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Вирусы гриппа А способны инфицировать 
широкий круг животных, от птиц до людей. Эпи-
демии гриппа происходят каждую зиму [4], что 
приводит к увеличению госпитализации и смерт-
ности, особенно среди детей и людей пожилого 
возраста, и поэтому профилактика и лечение дан-
ного заболевания становится приоритетным во 
многих регионах мира [16]. Мультисегментарный 
вирус гриппа покрыт оболочкой с одноцепочеч-
ной РНК негативной полярности, принадлежит к 
семейству Orthomyxoviridae [19]. Вирусы гриппа 
делятся на три типа: A, B и C, из которых A и B 

являются клинически наиболее важными. Сезон-
ные штаммы вирусов гриппа А представляют со-
бой серотипы H1N1 и H3N2 [10]. В дополнение к 
респираторным нарушениям острая вирусная ин-
фекция в организме человека может привести к 
повреждению ЦНС, что сопровождается прогрес-
сирующей энцефалопатией в сочетании с тяжелой 
головной болью, а также комой на фоне увеличе-
ния локусов отека и воспаления головного мозга 
до летального исхода [6]. В настоящее время су-
ществует ограниченное количество работ, в кото-
рых демонстрируется потенциал вирусов гриппа, 
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не являющихся нейротропными, инициировать 
различные нейродегенеративные поражения [16, 
17, 19]. Однако механизмы индукции поврежде-
ния головного мозга являются спорными: с одной 
стороны, они могут быть связаны с первичной 
реакцией клеток в ответ на присутствие вируса в 
ткани ЦНС, а с другой – результатом системного 
иммунного ответа, вторичного по отношению к 
инфекционному возбудителю. 

Высказано предположение, что глия-опосре-
дованное нейровоспаление в сочетании с респи-
раторной инфекцией может привести к кумуля-
тивному повреждению нейронов на протяжении 
всей жизни [13]. Функциональное состояние 
клеток микроглии может варьироваться от акти-
вированного провоспалительного (M1) до аль-
тернативно активированного (M2) или приоб-
ретенного неактивного (M3) [8]. Известно, что 
почти во всех случаях воспалительного энцефа-
лита происходит проникновение периферических 
лимфоцитов в ЦНС, что, скорее всего, связано с 
нарушением целостности гематоэнцефалическо-
го барьера [20]. Однако работа S. Sadasivan et al. 
показала, что при интраназальном инфицирова-
нии не нейротропным штаммом A/H1N1 инфиль-
трация Т-клетками отсутствовала и, следователь-
но, увеличение количества клеток микроглии 
было связано с внутренними нейротоксическими 
факторами [17]. Учитывая, что нейровоспаление 
способствует возникновению и прогрессирова-
нию ряда серьезных нейродегенеративных на-
рушений [3], работы в данном ключе подчерки-
вают потенциал многих других циркулирующих 
не нейротропных вирусов выступать в качестве 
вероятных инициаторов различных поражений 
ЦНС [8, 12, 18]. Таким образом, целью данного 
исследования является комплексное морфологи-
ческое исследование повреждения фронтальной 
коры головного мозга мышей, инфицированных 
сезонным гриппом A/H1N1.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Исследование выполнено на 60 мышах-сам-
цах линии BALB/c шестинедельного возраста с 
массой тела 20–25 г, полученных из Государствен-
ного научного центра вирусологии и биотехноло-
гии «Вектор» (Кольцово). Животных содержали 
в стандартных условиях со свободным досту-
пом к пище и воде, продолжительность периода 
адаптации перед проведением эксперимента со-
ставила две недели. Из эксперимента мышей вы-
водили путем дислокации позвонков в шейном от-
деле. Инфицирование 55 мышей вирусами гриппа 
А/H1N1 A/Tomsk/13/2010 проводили интрана-

зально одной минимальной полулетальной до-
зой (МЛД50) (20 животных для вирусологических 
и 35 – для гистологических работ), контрольной 
группой служили интактные 5 мышей.

Для определения нейротропности вируса 
гриппа А/H1N1 A/Tomsk/13/2010 изготавливали 
гомогенаты легких и головного мозга мышей, 
забранных на 1-, 3-, 6- и 10-е сутки после инфи-
цирования. Титрование вируса гриппа в куль-
туре клеток MDCK осуществляли на 96-луноч-
ных культуральных планшетах в концентрации 
3 × 104 клеток/лунку. Планшеты с суточным мо-
нослоем клеток дважды отмывали раствором 
Хенкса и вносили разведения вируса в объеме 
100 мкл в лунку, используя 8 лунок на разведе-
ние. Планшеты инкубировали в СО2-инкубаторе 
при температуре 37 °С и подаче 5 % СО2 в тече-
ние 30 мин для адсорбции вируса, затем содер-
жимое лунок удаляли и вносили в каждую лунку 
по 200 мкл среды Игла-МЕМ, содержащей 0,2 % 
бычьего сывороточного альбумина, 2 мкг/мл 
трипсина-TPCK и 50 мкг/мл гентамицина сульфа-
та. Ежедневно под микроскопом контролировали 
состояние монослоя клеток. Инфекционный титр 
вируса для культуры клеток MDCK рассчитывали 
по методу Кербера в модификации Ашмарина и 
выражали в lgTCID50/мл (lg дозы вируса, инфици-
рующего 50 % клеточной культуры/мл) [2].

Для морфологического исследования образ-
цы головного мозга забирали на 1-, 3-, 6-, 10-, 14-, 
21- и 30-е сутки после инфицирования. Далее ма-
териал подвергали стандартной гистологической 
обработке и окрашивали гематоксилином и эози-
ном, а также проводили иммуногистохимический 
анализ [11] с использованием специфических 
первичных антител – к вирусу гриппа А (anti-
Influenza A, «Abcam», США; разведение 1 : 200), к 
микроглия/макрофаг-специфическому белку Iba1 
(«Abcam», разведение 1 : 150), к TNF-α («Abcam», 
разведение 1 : 200), к индуцибельной NO-синтазе 
(iNOS) («SBS», США; разведение 1 : 150), к арги-
назе-1 («Abcam», разведение 1 : 100). Численную 
плотность (Nаi) исследуемых типов клеток, со-
судов, объемную плотность (Vv) зон отека, кро-
воизлияний и глиоцитоза определяли методом 
морфометрии с помощью закрытой тестовой си-
стемы из 100 точек площадью 9,1 × 104 мкм2 и ин-
струментов программы AxioVision (rel. 4.12) [1]. 

Статистическую обработку результатов ис-
следования проводили, вычисляя среднее ариф-
метическое значение (М), ошибку среднего ариф-
метического значения (m), и представляли в виде 
M ± m. Различия между группами оценивали с 
помощью критерия Стьюдента, достоверными 
считались результаты при р < 0,05.
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РЕЗУЛЬТАТЫ

Инфицирование мышей сезонным вирусом 
гриппа A/H1N1 A/Tomsk/13/2010 сопровожда-
лось конъюнктивитом, уменьшением активно-
сти, потерей веса, изменением качества шерсти, 
одышкой, вибрацией грудной клетки во время 
дыхания; смертность составила 15 %. Во время 
30-дневного наблюдения у животных не было 
признаков неврологических осложнений. При-
сутствие вирусной инфекции было подтвержде-
но титрованием вируса из гомогената легкого и 
головного мозга на клетках MDCK. Из таблицы 
видно, что за 10 суток эксперимента вирус в го-
ловном мозге не выявлен. При иммуногистохими-
ческом анализе в легких инфицированных мышей 
на всех сроках исследования визуализировалось 
позитивное окрашивание на вирусный антиген 
в клетках различного генеза, что согласуется с 
данными, полученными ранее [15]. Иммуноги-
стохимическое исследование образцов фронталь-
ной области головного мозга продемонстриро-
вало отсутствие положительного окрашивания 
в тканях во все периоды исследования. Таким 
образом, полученные данные свидетельствуют 
об отсутствии нейротропизма сезонного гриппа 
A/H1N1 A/Tomsk/13/2010 в мышиной модели. 

Через сутки после инфицирования в ткани 
головного мозга мышей фиксировали наличие 
локусов периваскулярного и перицеллюлярного 
отека, кровоизлияний, что свидетельствует о на-
рушении целостности гематоэнцефалического 
барьера. Зоны кровоизлияний визуализирова-
лись преимущественно вокруг сосудов мелкого 
и среднего калибра. Максимальное количество 
объемной плотности кровоизлияний было на 3-и 
сутки эксперимента, локусов отека – на 3-и и 14-е 
сутки. Также с течением эксперимента детекти-
ровали увеличение числа глиальных клеток (пре-
имущественно под оболочками головного моз-
га) – глиоцитоз, пик которого пришелся на 14-е 
сутки эксперимента (рис. 1). При этом наблюда-
лись единичные зоны разволокнения ткани. 

Нарастающие деструктивные изменения в 
тканях фронтальной коры головного мозга инфи-
цированных мышей повлекли за собой изменение 
клеточной архитектоники. Так, количество Iba1-
позитивных клеток микроглии увеличивалось на-
чиная с первых суток эксперимента и достигало 
максимума на 30-е сутки (рис. 2). Для оценки те-
чения воспаления в тканях исследуемой области 
головного мозга были проанализированы про-
воспалительные и репаративные маркеры микро-
глии. Экспрессия провоспалительного маркера 
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Таблица
Титр вируса гриппа A/H1N1 A/Tomsk/13/2010 на клетках линии MDCK, lgTCID50 /мл

Исследуемый орган
Время после инфицирования, сут

1 3 6 10

Легкие 4,4 ± 0,89 5,2 ± 0,36 5,6 ± 0,11 4,3 ± 0,26
Головной мозг 0 0 0 0

Рис. 1.  Результаты исследования объемной плотности деструктивных изме-
нений фронтальной коры головного мозга мышей линии BALB/c, инфи-
цированных сезонным вирусом гриппа А/H1N1 A/Tomsk/13/2010. Здесь и 
на рис. 2 обозначены статистически значимые (p < 0,05) отличия от 
величин соответствующих показателей: * – контроля, # – предыдуще-
го срока исследования
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(TNF-α) во фронтальной коре головного мозга 
возрастала уже через сутки после инфицирова-
ния, значительно превышая аналогичные пара-
метры в группе контроля, не снижаясь к 30-м сут-
кам эксперимента (см. рис. 2). Несмотря на то 
что цитокин TNF-α является одним из ранних 
маркеров при воспалении, увеличение его кон-
центрации на 21-е сутки говорит об отсроченном 
развитии острой фазы воспаления и большей ее 
продолжительности. Еще одним классическим 
маркером провоспалительного М1-фенотипа яв-
ляется iNOS, количество позитивных по ней кле-
ток было также максимальным на поздних сроках 
исследования (см. рис. 2).

Также была проведена оценка количества 
клеток, позитивных по аргиназе-1, которая во-
влечена в ослабление воспалительного ответа в 
ЦНС, особенно посредством «дезактивации» ми-
кроглии [21]. Через сутки после инфицирования 
количество клеток микроглии, экспрессирующих 
данный фермент, было в 1,5 раза больше по срав-
нению с аналогичными значениями в контроль-
ной группе. Однако в дальнейшем увеличения 
количества клеток не произошло (см. рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ

В проведенном исследовании впервые про-
демонстрировано, что сезонный вирус гриппа 
А/H1N1 A/Tomsk/13/2010, циркулирующий на 
территории Западной Сибири, не обладает ней-
ротропным потенциалом, однако способен инду-
цировать повреждения ткани фронтальной коры 
головного мозга. Деструкция ткани проявлялась 
формированием выраженных зон периваскуляр-
ного и перицеллюлярного отека, а также очаговы-
ми кровоизлияниями и клеточной инфильтрацией 
глиального генеза. Формирование данных пато-

морфологических изменений начиналось на ран-
них сроках периода инфицирования с сохранени-
ем величин исследуемых параметров на высоком 
уровне, вплоть до окончания эксперимента. Про-
грессирующие деструктивные изменения коры 
сопровождались увеличением общего количества 
активированной микроглии, которое начиналось 
уже с первых суток после инфицирования и про-
должалось до конца срока наблюдения (30-е сут-
ки эксперимента). В дополнение к повышению 
числа активированных клеток микроглии также 
отметили возрастание количества М1-клеток в 
исследуемой области головного мозга.

Клетки микроглии, имеющие моноцитарное 
происхождение, действуют аналогично врожден-
ным иммунным клеткам. Они высокопластичны, 
могут иметь несколько фенотипов и переклю-
чаться в состоянии активности в ответ на раз-
личные факторы и изменения микроокружения 
[7]. Функциональная пластичность микроглии 
является свойством ее микроокружения и, в зави-
симости от высвобождаемых молекул, функцио-
нальное состояние микроглии может изменяться 
от активированного провоспалительного (M1) до 
альтернативно активированного (M2) или приоб-
ретенного дезактивированного (M3). Показано, 
что микроглия в фенотипическом состоянии М2 
играет важную роль в восстановлении и разреше-
нии воспаления [5].

В результате проведенного исследования 
продемонстрировано значительное увеличение 
количества микроглии с активированной мор-
фологией во фронтальной коре, начиная уже с 
первых суток после инфицирования вплоть до 
поздних 30-х суток эксперимента. Используя им-
муногистохимический анализ, были исследованы 
ключевые маркеры, участвующие в активации и 
подавлении воспалительного ответа, и показано 

Рис. 2.  Результаты иммуногистохимического исследования численной плот-
ности позитивных по выбранным маркерам клеток микроглии фрон-
тальной коры головного мозга мышей линии BALB/c, инфицированных 
сезонным вирусом гриппа А/H1N1 A/Tomsk/13/2010
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увеличение количества клеток микроглии, пози-
тивных по TNF-α, на протяжении всего экспери-
мента, что сопровождалось повышением числа 
iNOS-позитивных клеток, свидетельствующих о 
преобладающем секреторном и воспалительном 
фенотипе. Примечательно, что при инфицирова-
нии высокопатогенным вирусом гриппа A/H5N1 
в коре не детектировалось возрастание экспрес-
сии TNF-α, в то время как содержание других 
провоспалительных цитокинов IL-2 и IL-9 было 
повышено [9]. Следует отметить, что переклю-
чения на противовоспалительный, репаративный 
фенотип клеток микроглии не происходит.

Во многих случаях развитие воспалитель-
ных реакций в различных отделах ЦНС корре-
лирует с тканевой инфильтрацией перифериче-
ских лимфоцитов, которая предположительно 
возникает из-за кратковременных нарушений в 
гематоэнцефалическом барьере [14]. При инфи-
цировании сезонным вирусом гриппа А/H1N1 
A/Tomsk/13/2010 аналогично экспериментам с 
А/H1N1 CA/09 развитие воспалительной реак-
ции, глиоцитоза и активация микроглии происхо-
дили без Т-клеточной инфильтрации [17]. Исходя 
из этого, можно предположить, что формирование 
деструктивных изменений в тканях фронтальной 
коры и повышение числа клеток активированной 
микроглии связаны с увеличением содержания 
цитокинов и с вероятным угнетением нейтрофи-
ческих факторов [11].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, впервые продемонстрировано 
отсутствие нейротропности у сезонного вируса 
гриппа A/H1N1A/Tomsk/13/2010, циркулирующе-
го на территории Западной Сибири, на мышиной 
модели. Тем не менее на фоне инфицирования 
мышей линии BALB/c данным штаммом детекти-
ровали масштабные зоны периваскулярного и пе-
рицеллюлярного отека, очаги геморрагий и глио-
цитоза. На фоне развивающейся воспалительной 
реакции происходила активация клеток микро-
глии. При этом классической смены клеточного 
фенотипа с провоспалительного на репаративный 
не визуализировалось. Данная работа подтверж-
дает, что потенциал не нейротропных вирусов 
способствует развитию нейровоспаления и таким 
образом участвует в инициации различных ней-
родегенеративных заболеваний.
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PATHOGENESIS OF MOUSE BRAIN FRONTAL CORTEX DAMAGE 
IN THE BACKGROUND OF SEASONAL INFLUENZA VIRUS A/H1N1 INFECTION

Anna Vladimirovna KOVNER, Olga Grigorʹevna KURSKAYA, 
Aleksandr Mikhaylovich SHESTOPALOV

Research Institute for Experimental and Clinical Medicine of Federal Research Center 
for Fundamental and Translational Medicine
630117, Novosibirsk, Timakov str., 2

In addition to the respiratory tract damage, an acute viral infection caused by the influenza A virus in the human body 
can cause central nervous system damage. Based on previous studies suggesting that the highly pathogenic influenza 
virus A/H5N1 A/Goose/Krasnoozerskoye/627/05 is neurotropic and induces inflammation in the central nervous system, 
the neurotropic and proinflammatory potential of seasonal influenza virus A/H1N1 A/Tomsk/13/2010 was studied on 
the mouse model. Material and methods. Work was carried out on the 2 month male mice BALB/c line divided into 
two groups – intact (5 animals) and intranasal infected with influenza A/H1N1 A/Tomsk/13/2010 dose of 1 MLD50 
(20 animals for virological and 35 animals for histological studies). Viral titration obtained from the homogenates of 
lungs and brain was performed on MDCK cells, calculated by the method of Kerber in the modification of Ashmarin and 
expressed in lgTCID50 /ml. Histological studies included an immunohistochemical analysis of the lungs and the brain 
to detect influenza virus, markers of inflammation and tissue repair, as well as a morphological analysis of destructive 
changes in the tissues of the brain frontal cortex. Results and discussion. It was shown for the first time that the seasonal 
influenza A/H1N1 virus A/Tomsk/13/2010 does not have neurotropic potential. Simulation of influenza infection using 
the selected strain causes damage to the brain frontal cortex, which is expressed by perivascular and pericellular edema, 
small foci of hemorrhages and gliocytosis. Infection of BALB/c mice with a selected strain of influenza A virus causes 
activation of microglial cells of the frontal cerebral cortex. At the same time, the classical change of the phenotype from 
M1 to M2 does not occur, in the late days of the experiment (21–30) the proinflammatory classical phenotype prevails.

Key words: influenza virus A/H1N1, frontal cerebral cortex, edema, inflammation, polarization of microglial cells.
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