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Введение. В современном мире проблема инсультов постепенно выходит на лидирующие позиции .  Отсутствие эффек-
тивных медикаментозных методов коррекции острого нарушения мозгового кровообращения приводит к необходимо-
сти поиска новых препаратов с нейропротекторным потенциалом, способных если не предотвратить, то значимо миними-
зировать последствия и тяжесть ишемического инсульта . Цель исследования – оценка влияния различных доз хлорида 
лития на фосфорилирование GSK-3β и выживаемость животных на модели ишемического инсульта .  
Методика. В исследовании были использованы беспородные крысы – самцы, разделённые на 5 групп: ложноопериро-
ванные (n=9), контрольная группа (ишемический инсульт с введением раствора NaCl 0,9% в объеме, эквивалентном вво-
димым лекарственным средствам в других группах, n=5), и группы с введением хлорида лития в дозах 4,2 мг/кг (n=5), 21 
мг/кг (n=5) и 63 мг/кг (n=5) . Ишемический инсульт моделировали по методу Лонга . По истечении 7 сут от начала экспери-
мента животные подвергались гуманной эвтаназии с извлечением головного мозга и дальнейшим определением уровня 
фосфорилированной формы GSK-3β (p-GSK-3β) методом вестерн-блоттинга . Нейропротекторный эффект солей лития реа-
лизуется благодаря прямому ингибированию ключевой киназы аптотического механизма клеточной сигнализации – гли-
коген-синтазы киназы-3β (GSK-3β) с переводом её в фосфорилированую форму (p-GSK-3β) . На 7-е сут также был проведен 
анализ показателей летальности в группах . Для множественных сравнений рассчитывали критический уровень значимо-
сти при использовании поправки Бонферрони . 
результат. Хлорид лития в дозе 4,2 мг/кг оказывал минимальное влияние как на уровень p-GSK-3β (p=0,8), так и на леталь-
ность по отношению к контрольной группе (p>0,017) . Доза 21 мг/кг, в свою очередь, значимо повышала уровень p-GSK-3β 
(p=0,008), но не снижала летальность (p>0,017) по отношению к группе контроля . При использовании дозировки 63 мг/
кг уровень p-GSK-3β был максимально приближен к группе ложнооперированных животных (p=0,007), а летальность на  
7 сут была значимо ниже (p>0,017) .
заключение. Хлорид лития обладает отчётливым дозозависимым нейропротекторным эффектом . Нейропротекторный эффект 
солей лития реализуется благодаря прямому ингибированию ключевой киназы аптотического механизма клеточной сигна-
лизации – гликоген-синтазы киназы-3β (GSK-3β) с переводом её в фосфорилированую форму (p-GSK-3β)  Реализация нейро-
протекторного эффекта данного препарата потенциально способна улучшить прогнозы течения ишемического инсульта . 
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Background. Ischemic stroke is becoming a major medical concern worldwide . Reasons for this include the aging population, 
which experiences an increasing frequency of cardiovascular problems . Additionally, social factors, e .g ., smoking, fatigue, sub-
stance abuse, lead to strokes in young and middle-aged people . The lack of effective medical methods for correcting acute cere-
bral circulatory disorders underscores the need for new drugs whose neuroprotective potential can prevent or significantly mini-
mize the consequences and severity of ischemic stroke . aim. To evaluate the effect of different doses of lithium chloride on GSK-3ß 
phosphorylation and on animal survival in a model of ischemic stroke . 
Methods. 29 male rats were divided into five groups: Sham-operated (n=9); control, ischemic stroke with administration of a 
volume of 0 .9% NaCl solution equivalent to the volume of the administered drugs in other groups (n=5); and groups with admin-
istration of lithium chloride at doses of 4 .2 mg/kg (n=5), 21 mg/kg (n=5), and 63 mg/kg (n=5) . Ischemic stroke was produced by 
the Long method . After 7 days, the animals were subjected to humane euthanasia . The brain was excised, and the phosphory-
lated form of GSK-3β (p-GSK-3β) was measured by Western blotting . The neuroprotective effect of lithium salts occurs due to a 
direct inhibition of the key kinase of the apoptotic mechanism of cell signaling, glycogen-synthase kinase (GSK-3β), that is trans-
formed into a phosphorylated form .  Also, the group mortality rates were analyzed on day 7 . For multiple comparisons, a critical 
level of significance was calculated using the Bonferroni correction .  
results. Lithium chloride, 4 .2 mg/kg, had a minimal effect on both p-GSK-3ß (p=0 .8) and mortality compared to the control group 
(p>0 .017) . A dose of 21 mg/kg significantly increased p-GSK-3ß (p=0 .008), but did not reduce mortality (p>0 .017), relative to the 
control group . At a dose of 63 mg/kg, p-GSK-3ß was similar to that of the sham operated animals (p=0 .007), and the mortality on 
day 7 was significantly lower (p>0 .017) . 
conclusion. Lithium chloride produces a dose-dependent, neuroprotective effect . This protective effect occurs due to a direct 
inhibition of the key kinase of the apoptotic mechanism of cell signaling, glycogen-synthase kinase (GSK-3β), that is transformed 
into a phosphorylated form . This neuroprotection is potentially able to improve the prognosis of ischemic stroke .
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Введение

Ишемический инсульт, наряду с другими цере-
бро-васкулярными заболеваниями, последнее время 
начинает занимать одно из лидирующих мест в струк-
туре причин как смертности, так и инвалидизации 
пациентов всех возрастов [1, 2]. Поиск эффективных 
методов лечения инсульта на ранних этапах является 
приоритетным в рамках минимизации последствий це-
ребральной ишемии [3].

Препараты лития были одобрены к применению 
ещё в 1970 г. [4], что позволило накопить обширный 
клинический опыт его применения. В 2007 г. в работе 
H. Lin и соавт. было отмечено практически двукрат-
ное увеличение риска развития инсультов у пациен-
тов с биполярными расстройствами (2,97% в группе 
психических заболеваний против 1,5% в группе паци-
ентов, перенесших аппендэктомию, p<0,05) [5]. Поз-
же, в статье C. Lan и соавт., в рамках ретроспективно-
го анализа риска инсультов у пациентов с биполярны-
ми расстройствами было отмечено почти двукратное 
снижение частоты инсультов (p <0,05) у пациентов, 
получавших терапию на основе лития (2,8%) по отно-
шению к пациентам, получавших терапию антипсихо-
тическими препаратами и антидепрессантами (5,4%) 
[6]. В экспериментальной работе M. Ren и соавт. [7] 
эффект лития при ишемическом инсульте оценивал-
ся путем сравнения объема поражения в зависимости 
от вводимой дозы препарата. Однако наиболее эф-
фективной оказалась доза 127 мг/кг, что практически 
в 4 раза превышало токсическую концентрацию для 
человека [8]. 

Нейропротекторный эффект солей лития реализу-
ется благодаря прямому ингибированию ключевой ки-
назы аптотического механизма клеточной сигнализа-
ции – гликоген-синтазы киназы-3β (GSK-3β) с пере-
водом её в фосфорилированую форму (p-GSK-3β) [9]. 
В предыдущих работах, однако, не оценивалось влия-
ние различных доз лития на уровень p-GSK-3β в оча-
ге ишемического инсульта, а также и на летальность. 

Учитывая имеющуюся на сегодняшний день ин-
формацию о нейропротекторных эффектах лития, 
а также роли клеточных киназ в патогенезе повреж-

дения тканей головного мозга и была сформулирова-
на цель данного исследования.

Цель исследования – оценка влияния различных 
доз хлорида лития на фосфорилирование GSK-3β и вы-
живаемость животных на модели ишемического ин-
сульта. 

Методика

Исследование выполнено в соответствии с эти-
ческими принципами и нормативными документа-
ми, рекомендованными европейским научным фон-
дом и Хельсинской декларацией о гуманном отноше-
нии к животным. Протокол проведения эксперимента 
утвержден локальным Этическим комитетом ФГБНУ  
НИИОПП. В работе использовались беспородные 
крысы самцы массой 315±11,5 г. С целью моделиро-
вания фокальной ишемии использована классическая 
модель ишемии Лонга [10]. С целью исключения субъ-
ективных предпочтений на формирование экспери-
ментальных групп, распределение животных осущест-
вляли методом модифицированной блочной рандоми-
зации [11]. Все животные, включенные в исследование, 
случайным образом размещались в ячейках блока ран-
домизации (число ячеек блока рандомизации кратно 
числу групп в эксперименте). Далее, пользуясь гене-
ратором случайных чисел, составлялся перечень дан-
ных, включающий номера ячеек с животными и со-
ответствующие им номера групп, куда были помеще-
ны животные [12]. На каждом этапе каждое животное 
было маркировано нанесением перманентного марке-
ра на основание хвоста. В соответствии с нанесённой 
отметкой каждому животному был присвоен индиви-
дуальный номер.

Животные были разделены на 5 групп. Группа I 
(n=9, средняя масса 311,3±12,4 г) состояла из ложно-
оперированных животных, которым был выполнен 
срединный разрез кожи по линии проекции трахеи 
с дальнейшим выделением общей сонной артерии, по-
сле чего рана была послойно ушита и обработана анти-
септиком. Группа II являлась контрольной (n=5, сред-
няя масса 307±11,3 г). Животным выполнялась окклю-
зия среднемозговой артерии с целью моделирования 
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фокальной церебральной ишемии. В данной группе 
на протяжении 7 сут ежедневно однократно внутри-
венно вводился раствор NaCl 0,9% из расчета 1,5 мл/
кг, что было сопоставимо с объёмом вводимого пре-
парата в остальных группах. Группа III (n=5, средняя 
масса 308±12,6 г) – животным после моделирования 
фокальной ишемии однократно ежедневно вводился 
хлорид лития в дозе 4,2 мг/кг внутривенно. В группах 
IV и V  (n=5 в каждой группе, средняя масса 304-308 г)  
животным после окклюзии ежедневно, так же на про-
тяжении 7 сут, однократно внутривенно вводился хло-
рид лития в дозе 21 и 63 мг/кг  соответственно.

В завершающее исследование входили живот-
ные, выжившие в течении 7 сут. Изначально в ка-
ждую группу было включено большее количество 
животных. Исходное количество животных было 
сформировано исходя из поправок на предполагае-
мую летальность. При расчете дозировок хлорида ли-
тия учитывались полученные ранее данные о хрони-
ческой и острой токсичности препарата [8]. В ряде 
работ [13, 14] авторы указывают дозу карбоната ли-
тия 45 мг/кг (1,5 ммоль/кг) как предельно-допусти-
мую. Эквивалентная доза хлорида лития составля-
ет 63 мг/кг, которая и являлась максимальной в рам-
ках проводимого эксперимента. При использовании 
как карбоната лития в дозе 45 мг/кг, так и хлори-
да лития в дозе 63 мг/кг, количество активного ве-
щества (Li) составляет 8,6 мг/кг. Доза хлорида ли-
тия 21 мг/кг была эквивалента 0,5 ммоль/кг, а 4,2 
мг/кг была эквивалентна 0,1 ммоль/кг и взята для 
определения возможности качественной реализа-
ции нейропротекторного эффекта. 

На 7-е сут крысы подверглись гуманной эвтана-
зии с применением диоксида углерода СО2 с последу-
ющим обескровливанием из полостей сердца. Данный 
метод осуществлялся в соответствии с Директивой Ев-
ропейского Парламента и Совета Европейского Сою-
за по охране животных, используемых в научных це-
лях от 22 сентября 2010 г. [15]. 

Вестерн-блоттинг выполнялся по следующей схеме 
[16]. Образцы ткани мозга в количестве 500 мг были за-
браны в перифокальной зоне ишемического инсульта 
у 20 (по 5 образцов из группы контроля, а так же групп 
с введением хлорида лития в дозах 4,2 мг/кг, 21 мг/кг 
и 63 мг/кг) животных, а так же у 9 животных из лож-
нооперированной группы. Определение сигнальной 
киназы было выполнено методом вестерн-блоттинга 
с антителами против p-GSK-3β (все антитела произ-
водства – Cell Signaling, США) на спектрофотометре 
Hitachi-557 (Hitachi Ltd., Япония), с блоттинг-панелью 
SuperSignal West Pico (ThermoFisher, США).

Мозг крыс лизировали в горячем буфере (62,5 
мM Tris-HCl, pH 6,8; 2% SDS; 10% глицерина; 50 мM 
ДТТ, 0,01% бромфенолового синего) в течение 4 мин 
при 94 °С. Белки разделяли в 12%-ном ПААГ и пере-
носили на PVDF-мембраны (Amersham, США). Да-
лее 5% БСА в буфере ТБСТ (25мM Tris pH 7,4, 0,15M 
NaCl, 0,1% Tween20) блокировали сайты неспецифи-
ческого связывания. Затем мембраны инкубирова-
ли в течение ночи при температуре +4 ºC с антитела-
ми в 5% растворе БСА/ТБСТ (антитела против β-ак-
тина, ГАФД, p-38, фосфо-p38, p-ERK1/2, p-GSK-3β, 
все – Cell Signaling, США). Со вторыми антителами 
(против мышиных или кроличьих иммуноглобули-
нов, коньюгированных с пероксидазой хрена и раз-
веденных в 5% растворе БСА/ТБСТ) мембраны ин-
кубировали в течение 1 ч. Визуализацию проводили 
набором SuperSignal West Pico (ThermoFisher, США). 
Для денситометрического анализа использовали про-
грамму ImageJ. Содержание фосфорилированной фор-
мы GSK-3β выражали в условных единицах хемилю-
минесценции (у.е.л).

Для статистического анализа использовали про-
граммы Statistica 10.0 (StatSoft, Inc.) и MedCalc 12.5.0.0 
(MedCalc Software bvba). Описательные статистики 
представлены медианой с межквартильным интерва-
лом (для количественных переменных) и абсолютны-
ми частотами с указанием относительных частот в про-
центах (для категориальных переменных). Межгруппо-
вые различия количественных показателей оценивали 
при помощи H-критерия Краскела–Уоллиса с даль-
нейшим попарным сравнением U-критерием Уитни–
Манна, точный критерий Фишера использован для 
сравнения частот. Различия принимались статисти-
чески значимыми при уровне р<0,05, использованный 
критический уровень значимости при использовании 
поправки Бонферрони для множественных сравнений 
указан в таблицах.

результаты

Исследование показало, что концентрация хло-
рида лития 4,2 мг/кг оказывала минимальное влия-
ние на уровень фосфорилированной формы GSK-3β 
по отношению к контрольной группе. При дозе 21 мг/
кг эффект был более отчетливым, а при введении пре-
парата в дозе 63 мг/кг уровень p-GSK-3β был макси-
мально приближен к группе ложнооперированных 
животных, что свидетельствовало о высоком адаптив-
ном потенциале головного мозга. В контрольной 
группе уровень p-GSK-3β снизился на 69,28% отно-
сительно группы ложнооперированных животных, 
что косвенно позволяет предположить   выраженное 
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ние по отношению к контрольной группе (уровень 
p-GSK-3β был выше на 171%). Полученные результа-
ты позволяют говорить об отчетливом дозозависимом 
влиянии хлорида лития на уровень p-GSK-3β и, как 
следствие, пониженной толерантности к поврежде-
нию при ишемическом инсульте (табл. 1).

Помимо уровня p-GSK-3β нами также оценива-
лась летальность к 7-м суткам с определением значи-
мости полученных различий с использованием точ-
ного критерия Фишера. Различие считалось стати-
стически значимым при p<0,017 (с учетом поправки 
Бонферрони). Полученные результаты представле-
ны в табл. 2.

Обсуждение 

Уровень фосфорилированной формы GSK-3β на-
прямую указывал на реализацию защитного эффек-
та хлорида лития. Данная киназа была открыта еще 
в 1979 г. [17], а её роль в механизмах апоптоза впервые 
была описана в 2000 году, когда была отчётливо показа-
на взаимосвязь ингибирования данного фермента и ги-
бели нейронов [18]. В более поздних работах авторы уже 

снижение адаптивного потенциала в зоне пораже-
ния и, как следствие, увеличение как объёма инсуль-
та, так и тяжести последствий. В группе III (LiCl 4,2 
мг/кг) уровень p-GSK-3β по отношению к ложноо-
перированным животным был ниже на 58,12%, что 
было значимым отличием, а тенденция к снижению 
уровня данного фермента также свидетельствова-
ла об истощении адаптивных механизмов головного 
мозга. По отношению к контрольной группе уровень 
p-GSK-3β был выше на 36%, что не было статистиче-
ски значимо. В группе IV (LiCl 21 мг/кг) по отноше-
нию к группе ложнооперированных животных уро-
вень p-GSK-3β был ниже на 29%, однако с учетом 
поправки на множественные сравнения нельзя сде-
лать вывод об эффективности данной дозы в рамках 
реализации механизмов нейропротекции. По отно-
шению к контрольной группе уровень p-GSK-3β был 
выше на 130,83%, что было расценено как значимое 
повышение адаптивного потенциала головного моз-
га.  В группе V (LiCl 63 мг/кг) был отмечен уровень 
фермента p-GSK-3β максимально приближенный 
к группе ложнооперированных животных (снижение 
на 16,65%), а также наиболее существенное увеличе-

Таблица 1/ Table 1

 результаты определения фосфорилированной формы gsK-3β в тканях мозга лабораторных животных. Уровень содержания  
p-gsK-3β в группе i принимался за 100%, в группах ii-v указан % от группы i. Mе (Q1;Q3). Межгрупповые различия показателей  
оценивались при помощи U-критерия Уитни–Манна. для проведения множественного сравнения между группами использовался 
дисперсный анализ согласно критерию краскела–Уоллиса  

Brain phosphorylated p-gsK-3ß. data are Mе (Q1;Q3). p-gsK-3ß in group i was taken as 100%. For groups ii-v, values are % of group i. 
intergroup differences were assessed with the whitney-Mann U-test. Multiple comparisons between groups were made according  
to the Kruskal-wallis test for normality

Группа
Содержание  

фосфорилированной  
киназы GSK-3β (у.е.л.)

%
p, значимость относительно 
ложнооперированных жи-

вотных (U-критерий)1

p, значимость относи-
тельно контрольных жи-

вотных (U-критерий)2

Группа I (ложнооперированные) 
n=10 

1558917
[1334828–1787225] 100

Группа II (Инсульт + 0,9% р-р NaCl)
n=5 

478798
[412786–499434] 31 0,001*

Группа III (Инсульт + LiCl 4,2 мг/кг)
n=5 652799 [598344 – 878444] 41 0,007* 0,8

Группа IV (Инсульт + LiCl 21 мг/кг)
n=5 

1105472 [1005400 – 
1277338] 71 0,04 0,008*

Группа V (инсульт + LiCl 63 мг/кг)
n=5

1299323 [1187 556–
1375121] 83 0,04 0,007*

p-value (I – V, критерий Краскела–
Уоллиса)

H-Краскела–Уоллиса: 21,5
p < 0,001

Примечание. * – различия статистически значимы. 1Использована поправка Бонферрони (4 пары сравнений: критический p-value 
= 0,0125). 2Использована поправка Бонферрони (3 пары сравнений: критический p-value = 0,0167) 
Note.*Significant differences. 1Bonferroni correction was used (4 pairs of comparisons: critical p-value = 0.0125). 2Bonferroni correction was used  
(3 pairs of comparisons: critical p-value = 0.0167).
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достаточно часто опирались на уровень p-GSK-3β, ког-
да речь шла о поиске органопротекторных эффектов 
у различных препаратов [19]. В результате проведен-
ных исследований было отчётливо показано, что инги-
бирование GSK-3β (перевод в фосфорилированую фор-
му) предотвращало открытие гигантской митохондри-
альной поры с дальнейшим выходом проаптотических 
ферментов в цитозоль клетки и, как следствие, препят-
ствовало цитолизу [20, 21]. 

В ранее опубликованных исследованиях на моделях 
тотальной ишемии головного мозга [22, 23] и геморра-
гического инсульта [24] хлорид лития также продемон-
стрировал отчётливые нейропротекторные эффекты. 
Кроме того, реализация универсального цитопротек-
торного механизма путём прямого фосфорилирования 
GSK-3β была показана на примере инфаркта миокарда 
[25] и гентамициновой нефротоксичности [26] у крыс. 
Универсальность цитопротекторного эффекта хлорида 
лития в целом, и нейропротекторного эффекта в частно-
сти, осуществляется благодаря 3 основным механизмам. 
Первый – ингибирование основного фермента в реа-
лизации механизма ишемического и фармакологиче-
ского прекондиционирования GSK-3β с переводом его 
в фосфорилированую форму [19]. Второй – инактива-
ция NMDA-рецепторов, что приводит к снижению ак-
тивности проапоптотического белка р53 и повышение 
активности анти-апоптотических белков Bcl2 [8]. Тре-
тий механизм – активация сигнального пути PI3K/Akt, 
отвечающего за выживание клетки [23].

заключение

Полученные результаты в рамках проведенного ис-
следования позволили сделать несколько важных выво-

дов:  1 – нейропротекторный эффект лития напрямую 
связан с вводимой дозой; 2 – реализация нейропротекции 
осуществляется за счет прямого ингибирования GSK-3β,  
уровень которого в пораженном участке головного моз-
га, возможно, являлся маркером адаптивных механизмов 
клеток; 3 – концентрация 63 мг/кг, являющаяся поро-
говой при определении токсичности, оказывала  наибо-
лее выраженный эффект, что потенциально может спо-
собствовать дальнейшему изучению использования ли-
тия как нейропротектора; 4 – дозы в 4,2 мг/кг и 21 мг/кг 
не оказывали существенного влияния на итоговую ле-
тальность, в отличие от дозы   63 мг/кг, при применении 
которой она была значимо ниже по отношению к кон-
трольной группе. 
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«-----» 63 4/15 (27%)*

Примечание. * – значимая разница по отношению к контрольной группе (p<0,017). Межгрупповые различия показателей оценивались 
при помощи точного критерия Фишера.
Note. * – significantly different from the control group (p<0.017). Intergroup differences were evaluated with Fisher’s exact test.
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