рис. 1. Примеры флюоресцентных кривых амплификации кДНК генов β-актина и c-fos. А. – экспрессия c-fos была ниже 
экспрессии гена β-актина во всех случаях. В. – равный угол наклона флюоресцентных кривых амплификации кДНК генов 
β-актина и c-fos.

Fig. 1. Examples of PCR amplification curves. A. – c-fos expression was lower than the expression of β-actin gene in all cases. 
B – equal inclination angle of PCR amplification curves.

Рис. 2. Уровень экспрессии c-fos в мононуклеарных лей-
коцитах животных групп сравнения и основной относитель-
но интактной группы.

* p=0,04 – по сравнению с основной группой.
Fig. 2 Relative expression levels of c-fos in the treatment 

and control groups. 
* p=0,04 – vs. treatment group.
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руемого уровня, что объясняется стресс-индуци-
руемым угнетением пролиферации лимфоцитов и 
многочисленными ограничивающими транскрип-
цию механизмами отрицательной обратной связи 
[6]. Благодаря данным свойствам, усиление экс-
прессии c-fos рассматривается в современной ли-
тературе как перспективный биомаркер стресса, 
отражающий к тому же интенсивность клеточного 
стресса и провоспалительный статус [4]. В послед-
нее время предпринимаются попытки использо-
вать этот инструмент для оценки выраженности 
стресс-ассоциированных и психиатрических забо-
леваний, лекарственных и наркотических аддикций, 
а также эффективности терапевтических стратегий. 
К недавним успехам данного направления следует 
отнести результаты исследования Teyssier (2013), 
касающиеся способности транскраниальной маг-
нитной стимуляции угнетать экспрессию c-fos моно-
нуклеарными лейкоцитами пациентов, страдающих 
большим депрессивным расстройством [4].

Результаты настоящей работы согласуют-
ся с выводами предшествующих исследований, 
демонстрирующих антистрессорные эффекты 
ТЭС-терапии, в частности, способность данного 
лечебного метода предупреждать и подавлять ги-
перактивацию важнейших стресс-респонсивных 
центров мозга – кортиколиберин-продуцирующих 
нейронов гипоталамуса и префронтальной коры 
[1, 2]. Показанное в данной работе значительное 
снижение экспрессии c-fos в мононуклеарных 
лейкоцитах животных основной группы отража-
ет системный благоприятный характер действия 
ТЭС-терапии.

Заключение
В настоящей работе продемонстрирована воз-

можность коррекции ТЭС-терапией стресс-инду-
цированных нарушений экспрессии c-fos монону-
клеарными лейкоцитами крыс. Это закладывает 
теоретический фундамент для дальнейших экспе-
риментальных и клинических исследований с ис-
пользованием c-fos в качестве инструмента более 
тонкого изучения антистрессорных механизмов 
действия ТЭС-терапии.
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