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Цель работы – сравнить нейропротекторное действие преинкубации первичной культуры клеток коры больших полушарий 
мозга крысы с кардиотоническими стероидами (КТС), уабаином и буфалином, в условиях глюкозо-кислородной депривации 
(ГКД), а также исследовать запуск внутриклеточных сигнальных каскадов, способных влиять на жизнеспособность нейронов. 
Материал и методы. Для моделирования 4-часовой ГКД с 20-часовой реоксигенацией использовали 10–12-дневную 
первичную культуру нейронов коры больших полушарий мозга крысы. Уабаин и буфалин в концентрациях 10 и 100 нМ вносили 
за 30 мин до начала ГКД. Окислительный стресс (ОС) вызывали при помощи 24-часовой инкубации культуры с 20 мкМ 
ротеноном. Жизнеспособность культуры после эксперимента оценивали при помощи MTT-теста. Оценку активации киназы Akt 
проводили по соотношению фосфорилированной и общей формы Akt при помощи вестерн блоттинга.  
Результаты. Установлено, что уабаин в концентрациях 10 и 100 нМ, в отличие от буфалина, защищал клетки от гибели при 30-
минутной преинкубации культуры. При этом в данном исследовании уабаин не защищал нейроны от гибели при индукции ОС 
ротеноном. Уабаин, в отличие от буфалина, вызывал активацию киназы Akt. 
Выводы. Уабаин, но не буфалин, оказывает нейропротекторное действие в условиях ГКД. При этом уабаин не защищает 
нейроны от прямой индукции ОС. Нейропротекторный эффект уабаина, вероятно, связан с тем, что он, в отличие от буфалина, 
активирует киназу Akt. 
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Уабаин, принадлежащий к классу кардиото-
нических стероидов (КТС), являющихся специфи-
ческими ингибиторами Na,K-АТФазы, при раз-
личных условиях способен проявлять как нейро-
токсическое, так и нейропротекторное действие. 
Концентрации уабаина выше 1 мкМ вызывают ги-
бель клеток в первичных культурах нейронов кры-
сы [1]. В то же время в меньших концентрациях 

уабаин способен оказывать нейропротекторное 
действие в модели эксайтотоксического стресса, 
вызываемого НМДА в первичной культуре клеток 
коры больших полушарий мозга крысы [2]. Пре-
инкубация с уабаином также уменьшает гибель 
нейронов в других моделях [3, 4]. Как нейроток-
сический, так и нейропротекторный эффекты уа-
баина связаны с внутриклеточными сигнальными 
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каскадами, которые запускаются при его специфи-
ческом связывании с Na,K-АТФазой.  

Ранее было показано, что вызываемая уа-
баином гибель нейронов в первичной культуре 
клеток мозжечка крысы обусловлена долговре-
менной активацией киназы ERK1/2 [1]. Наномо-
лярные концентрации уабаина, активируя другие 
внутриклеточные сигнальные каскады, защищают 
нейроны в культуре от эксайтотоксического стрес-
са [5], однако на данный момент эти сигнальные 
механизмы не описаны подробно. Известно, что 
уабаин способен активировать киназу Akt (PKB) в 
культуре нейробластомы человека [6]. Активация 
Akt связана с реализацией защитных механизмов в 
нейронах при окислительном стрессе (ОС) [7] и 
ишемии головного мозга [8]. Таким образом, мо-
дуляция работы Na,K-АТФазы, а также сами КТС 
могут в перспективе быть использованы для раз-
работки подходов к нейропротекции при ишемии 
головного мозга. При этом сигнальный ответ 
клетки на различные КТС может существенно 
различаться [9].  

Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я  – оценка 
нейропротекторного действия двух КТС – уабаина 
и буфалина – в условиях глюкозо-кислородной 
депривации (ГКД) как модели ишемии головного 
мозга in vitro, а также исследование различий в за-
пуске внутриклеточных сигнальных каскадов, 
способных влиять на жизнеспособность нейронов 
первичной культуры коры больших полушарий 
мозга крысы. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
Получение первичной культуры клеток 

коры головного мозга крысы. Первичную куль-
туру клеток коры больших полушарий мозга кры-
сы получали из мозга 18-дневных эмбрионов крыс 
линии Wistar согласно ранее описанному протоко-
лу [9]. Культуры содержали в СО2-инкубаторе 
(«SHEL LAB», США) при 37 °С, 90% влажности, 
5% CO2 в течение 10–12 дней в 96-луночных и 6-
луночных планшетах до проведения эксперимен-
тальных процедур. 

Экспериментальные процедуры. Для моде-
лирования условий ишемии/реперфузии на пер-
вичной культуре клеток коры больших полушарий 
мозга крысы использовали 4-часовую ГКД с по-
следующей 20-часовой реоксигенацией. Экспери-
менты проводили в 96-луночных планшетах на 
12–14 день после посадки. Перед началом ГКД 
культуральную среду заменяли на искусственную 

цереброспинальную жидкость (иЦСЖ), не содер-
жащую глюкозы (125 мМ NaCl, 26 мМ NaHCO3,  
4 мМ KCl, 1,25 мМ NaH2PO4, 1,2 мМ MgCl2, 2 мМ 
CaCl2). В контрольных (нормоксических) планше-
тах иЦСЖ содержала 25 мМ глюкозы. Уабаин и 
буфалин в концентрациях 10 и 100 нМ вносили в 
иЦСЖ за 30 мин до начала ГКД. Затем планшеты 
из групп гипоксии (без КТС, с добавлением 10 нМ 
уабаина/буфалина и 100 нМ уабаина/буфалина; 
N=12 для каждой группы) помещали на 4 ч в гипо-
ксическую камеру New Brunswick Galaxy 48 R 
(«Eppendorf», Германия) при 1% O2, 5% CO2, 37 °С, 
90% влажности. Планшеты из групп нормоксии 
(без КТС, с добавлением 10 нМ уабаина/буфалина 
и 100 нМ уабаина/буфалина; N=12 для каждой 
группы) содержали в клеточном инкубаторе при 
атмосферной концентрации O2, 5% CO2, 37 °С, 
90% влажности. Через 4 ч заменяли иЦСЖ на 
культуральную среду Neurobasal Medium с добав-
лением 100 ЕД/мл пенициллин-стрептомицина, 
1% GlutaMax и бессывороточной добавки B-27 без 
антиоксидантов («ThermoFisher Scientific», США) 
и инкубировали планшеты в течение 20 ч в кле-
точном инкубаторе при атмосферной концентра-
ции O2, 5% CO2, 37 °С, 90% влажности. После это-
го проводили оценку жизнеспособности клеток в 
культуре при помощи МТТ-теста. 

Для индукции окислительного стресса внутри 
нейронов был использован ротенон в концентра-
ции 20 мкМ. 10 нМ. Уабаин в количестве 100 нМ 
и 1 мкМ вносили в культуральную среду за 30 мин 
до добавления ротенона (N=12 для каждой из 
восьми групп: без уабаина, с добавлением 10 нМ, 
100 нМ и 1 мкМ уабаина – в присутствии и в от-
сутствии 20 мкМ ротенона). Через 24 ч жизнеспо-
собность культуры оценивали при помощи МТТ-
теста. 

МТТ-тест. Оценка жизнеспособности клеток 
проводилась в 96-луночных планшетах с помощью 
МТТ-теста согласно ранее описанному протоколу 
[1]. Метод основан на восстановлении живыми 
клетками желтого 3-(4,5-диметил-2-тиазолил)-2,5-
дифенил-2H-тетразолия бромида (МТТ) в синий 
формазан и характеризует восстановительный по-
тенциал цитоплазмы клеток. 

Вестерн-блоттинг. Вестерн-блоттинг был 
использован для оценки изменения активации 
(уровня фосфорилирования) киназы Akt в лизатах 
культуры после 1 ч инкубации клеток с уабаином 
и буфалином по сравнению с интактными клетка-
ми (N=6 для каждой группы). В культуральную 
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среду добавляли кардиотонические стероиды в ко-
нечной концентрации 1 мкМ. Процедура вестерн-
блоттинга проводилась согласно ранее описанному 
протоколу [1]. Оценивалось соотношение интен-
сивности люминесценции полос фосфорилирован-
ной формы киназы к интенсивности люминесцен-
ции полос общей формы киназы. Были использова-
ны первичные антитела к p-Akt, Akt («Cell Signaling 
Technology», США) и GAPDH («Santa Cruz 
Biotechnology», США), а также вторичные антитела 
anti-rabbit («Santa Cruz Biotechnology», США) и 
anti-mouse («Cell Signaling Technology», США), 
конъюгированные с пероксидазой хрена. 

Статистическая обработка данных. Анализ 
полученных данных проводили в программе 
GraphPad Prism 7. Для оценки нормальности рас-
пределения в выборке применяли тест Шапиро–
Вилка. Для множественных сравнений с двумя 
факторами использовали двусторонний анализ 
дисперсии и метод множественного сравнения 
Сидака (данные МТТ-теста) (N=12 для каждой 
группы), для множественных сравнений с одним 
фактором – односторонний анализ дисперсии и 
метод множественного сравнения Сидака (данные 
вестерн-блоттинга) (N=6 для каждой группы). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Действие уабаина и буфалина на жизне-

способность культуры в условиях глюкозо-
кислородной депривации. Уабаин и буфалин в 
концентрациях 10 и 100 нМ не вызывали измене-
ний жизнеспособности культуры в условиях нор-
моксии (рис. 1,а,б). В условиях ГКД в экспери-
менте с уабаином жизнеспособность культуры 
снижалась на 53±2% (p<0,0001, t=11,18) по срав-
нению с нормоксией (рис. 1,а). Преинкубация 
культуры с 10 нМ уабаином вызывала увеличение 
жизнеспособности культуры в условиях ГКД на 
12±4% (p=0,0111, t=3,06), а с 100 нМ уабаином – 
на 10±2% (p=0,0496, t=2,48) (рис. 1,а). В условиях 
ГКД в эксперименте с буфалином жизнеспособ-
ность культуры снижалась на 48±1% (p<0,0001, 
t=14,27). Преинкубация культуры с 10 и 100 нМ 
буфалином не повлияла на жизнеспособность 
культуры в условиях ГКД (рис. 1,б). 

Таким образом, преинкубация культуры с уа-
баином в нетоксических концентрациях способна 
защитить нейроны от гибели, вызываемой ГКД с 
последующей реоксигенацией. Буфалин, несмотря 
на его способность специфически связываться с 
Na,K-АТФазой, не оказывал подобного эффекта. 

Ранее было показано, что гибель нейронов при 
ишемии связана с эксайтотоксическими механиз-
мами [10], а уабаин защищает нейроны от эксай-
тотоксического действия НМДА [2]. В свою оче-
редь стоит сказать, что 1 мкМ уабаин вызывает 
уменьшение активности Na,K-АТФазы в микро-
сомальной фракции больших полушарий мозга 
крысы на 27,0±2,0%, в то время как 1 мкМ буфа-
лин – на 74,4±1,3% [9]. Можно предположить, что 
нейропротекторные свойства КТС при ГКД 
напрямую не связаны с константами ингибирова-
ния фермента, но зависят от сигнальных каскадов, 
которые они активируют внутри нейронов. Было 
сделано предположение, что уабаин и буфалин 
могут по-разному влиять на активацию связанных 
с эксайтотоксическим стрессом внутриклеточных 
сигнальных каскадов. Также известно, что гибель 
нейронов при ишемии после реоксигенации связа-
на с развитием ОС [11]. В связи с этим был по-
ставлен вопрос о том, может ли преинкубация с 
уабаином защитить нейроны от действия индукто-
ра ОС ротенона. 

 
а) 

 
б) 

Рис. 1. Влияние 10 и 100 нМ уабаина (а) и буфалина (б) на 
жизнеспособность первичной культуры клеток коры больших 
полушарий мозга крысы в условиях нормоксии и ГКД (данные 
представлены как средние значения ± SEM, N=12, * – p<0,05; 
*** – p<0,001) 
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Влияние уабаина на жизнеспособность 
культуры при индукции ОС ротеноном. Как 
видно из рис. 2, 20 мкМ ротенон после 24 ч инку-
бации вызывал снижение жизнеспособности куль-
туры на 44±2% относительно интактных клеток 
(p<0,0001, t=9,73). Внесение уабаина, как совмест-
но с ротеноном, так и без него, не оказывало влия-
ния на жизнеспособность культуры во всех иссле-
дуемых концентрациях. 

 
Рис. 2. Влияние 10 нМ, 100 нМ и 1 мкМ уабаина на жизнеспособ-
ность первичной культуры клеток коры больших полушарий мозга 
крысы при индукции ОС 20 мкМ ротеноном (данные представлены 
как средние значения ± SEM, N=12, *** – p<0,001) 

 
Рис. 3. Влияние 1 мкМ уабаина и 1 мкМ буфалина на актива-
цию киназы Akt при 1 ч инкубации в первичной культуре кле-
ток коры больших полушарий мозга крысы (данные представ-
лены как средние значения ± SEM, N=6, *** – p<0,001; пред-
ставлены репрезентативные фотографии соответствующих по-
лос на мембране) 

Таким образом, можно заключить, что 30-
минутная преинкубация с уабаином не защищает 
нейроны в культуре от ОС, индуцированного ро-
теноном. Согласно данным литературы, более 
длительная преинкубация с уабаином может ока-
зывать нейропротекторный эффект в условиях ОС 
[3]. При этом в исследованиях, посвященных изу-
чению нейропротекторного действия уабаина в 
условиях эксайтотоксического стресса, вызывае-
мого НМДА, не требовалось длительной преинку-
бации культур нейронов с уабаином [2]. Можно 
предположить, что данные эффекты связаны с 
разными сигнальными механизмами. 

Активация киназы Akt в культуре при 
действии уабаина и буфалина. Было проведено 
сравнение действия уабаина и буфалина в концен-
трации 1 мкМ на активацию киназы Akt в культу-
ре клеток коры больших полушарий мозга крысы 
после 1 ч инкубации. 

Как видно из рис. 3, уровень активации кина-
зы Akt в культуре после 1 ч инкубации с 1 мкМ 
уабаином повышается в 2,93±0,20 раза (p<0,0001, 
t=9,48). Буфалин в количестве 1 мкМ при тех же 
условиях инкубации не оказывает влияния на ак-
тивацию Akt. Данный факт, во-первых, дает осно-
вание предполагать, что нейропротекторное влия-
ние уабаина в условиях ГКД может быть связано с 
активацией Akt, поскольку его нейропротектор-
ный эффект в моделях ишемии и ОС опосредован 
активацией Akt [7, 8], во-вторых, подтверждает 
литературные данные о том, что разные КТС, хотя 
и связываются с Na,K-АТФазой, могут запускать 
различные сигнальные каскады в нейронах [9, 12]. 
Активация Akt, в свою очередь, связана с вызыва-
емой уабаином активацией PI3K в нейронах [8], в 
то время как уабаин способен вызывать активацию 
PLC/IP3/PI3K пути [13, 14]. Вопрос о том, почему 
данный сигнальный путь в нашей модели не за-
пускается буфалином, остается открытым, в то 
время как в опухолевых клетках буфалин вызыва-
ет апоптоз именно через активацию PI3K/Akt пути 
[15]. Можно предположить, что в разных типах 
клеток различается влияние связывания КТС с 
Na,K-АТФазой на активность взаимодействующих 
с ней белков-партнеров. 

ВЫВОДЫ 
1. Уабаин, в отличие от буфалина, обладает 

нейропротекторным действием в услови-
ях ГКД. В то же время уабаин не защища-
ет нейроны от прямой индукции ОС роте-
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ноном. Нейропротекторный эффект уа-
баина, вероятно, связан с тем, что он, в 
отличие от буфалина, активирует киназу 
Akt.  

2. В целом полученные новые данные о 
нейропротекторном действии уабаина 
расширяют представление о том, как вы-
зываемая КТС через связывание с Na,K-
АТФазой активация сигнальных каскадов 
может влиять на жизнеспособность 
нейронов в условиях моделирования 
ишемии головного мозга с помощью ГКД. 
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Objectives: The objective of this project was the comparison of neuroprotective effects of the cardiotonic steroids (CTS) ouaba-
in and bufalin in a primary culture of rat cortical neurons in conditions of glucose-oxygen deprivation. In addition, investigation of the 
activation of intracellular singnaling cascades associated with the viability of rat cortical neurons in a primary culture was conducted.  

Material and methods: Modeling of 4-hour glucose-oxygen deprivation, followed by a 20-hour re-oxygenation, was performed 
on a primary culture of rat cortical neurons (10-12 days in vitro). Ouabain and bufalin in concentrations of 10 nM and 100 nM were 
administrated 30 min before glucose-oxygen deprivation. Oxidative stress was induced through a 24-hour long incubation of the cul-
ture with 20 mkM rotenone. Viability of the culture after the experimental procedures was evaluated using the MTT-test. The level of 
Akt kinase activation was evaluated by comparing the ratio of phosphorylated Akt protein to total protein of the Akt kinase using 
Western Blot.  

Results: 30-minute preincubation with 10 nM and 100 nM ouabain, unlike bufalin, protected neurons from death. At the same 
time, ouabain did not prevent neuronal death when oxidative stress was induced using 20 mkM rotenone. Unlike bufalin, ouabain 
caused an increase in Akt kinase activation.  

Conclusion: Ouabain, but not bufalin, has a neuroprotective effect in conditions of glucose-oxygen deprivation. Simultaneously, 
in our experiments ouabain does not have a neuroprotective effect under direct induction of oxidative stress. The neuroprotective ef-
fect of ouabain is likely due to its ability to activate the Akt kinase, which bufalin does not do. 

Key words: ouabain, bufalin, ischemia, oxidative stress, Akt. 
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