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Аннотация. Болезнь Альцгеймера – это комплексное нейродегенеративное заболевание, в основе ко-

торого лежат различные процессы, связанные с накоплением и агрегацией дефектных белков. Среди 

них особое значение имеют амилоид-β, образующийся при расщеплении белка-предшественника ами-

лоида, скопление внутри нейронов гиперфосфорилированных белков tau, образующих нейрофибрил-

лярные клубки, а также аберрантная агрегация и образование включений связанного с микротрубоч-

ками белка tau (MAPT). Трансгенные мыши линии APP/PS1 являются моделью болезни Альцгеймера 

и экспрессируют мутантные человеческие гены, способствующие накоплению пептидов амилоида-β в 

мозге. Целью данной работы являлась количественная оценка уровня p-tau231 с использованием сорб-

ционного метода в мозге трансгенных мышей с моделью БА. Также к задачам исследования относилась 

проверка способности природного полифенола ресвератрола снижать концентрацию p-tau231 в мозге 

трансгенных мышей и улучшить когнитивные функции. Широко распространенным методом иммун-

ного обнаружения и количественного определения белков in vitro является вестерн-блоттинг. Вестерн-

блоттинг позволяет разделить белки в зависимости от их молекулярной массы с последующим перено-

сом на адсорбционную мембрану. При этом перенос белков из геля на мембрану PVDF осуществляется 

с помощью электрофоретической элюции. Этот метод включает помещение белоксодержащего по-

лиакриламидного геля в непосредственный контакт с мембраной PVDF, которая представляет собой 

линейный полимер с повторяющимися звеньями -(CF2-CH2)-. Белки, перенесенные на мембрану, хо-

рошо удерживаются на ее поверхности на протяжении всего процесса иммунодетекции за счет сочета-

ния дипольных и гидрофобных взаимодействий. Вестерн-блоттинг показывает, что в мозге у мышей с 

нарушенной агрегацией белков накапливается значительно больше MAPT и фосфорилированного tau-

белка, чем у мышей дикого типа. К тому же, в тесте водного лабиринта Морриса у данных мышей 

наблюдались когнитивные дефициты, которые проявлялись как в затруднении поиска платформы, так 

и в более тревожном поведении, что подчеркивает ярко выраженный тигмотаксис. Природный поли-

фенол ресвератрол частично нивелировал когнитивные дефициты, хотя данный эффект не был связан 

со снижением уровня фосфорилированного tau и MAPT. 
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Abstract. Alzheimer’s disease is a complex neurodegenerative disease based on various processes associated 

with the accumulation and aggregation of defective proteins. Among them, the particularly important ones are 

the following: amyloid-β, which is formed by the breakdown of amyloid precursor protein, the accumulation 

of hyperphosphorylated tau proteins inside neurons that form neurofibrillary tangles, and aberrant aggregation 

and inclusion formation of microtubule-associated protein tau (MAPT). APP/PS1 transgenic mice act as a 

model of Alzheimer’s disease and express mutant human genes that cause the accumulation of amyloid-β pep-

tides in the brain. The goal of this work was a quantitative assessment of the level of p-tau231 in the brain of 

transgenic mice with a model of AD using the sorption method. The objectives of the study also included 

testing the ability of the natural polyphenol resveratrol to reduce the concentration of p-tau231 in the brain of 

transgenic mice and improve their cognitive functions. Western blot is a widely used method for the immuno-

detection and in vitro quantitative determination of proteins. 

Western blot allows separating proteins based on their molecular weight with the further transfer to an adsorp-

tion membrane. In this case, the proteins are transferred from the gel to the PVDF membrane using electropho-

retic elution. This method involves placing a protein-containing polyacrylamide gel in direct contact with a 

PVDF membrane represented by a linear polymer with repetitive links -(CF2-CH2)-. Proteins transferred to the 

membrane are well-retained on its surface during the whole immunodetection process due to a combination of 

dipole and hydrophobic interactions. Western blot showed that mice with impaired protein aggregation accu-

mulated significantly more MAPT and phosphorylated tau protein in the brain as compared to wild mice. In 

addition, in the course of the Morris water maze test, these mice showed cognitive deficits, which manifested 

both in the difficulty of finding the platform and more anxious behaviour, which confirmed pronounced thig-

motaxis. The natural polyphenol resveratrol partially reversed cognitive deficits, although this effect was not 

associated with decreased levels of phosphorylated tau and MAPT. 
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Введение 

Болезнь Альцгеймера (БА) представ-

ляет собой нейродегенеративное заболе-

вание головного мозга, при котором про-

исходит прогрессирующее разрушение 

нейронов и нарушение когнитивных 

функций, таких как память, речь и мыш-

ление. Прогрессирование этих пораже-

ний головного мозга медленно, но необ-

ратимо снижает автономию человека [1]. 

Агрегация белков является общей чертой 

многих нейродегенеративных заболева-

ний, и предполагается, что процесс агре-

гации играет центральную роль в патоге-

незе [2]. В этом процессе мономер рас-

творимого белка взаимодействует с дру-

гими мономерами того же белка, образуя 

димеры, олигомеры и полимеры. Агрега-

ция часто сопровождается конформаци-

онными изменениями трехмерной струк-

туры белка. БА патологически определя-

ется внеклеточным накоплением пепти-

дов амилоида-β (Aβ), образующихся при 

расщеплении белка-предшественника 

амилоида (APP) а также скоплением 
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внутри нейронов гиперфосфорилирован-

ных белков tau (p-tau), образующих 

нейрофибриллярные клубки (NFTs) [3]. 

Поэтому для определения патологии БА 

важно определить количество фосфори-

лированного белка. Для этого исполь-

зуют различные методы, среди них, 

например, масс-спектрометрия, иммуно-

ферментные анализы, а также вестерн-

блоттинг [4-6]. Вестерн-блоттинг при 

этом считается золотым стандартом для 

количественного определения фосфори-

лированных белков, в основе которого 

лежит анализ количества белка, сорбиро-

ванного на PVDF мембрану с использова-

нием специфических антител [7].  

Из всех различных посттрансляцион-

ных модификаций, которым может под-

вергаться белок tau, фосфорилирование 

представляет особый интерес из-за его 

участия в группе нейродегенеративных 

расстройств, известных как тауопатии [8, 

9]. Фосфорилированный tau по треонину 

231 (p-tau231) является одним из биомар-

керов БА в спинномозговой жидкости и 

имеет высокую диагностическую точ-

ность. Рядом исследований установлено, 

что p-tau спинномозговой жидкости кор-

релирует с когнитивными нарушениями 

даже в большей степени, чем биомар-

керы, связанные с Aβ [10-12]. Недавние 

клинические испытания потенциальных 

препаратов для лечения БА, направлен-

ных на снижение уровня Aβ, не привели 

к замедлению прогрессирования заболе-

вания у пациентов с БА [13]; это дает ос-

нования полагать, что необходимо разра-

ботать альтернативную стратегию воз-

действия, которая может быть направ-

лена на препятствие агрегации p-tau. В 

настоящее время ведется активная разра-

ботка препаратов, направленных на деаг-

регацию белков при БА [14]. Полифе-

нольные растительные соединения рас-

сматриваются как перспективные препа-

раты для лечения БА, среди которых осо-

бый интерес вызывает ресвератрол [15]. 

Целью данной работы являлась коли-

чественная оценка уровня p-tau231 с ис-

пользованием сорбционного метода в 

мозге трансгенных мышей с моделью БА. 

Также к задачам исследования относи-

лась проверка способности природного 

полифенола ресвератрола снижать кон-

центрацию p-tau231 в мозге трансгенных 

мышей и улучшить когнитивные функ-

ции. 

Экспериментальная часть 

Животные. Трансгенные мыши 

APP/PS1 (генотип B6C3-

Tg(APP695)85Dbo Tg(PSENI)85Dbo) 

были получены из Пущинского питом-

ника лабораторных животных (Пущино, 

Россия). Животные содержались в кон-

тролируемых условиях: цикл 12 часов 

свет и 12 часов темноты, температура 25 

°C, неограниченный доступ к воде и стан-

дартная лабораторная диета (Ssniff-

Spezialdiäten GmbH, Германия). Мыши 

APP/PS1, в возрасте 6 месяцев, были раз-

делены на две группы. Первая группа 

(n=6) получала только воду, а вторая 

группа (n=7) мышей с питьевой водой по-

лучала ресвератрол (Sigma-Aldtich, 

США) в концентрации 20 мг/кг/день. 

Предварительно нами было установлено, 

что в день каждая мышь весом примерно 

20 г выпивает 4 см3 воды; для каждой 

мыши прием ресвератрола в дозе 20 

мг/кг/день достигался разведением 100 

мг ресвератрола в 1 дм3 воды, при кото-

ром одна мышь ежедневно в среднем по-

лучала 0.4 мг ресвератрола. Вода и корм 

были доступны ad libitum. Количество 

потребляемой воды и корма контролиро-

вали ежедневно в течение всего срока 

эксперимента. Концентрация 20 

мг/кг/день была подобрана ранее и уже 

использовалась нами в предыдущих ис-

следованиях на не трансгенных мышах 

[16]. Доказано, что данная концентрация 

ресвератрола не вызывает побочных эф-

фектов, хорошо переносится и фармако-

логически безопасна в дозах до 5 г/день 
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[17]. В качестве контроля были задей-

ствованы мыши линии C57BL/6 (n=7), ко-

торые не получали никаких добавок. 

Прием препарата продолжался в течение 

4 месяцев. По окончании этого периода 

был проведен тест водного лабиринта 

Морриса для оценки пространственной 

долговременной памяти, в котором 

участвовали все экспериментальные 

мыши. Далее мыши были умерщвлены 

согласно правилам этической комиссии 

Воронежского государственного универ-

ситета. Головной мозг мышей извлекали 

и немедленно замораживали при темпе-

ратуре – 80°C в низкотемпературном вер-

тикальном морозильнике MDF-U3386S 

(SANYO, Япония) для последующих ис-

следований белков. Для анализа исполь-

зовались по 4 образца мозга с каждой экс-

периментальной группы. 

Вестерн-блоттинг. Вестерн-блоттинг 

осуществлялся в нескольких этапов: про-

боподготовка, электрофорез в полиакри-

ламидном геле, перенос белков на сорб-

ционную PVDF мембрану, нанесение 

первичных антител на сорбционную мем-

брану, нанесение вторичных антител, ви-

зуализация результатов. Использовали 

целое полушарие мозга мыши и гомоге-

низировали в фосфатном буфере в соот-

ношении 1:100. Затем гомогенат центри-

фугировали 3 мин при 1000 g. После от-

бирали супернатант (65 мкл) и добавляли 

загрузочный буфер (0.756 г Трис, 1г SDS, 

10 см3 глицина, 5 см3 меркаптоэтанола, 1 

мг бромфенолового синего, pH 6.8 с HCl 

в 100 см3 раствора), таким образом, 

чтобы концентрация белка во всех пробах 

была одинаковой. Концентрацию белка в 

супернатанте определяли с помощью 

набора Thermo Scientific™ Pierce™ BCA 

Protein Assay Kits. Пробу смешивали с бу-

фером в соотношении примерно 3:1 и ки-

пятили в термостате 5 мин при 100°C, за-

тем давали образцам остыть.  

Разделение белков проводили с помо-

щью вертикального электрофореза в по-

лиакриламидном геле. Для этого приго-

товили концентрирующий гель (1 см3 

раствора акриламида-бисакриламида, 1 

см3 буфера для концентрирующего геля 

(Трис-HCl, рН 6.8), 3 см3 воды, 24 мкл 

ТЕМЕД, 160 мкл персульфат аммония 

(ПСА)) и разделяющий гель (12.5%) (8.3 

см3 раствора акриламида-бисакриламида, 

5 см3 буфера для разделяющего геля 

(Трис-HCl, рН 8.8), 6.6 см3 воды, 24 мкл 

ТЕМЕД, 160 мкл ПСА). Для проведения 

электрофореза на прибор подавали элек-

трический ток с напряжением 200 мВ, си-

лой тока 12 мА. 

Перенос образцов осуществляли на 

сорбционную мембрану PVDF 

(Immobilon®-P PVDF Membrane), кото-

рая представляет собой линейный поли-

мер с повторяющимися звеньями –(CF2-

CH2)- [18]. Перед началом полусухого пе-

реноса мембрану активировали в мета-

ноле в течение 1 мин, затем метанол сли-

вали и заливали мембрану буфером для 

переноса (25 мМ TRIS, 190 мМ глицина, 

10% метанола) на 15 мин. Собирали си-

стему «сэндвич» и проводили перенос 

при напряжении 25 В и силе тока 0.5 А в 

течение 30 мин. После переноса сорбци-

онную мембрану PVDF блокировали в 

5% обезжиренном сухом молоке и 30 см3 

буфера TBS с Tween в течение 30 мин. 

После переноса мембрану отмывали и за-

ливали антителами разбавленными 1% 

BSA в 1X TBS с Tween. Использовались 

следующие антитела: mouse monoclonal 

anti-b-actin 1:2000 (#A2228, Sigma, 

США), MAP tau total Rb 1:1000 (#PA1-

18272, Thremo, США), Tau [p205] Rb 

1:1000 (#44738G, Invitrogen, США). 

PVDF мембрану с первичными антите-

лами инкубировали в течение ночи при 

4оC. В течение этого процесса антитела 

связывались с таргетными белками, пере-

несенными на мембрану. После инкуба-

ции мембрану отмывали 3 раза в течение 

5 мин при 70 rpm. Затем инкубировали 

мембрану со вторичными антителами, 

которые были конъюгированы c перокси-

дазой хрена, в соотношении 1:5000 при 
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36-37оC в течение 60 мин. После инкуба-

ции мембрану отмывали 3 раза. Для про-

явления добавляли субстрат Clarity™ 

Western ECL для хемилюминесцентной 

детекции конъюгатов с пероксидазой 

хрена (HPR) согласно рекомендациям 

производителя и инкубировали в течение 

5 мин. Регистрацию блотов проводили на 

приборе Molecular Imager® ChemiDoc™ 

XRS System (Bio-Rad, USA). 

Тест водного лабиринта Морриса. Для 

оценки когнитивных способностей мы-

шей был использован тест водного лаби-

ринта Морриса, основанный на прото-

коле, разработанном Vorhees и Williams 

(2006) [19]. Лабиринт представлял собой 

бассейн, заполненный водой, который 

был разделен на четыре квадранта: север-

ный (N), южный (S), восточный (E) и за-

падный (W). Оценка пространственной 

долговременной памяти проводилась на 

6-й день эксперимента после 5 дней обу-

чения. Оценивалось, какое количество 

мышей добирались до платформы, и ка-

кой при этом был характер поиска плат-

формы.  

Статистическая обработка. Данные 

представлены в виде медианных значе-

ний (Q1; Q3). Статистическая обработка 

проводилась с помощью пакета программ 

STATISTICA12. Сравнение между экспе-

риментальными группами проводилось 

при помощи непараметрического крите-

рия Крускала-Уоллиса, так как распреде-

ление данных отличалось от нормаль-

ного. 

Обсуждение результатов 

Связь между накоплением Aβ и разви-

тием БА может объясняться ускоренной 

сборкой агрегатов, что, в свою очередь, 

повреждает холинергические нейроны, 

приводит к чрезмерному накоплению и 

активации микроглии, вызывающей ней-

ровоспаление. Это, в свою очередь, вли-

яет на энергетический метаболизм, в ко-

тором ведущую роль играют митохон-

дрии, что приводит к окислительному 

стрессу и аномальному фосфорилирова-

нию белка tau [20]. Ранее было показано, 

что p-tau231 накапливается на ранних 

стадиях развития патологии БА и явля-

ется основным кандидатом для обнару-

жения начинающейся патологии Aβ [21]. 

По результатам вестерн-блоттинга было 

продемонстрировано, что первичные ан-

титела специфичные к p-tau231 в боль-

шей степени сорбировались на PVDF 

мембране, на которую были перенесены 

разделенные с помощью электрофореза 

белки из гомогената мозга трансгенных 

мышей с БА (рис. 1-2). Анализ толщины 

бэндов с помощью ПО ImageJ показал, 

что уровень p-tau231 у трансгенных мы-

шей в 3.4 раза выше, чем у мышей дикого 

типа (p<0.05) (рис. 2А).  

Ранее аналогичные результаты были 

получены также в гиппокампе мышей ли-

нии APP/PS1 [22]. Таким образом, можно 

сделать вывод о том, что накопление p-

tau231 в головном мозге может служить 

 
Рис. 1. Различия в концентрации сорбированных на мембране p-tau и MAPT у транс-

генных мышей (APP/PS1) без лечения и при приеме ресвератрола в сравнении с мышами 

дикого типа (линия C67BL/6) 

Fig. 1. Differences in the concentrations of p-tau and MAPT sorbed on the membrane in 

transgenic mice (APP/PS1) without treatment and with resveratrol treatment as compared to 

wild mice (line C67BL/6) 
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достаточно точным предиктором когни-

тивных нарушений уже на ранних ста-

диях БА.  

Водный лабиринт Морриса показал, 

что 100% контрольных мышей дикого 

типа находили платформу в течение 60 

секунд тестовой попытки, при этом прак-

тически все мыши целенаправленно дви-

гались к платформе (рис. 3-4). Медианная 

дистанция, которую преодолевали кон-

трольные мыши дикого типа, составляла 

733 мм (444; 1194), контрольные мыши 

линии APP/PS1 проплывали дистанцию 

5974 мм (4731; 8109), трансгенные мыши, 

получавшие ресвератрол, проплывали в 

поисках платформы 4755 мм (2716; 5402). 

Это может свидетельствовать о том, что у 

трансгенных мышей нарушены когни-

тивные способности, в частности, про-

цесс запоминания места расположения 

платформы, что выражается в статисти-

чески достоверном увеличении проплы-

ваемой дистанции (p<0.001). При этом у 

 
Рис. 2. Уровень белка p-tau (А) и MAPT (Б) в гомогенате мозга мышей эксперимен-

тальных групп 

Fig. 2. Protein levels of p-tau (A) and MAPT (B) in the brain homogenate of mice from ex-

perimental groups 

 

Рис. 3. Репрезентативные примеры траекторий движения в водном лабиринте Мор-

риса мышей дикого типа (первый столбец), трансгенных мышей не получавших добавки 

(второй столбец) и трансгенных мышей, получавших предварительно ресвератрол. 

Fig. 3. Representative examples of movement trajectories in the Morris water maze of wild 

mice (first column), transgenic mice without treatment (second column), and transgenic mice 

with preliminary resveratrol treatment 
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трансгенных мышей, получавших ре-

свератрол, когнитивные дефициты менее 

ярко выражены, и статистически значи-

мых различий с мышами дикого типа об-

наружено не было. Трансгенные мыши, 

не получавшие ресвератрол, находили 

платформу менее чем в 20% случаев, при 

этом траектория поиска платформы сви-

детельствует о том, что у этих мышей 

был ярко выражен тигмотаксис. Тигмо-

таксис – это особенность поведения жи-

вотного при различных неврологических 

патологиях, в том числе и при БА, связан-

ная со склонностью перемещаться по 

краю окружающей среды [23]. Такое по-

ведение используется в качестве маркера 

стресса и когнитивных нарушений у гры-

зунов в тесте водного лабиринта Морриса 

[24;25]. Таким образом, результаты теста 

подтверждают корреляцию тигмотакти-

ческого поведения с увеличением коли-

чества p-tau у трансгенных мышей.  

При этом было показано, что природ-

ный полифенол ресвератрол не способ-

ствовал снижению уровня p-tau231, о чем 

свидетельствует толщина бэндов, кото-

рые были получены при проявлении ан-

тител, связанных с белками p-tau231, сор-

бированных на PVDF мембрану. Ранее 

Miyasaka et al. показали, что лечение дру-

гим растительным полифенолом курку-

мином трансгенных Caenorhabditis 

elegans с tau-индуцированной дисфунк-

цией нейронов также существенно не 

влияло на агрегацию p-tau, но улучшало 

функции нейронов и стабилизировало 

микротрубочки [26]. В двух других ис-

следованиях изучалось влияние ресвера-

трола на белок tau у мышей, при этом 

Porquet et al. обнаружили снижение соот-

ношения p-tau и tau, в то время как в ис-

следованиях Varamini et al. подобных раз-

личий не было продемонстрировано 

[27;28]. Одно из возможных объяснений 

полученных результатов заключается в 

том, что это соединение может блокиро-

вать или обращать вспять поздние стадии 

агрегации гиперфосфорилированного 

tau, тем самым уменьшая количество 

клубков, но приводя к накоплению (непо-

средственно перед точкой блокировки) 

относительно более растворимых форм 

гиперфосфорилированного tau. Другими 

словами, гиперфосфорилированный tau 

может связывать ресвератрол и стабили-

зироваться в относительно растворимой 

форме, предотвращая агрегацию tau в 

клубочки. Это также приведет к увеличе-

нию количества экстрагируемого гипер-

фосфорилированного tau. И наоборот, от-

сутствие ресвератрола может позволить 

гиперфосфорилированному tau агрегиро-

вать в нерастворимые клубки, тем самым 

увеличивая количество клубков, види-

мых в срезах мозга, и уменьшая количе-

ство растворимого гиперфосфорилиро-

ванного tau [29]. В целом, tau по-разному 

 
Рис. 4. Дистанция, которую мыши проплывали мыши до нахождения платформы 

в тесте водного лабиринта Морриса 

Fig. 4. The swimming distance that mice covered to find the platform in the Morris water 

maze test 
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фосфорилируется в более чем 30 участ-

ках мозга при БА по сравнению с нормой. 

Хотя за фосфорилирование ответственны 

несколько киназ, включая CDK5 и 

GSK3β, протеинфосфатаза 2А (PP2A) яв-

ляется основной фосфатазой p-tau в мозге 

[30]. Каталитическая субъединица PP2A 

(PP2Ac) и ее регуляторная субъединица 

α4 взаимодействуют с ассоциированной с 

микротрубочками убиквитинлигазой 

MID1. После образования комплекса 

MID1 опосредует убиквитин-специфич-

ную модификацию PP2Ac и его деграда-

цию с помощью протеасомы, тем самым 

обеспечивая высокоспецифичный режим 

регуляции, центрированный в микротру-

бочках, для PP2A [31]. Ресвератрол, по-

видимому, мешает этому взаимодей-

ствию и выступает в роли посредника в 

повышении активности PP2A, специфич-

ной для микротрубочек. Лечение ре-

свератролом напрямую влияет на ком-

плекс деградации MID1-α4-PP2A, снижая 

экспрессию белка MID1 in vitro и in vivo. 

Это приводит к увеличению активности 

PP2A, связанной с микротрубочками, и 

зависимому от времени и дозы дефосфо-

рилированию p-tau [32]. 

При множественных нейродегенера-

тивных заболеваниях, включая БА, ха-

рактерной патологической особенностью 

является аберрантная агрегация и образо-

вание включений связанного с микротру-

бочками белка tau (MAPT) [33;34]. MAPT 

представляет собой внутренне неупоря-

доченный белок, экспрессирующийся на 

в нейронах центральной нервной си-

стемы [35]. Мутации гена MAPT могут 

оказывать несколько различных эффек-

тов на функции и свойства tau. Эти эф-

фекты могут перекрываться или полно-

стью различаться в зависимости от мута-

ции, но все они приводят к образованию 

агрегированных tau-включений с гибе-

лью и атрофией нейронов [34]. Аналогич-

ным образом, у трансгенных мышей уро-

вень белка MAPT был увеличен в 3,4 раза 

по сравнению с контрольными мышами 

(p<0.05), тогда как ресвератрол не оказы-

вал значительного эффекта на количество 

данного белка. Уровень MAPT в группе 

трансгенных мышей, получавших ре-

свератрол был в 3.9 раз выше, чем в кон-

трольной группе (p<0.05) (рис. 1,2Б). Ра-

нее было показано, что экспрессия MAPT 

в мозге увеличивается при тауопатиях, в 

том числе при БА [36]. 

Заключение 

С помощью сорбционных методов 

нами было показано, что в мозге у транс-

генных мышей линии APP/PS1 увеличи-

вается уровень p-tau и белка MAPT, что 

также наблюдается и в мозге пациентов с 

БА. Наши исследования продемонстри-

ровали, что природный полифенол ре-

свератрол частично нивелирует когни-

тивные дефициты, вызванные накопле-

нием неправильно свернутых и гипер-

фосфорилированных белков, но при 

этом, не оказывает влияния на их содер-

жание в мозге. Таким образом, ресвера-

трол может рассматриваться как препа-

рат для улучшения памяти при данной 

форме деменции, но при этом он не мо-

жет влиять на одну из первопричин раз-

вития БА. 
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