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ЭФФЕКТЫ ВНУТРИГИПОТАЛАМИЧЕСКОГО ВВЕДЕНИЯ ИНГИБИТОРОВ  
И МИМЕТИКОВ МИКРОРНК НА БИОМАРКЕРЫ ПЛАЗМЫ КРОВИ  
ПРИ СТАРЕНИИ У КРЫСЫ
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INFLUENCES OF INTRAHYPOTHALAMIC ADMINISTRATION  
OF MICRORNA INHIBITORS AND MIMETICS ON BLOOD PLASMA 
BIOMARKERS WITH AGING OF THE RAT
Masliukov P. M., Porseva V. V., Anfimova P. A.,  
Pankrasheva L. G., Baranov A. A., Levshin N. Yu., Moiseev K. Yu.
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Определялись эффекты ингибиторов и миметиков микроРНК let-7a, miR-9a, miR-132, miR-218a при их инъекции в 
дорсомедиальное ядро гипоталамуса (ДМЯ) на показатели плазмы крови (С-реактивного белка (СРБ), миоглобина, 
гормона роста и тестостерона) у самцов крыс в возрасте 3 и 24 месяцев. У 24-месячных контрольных крыс уровень 
СРБ был достоверно увеличен, а уровень миоглобина был уменьшен относительно показателей 3-месячных крыс. 
Инъекция ингибиторов микроРНК вызывала уменьшение содержания СРБ и снижение содержания миоглобина, а 
введение миметиков микроРНК приводило к обратным эффектам. Не обнаружено достоверных различий по содер-
жанию соматотропного гормона и тестостерона между контрольными и опытными группами, а также между 3- и 
24-месячными крысами.
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Гипоталамус является важнейшим центром 
поддержания гомеостаза и регуляции дея-
тельности эндокринной системы, участвую-

щим в регуляции морфогенеза, биологических 
ритмов, полового поведения и обмена веществ. 
Есть данные об участии гипоталамуса в механиз-
мах старения [1–3]. 

Обнаружено, что в медиальной группе ядер ги-
поталамуса с возрастом изменяется экспрессия 
кальций-связывающих белков, NO синтазы, а также 
снижается частота импульсации нейронов [4–6]. При 
этом важная роль в регуляции старения отводится 
дорсомедиальному ядру гипоталамуса (ДМЯ), ко-
торое принимает участие в контроле метаболизма 
и, наряду с супрахиазмальным ядром, в регуляции 
ритмической деятельности [1, 7]. В осуществлении 
этих процессов доказано участие экзосомальных ми-
кроРНК [8]. Было доказано, что при старении в ДМЯ 
снижается уровень таких микроРНК, как let-7a, miR-9, 
miR-132, miR-218, преимущественно у самцов [9]. 

При старении изменяются биохимические показа-
тели крови. Литературные данные свидетельствуют, 
что у крыс при старении в плазме снижается содер-
жание миоглобина, тестостерона и соматотропного 
гормона, повышается уровень С-реактивного белка 
(СРБ) [10–12].

Целью исследования явилось определение вли-
яния ингибиторов и миметиков микроРНК let-7a-5p, 
miR-9a-3p, miR-132-3p, miR-218a-5p при их введе-
нии в дорсомедиальное ядро гипоталамуса (ДМЯ) на 
маркеры возрастных изменений в плазме крови у мо-
лодых и старых самцов крыс. 

Материал и методы. Работа выполнена на сам-
цах (n=49) крыс Вистар в возрасте 3 месяцев (n=22, 
молодые) и 24 месяцев (n=27, старые) в соответствии 
с протоколом Этического комитета медицинского 
университета. Эвтаназию животных осуществляли 
под уретановым наркозом (3 г/кг, внутрибрюшинно).

Для каждого возраста были сформированы 
2  опытные и 2 контрольные группы. В первой опыт-
ной группе крысам в дорсомедиальное ядро гипота-
ламуса (ДМЯ) с использованием стереотаксической 
методики с двух сторон инъецировали смесь инги-
биторов микроРНК (анти-let-7a-5p, анти-miR-9a-3p, 
анти-miR-132-3p, анти-miR-218a-5p, Формула Гена, 
Россия), во второй  – смесь агонистов микроРНК 

let-7a-5p, miR-9a-3p, miR-132-3p, miR-218a-5p 
(mirVana™, ThermoFisher Scientific) в концентрации 
200 пМоль. В первой контрольной группе произво-
дили введение стерильной искусственной спинно-
мозговой жидкости (СМЖ), во второй  – микроРНК с 
бессмысленной последовательностью в качестве от-
рицательного контроля, в том же объеме, что и опыт-
ным группам.

Сразу после стереотаксического введения препа-
ратов в ДМЯ из вены хвоста забирали 0,5 мл крови. 
Окончательный забор крови проводили из камеры 
сердца спустя 60 суток, после эвтаназии. Кровь со-
брали в пробирку, обработанную гепарином, центри-
фугировали в течение 9 минут при 4000 оборотов в 
минуту. Определяли уровень СРБ, миоглобина, гор-
мона роста, тестостерона в плазме крови при помо-
щи иммуноферментного анализа в соответствии с 
протоколом производителя. Оптическую плотность 
в лунках планшета измеряли с помощью планшет-
ного спектрофотометра Immunochem 2100 (High 
Technology, США) на длине волны 450 нм.

Математическая обработка данных проведена 
с использованием пакетов прикладных программ 
Sigma Plot (StatSoft, USA). Все величины представле-
ны как средняя арифметическая ± ошибка среднего 
(М±m). Достоверность различий средних величин 
определяли с использованием однофакторного дис-
персионного анализа (ANOVA) с коррекцией Бон-
феррони. Достоверными считали различия при  
р<0,05.

Результаты и обсуждение. Инъекция инги-
биторов микроРНК в ДМЯ 24-месячным животным 
вызывала выраженную гибель крыс по сравнению 
с контролем, а также в сравнении с более моло-
дыми животными. Из 22 молодых 3-месячных крыс 
(11 опытных и 11 контрольных) погибли 1 опытный и 
1  контрольный. В группе из 27 старых 24-месячных 
крыс (16 опытных и 11 контрольных) умерли 6 опытных 
и только 1 контрольный. Среди 10 крыс с введением 
ингибиторов погибли 5, а из 6 с инъекцией агонистов 
микроРНК погиб только 1. В связи с этим возникла 
необходимость увеличить количество животных в 
опытной группе старых крыс, которым вводились ин-
гибиторы микроРНК, для получения адекватного ко-
личества выживших животных (5) при последующей 
статистической обработке результатов. 

The effect of let-7a-5p, miR-9a-3p, miR-132-3p, miR-218a-5p microRNA inhibitors and mimetics, when administered 
into the dorsomedial nucleus of the hypothalamus (DNA), on markers of age-related changes in blood plasma in 3-month-old 
and 24-month-old male rats was studied. In 24-month-old control rats, the content of C-reactive protein (CRP) increased, 
and the level of myoglobin decreased compared to 3-month-old animals. With the introduction of miRNA inhibitors, the level 
of CRP significantly increased, and the content of myoglobin decreased, and the introduction of miRNA mimetics led to the 
reverse changes. We did not find significant differences in the content of somatotropic hormone and testosterone between 
the control and experimental groups as well as between 3-month-old and 24-month-old animals.

Keywords: hypothalamus, aging, microRNA, blood plasma biomarkers
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ДМЯ – дорсомедиальное ядро гипоталамуса 
СМЖ – спинномозговая жидкость

СРБ – С-реактивный белок
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У 3-месячных крыс масса тела находилась в диа-
пазоне от 250±11 до 276±8 г, различия между опыт-
ными и контрольными группами не были достоверны-
ми (p>0,05, табл. 1). Данный параметр у 24-месячных 
старых крыс при применении ингибиторов микроРНК 
достоверно увеличивался по сравнению с контролем 
(p<0,05). Введение агонистов микроРНК не вызыва-
ло достоверных изменений массы тела в сравнении с 
контрольной группой (p>0,05).

Таблица 1
Вес крыс (г) в контрольных и опытных группах  

(при введении ингибиторов или агонистов микроРНК) 

Воз-
раст

Кон-
трольная 
группа 
(СМЖ)

Контроль-
ная  

группа  
(микроРНК)

Опытная 
группа  

(ингиби- 
торы  

микроРНК)

Опытная 
группа 

(агонисты 
микроРНК)

3 ме-
сяца

250±11 252±10 265±10 272±8

24 ме-
сяца

397±16 400±17 457±23* 411±18

Примечание. Здесь и далее в контрольной группе 1 вво-
дилась стерильная искусственная спинномозговая жидкость 
(контрольная группа СМЖ), во второй контрольной группе – 
микроРНК с бессмысленной последовательностью как отри-
цательный контроль (контрольная группа микроРНК).

*Достоверные отличия по сравнению с контрольными 
группами (p<0,05).

У 3-месячных крыс не было достоверных измене-
ний между опытной и контрольной группами по со-
держанию СРБ (p>0,05, табл. 2). У 24-месячных крыс 
в контроле СРБ был достоверно выше по сравнению 
с молодыми животными, а при введении ингибиторов 
микроРНК достоверно увеличивался по сравнению 
с контрольной группой (p<0,001). При введении ми-
метиков микроРНК у старых животных уровень СРБ 
снижался до 23±5,1 нг/мл, однако эти различия не 
были достоверны в сравнении с контрольной группой 
(p>0,05).

Таблица 2
Содержание С-реактивного белка (нг/мл)  

в контрольных группах и в опытных группах  
(при введении ингибиторов или агонистов микроРНК)

Воз-
раст

Кон-
трольная 
группа 
(СМЖ)

Контроль-
ная  

группа  
(микроРНК)

Опытная 
группа 

(ингиби-
торы  

микроРНК)

Опытная 
группа 

(агонисты 
микроРНК)

3 ме-
сяца

12±2,5 11±1,9 11±1,5 13±2,7

24 ме-
сяца

27±4,8 31±4,1 93±11,6* 23±5,1

*Достоверные отличия по сравнению с контрольными 
группами (p<0,001).

Уровень миоглобина у 3-месячных крыс не от-
личался в опытной и контрольной группах (p>0,05, 
табл. 3). У 24-месячных крыс в контроле содержание 
миоглобина в плазме было меньше по сравнению с 
молодыми животными (p<0,05). Инъекция ингиби-

торов микроРНК приводила к снижению содержания 
миоглобина по сравнению с контролем (p<0,001). 
При введении агонистов микроРНК у 24-месячных 
животных уровень миоглобина достоверно возрастал 
в сравнении с контрольной группой и опытной с вве-
дением ингибиторов микроРНК в этом возрасте. 

Таблица 3
Содержание миоглобина (нг/мл) в контрольных 

группах и в опытных группах (при введении 
ингибиторов или агонистов микроРНК) 

Воз-
раст

Кон-
трольная 
группа 
(СМЖ)

Контроль-
ная  

группа  
(микроРНК)

Опытная 
группа  

(ингиби- 
торы  

микроРНК)

Опытная 
группа 

(агонисты 
микроРНК)

3 ме-
сяца

200±21,3 226±18,5 216±21,5 199±18,1

24 ме-
сяца

141±22,6 151±25,1 48±9,3* 188±17,3

*Достоверные отличия по сравнению с контрольными 
группами (p<0,001).

Содержание гормона роста значительно варьи-
ровало – от 13,3 до 256,7 нг/мл, а тестостерона – от 
0,9 до 3,4 нмоль/л в опытной и контрольной группах 
в обоих возрастах без достоверных различий между 
группами (p>0,05).

Полученные результаты подтверждают имеющи-
еся литературные данные о возрастных изменениях 
таких параметров плазмы крови, как СРБ и миогло-
бин в контроле [10, 11]. Увеличение с возрастом со-
держания СРБ свидетельствует об активации воспа-
лительных процессов при старении [13]. В отличие от 
ряда работ [11, 12], мы не обнаружили достоверных 
изменений тестостерона и гормона роста при старе-
нии в контроле у крыс, что связано с достаточно боль-
шим разбросом этих показателей в пределах каждой 
группы. 

МикроРНК let-7 участвует в регуляции пролифера-
ции клеток, а также обмена веществ, воздействуя на 
компоненты инсулинового сигналинга [14]. Уровень 
экспрессии miR-9 нарушается при нейродегенера-
тивных расстройствах, в частности подавляется при 
болезни Альцгеймера [15]. Старение связано с вос-
палением гипоталамуса через активацию пути NF-κB 
[1, 16]. При этом miR-218 участвует в ингибировании 
пути провоспалительного ядерного фактора κB, об-
ладает противоопухолевым эффектом [17, 18], а miR-
132 может способствовать противовоспалительным 
ответам [19]. 

Заключение. Таким образом, введение ингиби-
торов микроРНК let-7a-5p, miR-9a-3p, miR-132-3p, 
miR-218a-5p в ДМЯ на фоне их снижения с возрастом 
в этом ядре увеличивает риск смерти и ухудшает со-
держание маркеров возрастных изменений у самцов 
крыс. Введение агонистов микроРНК приводило к об-
ратным результатам.
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РНФ (грант 19-15-00039).

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов. 
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