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Резюме
Актуальность. Для доклинических исследований лекарственных средств актуальной задачей явля-

ется выбор специфических биохимических маркеров, отражающих повреждения центральной нервной 
системы в токсикологических и фармакологических экспериментах. Одним из таких маркеров может 
являться белок S100b, уровень которого позволит оценивать повреждение центральной нервной системы 
различного генеза. Цель. Целью исследования являлась оценка изменения уровня белка S100b в крови 
крыс и мышей, в гомогенатах головного мозга мышей при повреждениях тканей мозга различного гене-
за. Материалы и методы. Исследование проводилось на самцах аутбредных крыс и мышей. Суммарно 
было использовано 62 животных: 47 крыс и 15 мышей. Для определения концентрации белка S100b мето-
дом иммуноферментного анализа использовали наборы Lifespan Biosciences (США): Rat S100b/S100 beta 
Elisa kit (Sandwich Elisa) — для крыс и Mouse S100b/S100 beta Elisa kit (Sandwich Elisa) — для мышей. 
Статистический анализ выполняли с помощью лицензированного программного обеспечения GraphPad 
Prism 9. Результаты. Изменения концентрации белка S100b изучали на моделях алкогольной нейропа-
тии, билатеральной и фокальной церебральной ишемии, черепно-мозговой травмы. Формирование всех 
патологий приводило к повышению концентрации белка S100b как в плазме крови, так и в тканях голов-
ного мозга (при черепно-мозговой травме). Для алкогольной нейропатии, фокальной церебральной ише-
мии и черепно-мозговой травмы изменения уровня этого маркера достигали статистической значимости. 
Заключение. Повышение концентрации S100b является признаком повреждения нейронов в результате 
воздействия ишемических, травматических и токсических факторов, а также при гипогликемических 
состояниях. Таким образом, белок S100b может применяться в доклинических исследованиях в качестве 
маркера повреждения головного мозга, реагирующего на повреждения различного генеза в исследовани-
ях фармакодинамики и фармакологической безопасности лекарственных препаратов.

Ключевые слова: алкогольная нейропатия, билатеральная ишемия, крысы, мыши, черепно-мозговая 
травма, S100b.
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Abstract
Background. For preclinical studies of drugs a relevant task is the selection of specific biochemical markers 

reflecting damage to the central nervous system, both in toxicological and pharmacological experiments. One of 
such markers may be protein S100b, the level of which will make it possible to assess the damage of the central 
nervous system of various genesis. Objective. The aim of the study was to assess changes in the level of S100b 
protein in the blood and in brain homogenates in brain tissue injuries of various genesis. Design and methods. 
The study was conducted on males of outbred rats and mice. A total of 62 animals were used: 47 rats and 15 
mice. To determine the concentration of S100b protein, ELISA kits Rat S100b/S100 beta Elisa kit (Sandwich 
Elisa) were used) for rats and Mouse S100b/S100 beta Elisa kit (Sandwich Elisa) for mice. Statistical analysis 
was performed using licensed GraphPad Prism 9 software. Results: Changes of protein S100B was explored on 
models of alcohol neuropathy, bilateral and focal cerebral ischemia, traumatic brain injury. Forming of all pa-
thologies led to increasing of protein S100B both in blood plasma and in brain tissues in case of traumatic brain 
injury. For alcohol neuropathy, focal and cerebral ischemia and traumatic brain injury changings of this marker 
level reached statistic meaning. Conclusion. Increased concentration of S100b is a sign of neuronal damage as 
a result of ischemic, traumatic and toxic factors, as well as in hypoclycemic conditions. Thus, protein S100b can 
be used in preclinical studies as a marker of brain damage, responding to damage of various genesis in studies of 
pharmacodynamics and pharmacological safety of drugs.
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вого кровообращения, ЦНС — центральная нерв-
ная система, ЧМТ — черепно-мозговая травма.

Введение
Белки семейства S100 — это группа интра-

целлюлярных кальций-связывающих белков, ко-
торые представляют собой гомодимеры массой 

10–12 кДа. Белки этой группы обладают высокой 
тканеспецифичностью: их уровень значительно 
колеблется в различных отделах головного мозга, 
однако содержание в отдельно взятых структурах 
обычно постоянно. Например, наиболее высокая 
концентрация S100 в норме определяется в моз-
жечке. Фракции S100 обладают способностью 
связывать ионы кальция, однако имеют различия 
в числе кальций-связывающих центров (их ко-
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личество варьирует от 2 до 8). S100 экспрессиру-
ются преимущественно астроцитами, олигоден-
дроцитами и шванновскими клетками. Точный 
механизм секреции изучен недостаточно, однако, 
по экспериментальным данным, в культивирован-
ных астроцитах крыс высвобождение S100 может 
быть связано с изменением внутриклеточной кон-
центрации кальция [1–4].

В литературе описаны различные функции 
белка S100b: 1) передача сигналов, контролирую-
щих активность ферментов, регуляцию клеточно-
го цикла; 2) поддержание кальциевого гемостаза; 
3) транскрипция, пролиферация, дифференциров-
ка клеток (участие в росте нейритов, ингибирова-
ние сборки микротрубочек) и др. [4–7].

Одной из особенностей белка S100b являет-
ся то, что его функциональное значение зависит 
от его концентрации во внеклеточном матриксе: 
в наномолярных концентрациях, считающихся 
физиологическими; он выполняет адаптацион-
но-трофическую функцию, стимулирует проли-
ферацию астроцитов, подавляет реакцию астроци-
тов и микроглии на нейротоксические воздействия 
[8], в микромолярных концентрациях — стимули-
рует апоптоз клеток, синтез провоспалительных 
цитокинов, взаимодействуя с RAGE-рецепторами 
нейронов, микроглии, астроцитов и клеток сосу-
дистой стенки [9].

В клинической практике белок S100b являет-
ся одним из специфичных маркеров нарушения 
мозгового кровообращения, в том числе деструк-
тивно-воспалительных процессов, перинатальной 

патологии центральной нервной системы [10–13]. 
У человека концентрация белка S100b в крови 
повышается в процессе развития геморрагиче-
ского или ишемического инсульта в прямой зави-
симости от величины очага поражения головно-
го мозга. Нарастание уровня белка S100b имеет 
корреляцию с тяжестью клинической картины 
при острых и хронических нарушениях мозгово-
го кровообращения, в том числе травматического 
происхождения. Таким образом, измерение белка 
S100b у больных с инсультом (ОНМК) позволяет 
давать оценку тяжести, а также спрогнозировать 
дальнейшее течение, исход заболевания [4, 10–13]. 
Авторы работы [12] отмечают, что определение 
концентрации S100b в крови имеет ограниченную 
прогностическую ценность при нейротравме, при 
этом концентрация этого белка в спинномозговой 
жидкости очень чувствительна к малейшим воз-
действиям, а высокие уровни в плазме крови бел-
ка S100b, свыше 0,7 нг/мл, коррелируют со 100 % 
летальностью у пациентов.

В ряде статей отмечается, что повышение уров-
ня S100b не всегда коррелирует с тяжестью по-
вреждения головного мозга, например, не было 
выявлено взаимосвязи между уровнем S100b в сы-
воротке крови добровольцев и наличием диабети-
ческой периферической нейропатии [14].

Следует отметить, что при изучении токсично-
сти лекарственных средств необходимо оценить 
не только существенные, необратимые нарушения 
в организме животных, но и функциональные нару-
шения, приводящие к отдаленным последствиям.

Таблица 1. Количество животных по группам 

Table 1. Number of animals by groups

Вид патологии Вид животных
Количество животных, n

Интактные  
животные

Животные  
с патологией*

Алкогольная нейропатия

Крысы

8 7

Билатеральная, перманентная, церебральная 
ишемия 8 7

Фокальная церебральная ишемия 8 9**

Черепно-мозговая травма Мыши 8 7

Примечания: * — количество животных со сформировавшейся патологией на 2-й день эксперимента; ** — чис-
ло животных было увеличено в связи с вероятной гибелью на этапе индукции патологии.

Note: * — number of animals with developed pathology on the second day of the experiment; ** — number of animals 
was increased due to the probable death at the stage of pathology induction.
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Целью исследования являлась оценка измене-
ния уровня белка S100b в крови и в гомогенатах 
головного мозга при повреждениях тканей мозга 
различного генеза: экспериментальном модели-

ровании ишемии головного мозга (билатеральная 
и фокальная церебральная ишемия), алкогольной 
нейропатии у крыс, а также черепно-мозговой 
травме у мышей.

Таблица 2. Условия моделирования патологий

Table 2. Conditions for the simulation of pathologies

Вид патологии Условия моделирования патологии

1. Алкогольная нейропатия

Форсированное потребление раствора этанола в нарастающих 
концентрациях в течение 56 дней [15].
Последовательно повышали концентрацию этанола каждую неделю: 9 % 
(v/v), 15 % (v/v), 20 % (v/v), 25 % (v/v), 30 % (v/v). Затем животные получали 
этанол в концентрации 30 % (v/v) в течение 56 дней, при этом доступ к воде 
был ограничен. Доступ к корму не ограничивали. Доступ к питьевой воде 
предоставляли животным ежедневно на 2 часа. Интактные животные получали 
только питьевую воду, без ограничений. Для оценки количества потребленного 
алкоголя еженедельно взвешивали животных и поилки.

2. Черепно-мозговая травма 
(ЧМТ)

Метод свободного падения груза на лобно-теменную часть головы мышей 
[16].
Воздействие осуществлялось с помощью груза массой 305 г, с диаметром 
конечной точки 3 мм, высота падения — 2,1 см.
(Анестезия — ингаляционный наркоз препаратом Фторотан (МНН: галотан), 
«Пирамал Энтерпрайзис Лимитед», Индия). Сформировано травматическое 
повреждение средней степени выраженности без летального исхода [17, 
18]. Через 1 час после формирования патологии оценивали у мышей 
неврологический статус.

Билатеральная 
перманентная церебральная 
ишемия*

Окклюзия общих сонных артерий с обеих сторон [19, 20].
Схема операции:
Срединный разрез кожи по линии проекции трахеи ➔
➔ разобщение мышц, выделение общих сонных артерий (СА)
➔ наложение лигатуры
➔ прекращение кровоснабжения головного мозга через СА

3. Фокальная церебральная 
ишемия*

Окклюзия средней мозговой артерии [21, 22].
Схема операции:
Срединный разрез кожи по линии проекции трахеи ➔ 
➔ разобщение мышц, выделение левой общей СА и ее ветвей — наружную 
и внутреннюю сонные артерии
➔ наложение временной лигатуры на общую СА
➔ наложение двух лигатур дистальнее от бифуркации на наружную сонную 
артерию, между которыми производится разрез
➔ введение филамента (нейлоновая нить размером 4–0) во внутреннюю СА 
на расстояние около 24 мм от бифуркации общей сонной артерии и до начала 
ответвления средней мозговой артерии
➔ блокирование основания средней мозговой артерии
➔ фиксация филамента к наружной СА, лигирование участка наружной СА
➔ восстановление кровоснабжения в общей СА

Примечание: * — при формировании патологий № 3 и № 4 для общей анестезии животным внутримышечно 
вводили смесь препаратов Zoletil 100 (Virbac Sante Animale, Франция) и Xila (Interchemie werken «De Adelaar» B. 
V, Нидерланды) в дозе 2,6 мг/кг. 

Note: * — during the formation of pathologies No 3 and No 4 for general anesthesia, animals were intramuscularly 
injected with a mixture of Zoletil 100 (Virbac Sante Animale, France) and Xila (Interchemie werken “De Adelaar” B.V, 
Netherlands) in dose of 2,6 mg/kg.
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В статье обобщен собственный опыт исполь-
зования белка S100b как дополнительного мар-
кера повреждения центральной нервной системы 
(ЦНС) при моделировании патологий ЦНС для из-
учения фармакологического действия кандидатов 
в лекарственные средства.

Материалы и методы
Исследования были проведены на самцах аут-

бредных крыс и мышей (питомник НПО «Дом 
Фармации», Россия) в период с сентября 2018 года 
по декабрь 2020 года. В исследовательских рабо-
тах было использовано суммарно 62 животных: 47 
крыс и 15 мышей.

Все проведенные научно-исследовательские 
работы были рассмотрены и одобрены для прове-
дения биоэтической комиссией НПО «Дом Фар-
мации». Животных содержали в стандартных 
условиях в соответствии с Директивой 2010/63/
EU Европейского парламента и совета Европей-
ского союза от 22.09.2010 по охране животных, 
используемых в научных целях и в соответствии 
с санитарно-эпидемиологическими правилами СП 
2.2.1.3218-14.

В таблице 2 представлено описание условий 
формирования патологии на грызунах.

Определение белка S100b в биоматериале 
животных

Для определения концентрации белка S100b 
использовали наборы производителя LifeSpan 
BioSciences (США) в биоматериале крыс исполь-
зовали ИФА-наборы Rat S100b/S100 beta Elisa kit 
(Sandwich Elisa) № LS-F5980 (аналитический диа-
пазон методики — 3,125–200 пг/мл) и № LS-F23898 
(15,53–1000 пг/мл), в биоматериале мышей — Mouse 
S100b/S100 beta Elisa kit (Sandwich Elisa), № LS-
F5980 (31,25–2000 пг/мл).

Во всех экспериментах на второй день после 
формирования патологии у крыс было отобрано 
0,7 мл крови из хвостовой вены в пробирку с 7 мкл 
раствора гепарина натрия (5000 МЕ/мл). У мышей 
кровь была забрана посмертно из полостей сердца 
в объеме 0,5 мл в пробирку с 5 мкл раствора гепа-
рина натрия (5000 МЕ/мл).

Для получения плазмы пробирки с кровью цен-
трифугировали при 1000g в течение 15 минут при 
температуре +2-+8 °С.

Для получения гомогенатов мозга использо-
вали лизирующий буферный раствор Ripa Buffer 
(10X) (Cell Signaling Technology, США), № 9806S.

Головной мозг мышей гомогенизировали в ли-
зирующем буферном растворе (1X) в соотношении 
1:4. Ткани мозга гомогенизировали с помощью 
измельчителя тканей Polytron РТ 1600Е System 

(Кinematica, Швейцария) при охлаждении, поме-
щая пробирку в емкость со льдом, затем гомогена-
ты обрабатывали в течение 15 минут в ультразву-
ковой ванне. Гомогенаты центрифугировали при 
10000g в течение 10 минут. Cупернатанты перед 
анализом мозга разбавляли в 100000 раз в 0,01М 
фосфатно-солевом буферном растворе. 

Оптическую плотность растворов измеряли 
на многофункциональном микропланшетном ана-
лизаторе CLARIOstar (BMG Labtech, Германия) 
в двухволновом режиме при 450 нм (основная дли-
на волны) и 650 нм (референсная длина волны). 
Расчет концентрации белка S100b выполняли с по-
мощью линейной модели обработки данных.

Статистический анализ выполняли с помощью 
лицензированного программного обеспечения 
GraphPad Prism версии 9 (GraphPad, США). Дан-
ные представлены как M±SEM, где M — среднее 
арифметическое, SEM — стандартная ошибка 
среднего. Для сравнительной оценки уровня бел-
ка S100b в норме и при патологии использовали 
t-критерий Стьюдента для независимых перемен-
ных. Различия считались статистически значимы-
ми при р < 0,05.

Результаты и их обсуждение
В таблице 3 приведены результаты определе-

ния уровня белка S100b в плазме крови крыс и мы-
шей и гомогенатах головного мозга мышей при 
различных патологиях.

В ходе исследований были получены сопоста-
вимые уровни белка S100b в плазме крови для 
интактных мышей и крыс. Для концентраций ис-
следуемого белка в плазме крови интактных крыс, 
полученных в ходе экспериментов, характерна 
значительная вариабельность данных от 29 до 78 
пг/мл. Высокая межиндивидуальная вариабель-
ность данных может быть обусловлена сезонными 
изменениями концентрации S100b в плазме кро-
ви, а также отличиями фоновой экспрессии белка 
S100b не только в центральной нервной системе, 
но и в других органах и тканях (коже, жировой 
ткани, почках и др.) [6].

При моделировании алкогольной нейропатии 
и фокальной церебральной ишемии у крыс наблю-
далось статистически значимое повышение, более 
чем в 2 раза, уровня белка S100b.

Для группы крыс с индуцированной билате-
ральной перманентной церебральной ишемией 
увеличение концентрации S100b в плазме крови 
на 2-й день формирования патологии в среднем 
в 1,7 раза было наименее выраженным и не имело 
статистической значимости. При изучении дан-
ного вида патологии у крыс была также забрана 
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кровь на 22-й день после ее формирования (рис. 
3). Необходимо отметить, что в течение 20 дней 
изучаемый показатель для обеих групп животных 
оставался стабильным: концентрация S100b в ин-
тактной группе составила в среднем 65–79 пг/мл, 
в группе животных с патологией — 102–158 пг/мл.

В исследовании [23] выявлено статистически зна-
чимое увеличение уровня белка S100b при ишемиче-
ски-реперфузионном повреждении головного мозга 
крыс, уровень S100b в сыворотке крови коррелирует 
с тяжестью церебральной ишемии с реперфузией.

Для моделирования повреждений ЦНС травма-
тического характера использовали другой вид лабо-
раторных животных — мышей. При моделировании 
черепно-мозговой травмы (ЧМТ) у мышей динами-
ка содержания S100b в плазме крови и гомогенатах 
головного мозга была одинаковой и ожидаемо более 
выраженной по сравнению с другими видами пато-
логий. Так, количество белка S100b при ЧМТ уве-
личилось в плазме крови в 4,3 раза, в гомогенатах 
мозга — в 3,6 раза. Аналогичные результаты при 
использовании мышей были получены в работе [11].

По данным ранее проведенного исследования 
[24], при развитии гипогликемии у крыс концен-
трация белка S100b также увеличивается не только 

в крови (в среднем в 3 раза), но и в головном мозге 
в зоне СА1 гиппокампа, что указывает, по мнению 
авторов [24], «на развитие индуцированных ги-
погликемическим состоянием нейротоксических 
процессов в данной структуре».

Изучаемый белок S100b в физиологических 
(наномолярных) концентрациях S100b выполняет 
защитную функцию в нейронах [7]. Значительное 
повышение его уровня рассматривается как при-
знак поражения нейрональных структур.

Необходимо отметить, что белки S100b, кроме 
вышеперечисленных функций, регулируют клеточ-
ный цикл и апоптоз [7] и могут участвовать в про-
цессе онкогенеза. В клинической практике белок 
S100b как наиболее изученный биомаркер мела-
номы применяют для оценки развития патологии 
и эффективности терапии. Концентрация этого 
белка находится в пределах нормы у здоровых лиц 
и людей с доброкачественными новообразования-
ми кожи, но повышается на II стадии развития за-
болевания и выше (III, IV). Данный факт не про-
тиворечит идее использовать S100b как маркер 
нарушений функционального состояния головного 
мозга в ходе доклинических исследований (ДКИ), 
поскольку для такого рода исследований в экспе-

Таблица 3. Концентрация белка S100b в плазме крови и гомогенатах головного мозга у крыс 
и мышей, М±SEM

Table 3. The concentration of S100b protein in blood plasma and brain homogenates in rats and mice, 
М±SEM

Вид патологии Вид животных

Концентрация белка S100b

Вид биоматериала, единицы 
измерения Интактные животные

Алкогольная нейропатия

Крысы Плазма крови, пг/мл

29 ± 5
n = 8

Билатеральная, 
перманентная, церебральная 
ишемия

78 ± 14
n = 8

Фокальная церебральная 
ишемия

49 ± 9
n = 8

Черепно-мозговая травма Мыши
Плазма крови, пг/мл 94 ± 9

n = 8

Мозг, мкг/г 112 ± 6
n = 8

Примечание: * — отличия статистически значимы в сравнении с интактными животными, t-тест 
Стьюдента при p < 0,05.

Note: * — The differences are statistically significant in comparison with intact animals, Student’s t-test at  
p < 0.05.
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римент отбирают клинически здоровых животных 
и повышение уровня этого белка в крови можно 
ожидать в первую очередь при нарушениях со сто-
роны ЦНС. Статистически значимое повышение 
концентрации этого белка, не менее чем в 1,5 раза, 
можно рассматривать как причину дополнитель-
ного изучения влияния лекарственных средств 
на головной мозг не только в ходе ДКИ, но и затем 
в клинических исследованиях. 

В обзорах [25, 26] отмечается, что уровни изу-
чаемого белка в биологических жидкостях явля-
ются биомаркером активного нервного дистресса. 
Несмотря на то, что широкий спектр заболеваний, 
в которых участвует белок, снижает его специ-
фичность, его уровни остаются важным показате-
лем в отслеживании тенденции заболеваний, свя-
занных с поражением ЦНС.

Таким образом, белок S100b можно рассматри-
вать как неспецифический маркер повреждения 
головного мозга, реагирующий на механические, 
гипоксические, ишемические, биохимические 
и другие нейротоксические факторы, и рекомендо-
вать его применение на различных этапах доклини-
ческих исследований лекарственных препаратов.

Необходимо отметить, что для белка S100b 
в настоящее время не установлены общепринятые 
референтные значения, как для человека, так и ла-
бораторных животных. Например, в работе Pham 
и соавторов (2010) [27], уровень белка S100b соста-
вил 0,08 нг/мл, тогда как в работе Morera-Fumero 
и коллег (2013) [28] концентрация аналита состав-

ляла в среднем 35 нг/мл, а также была продемон-
стрирована зависимость уровня белка от времени 
года (зима/лето). Высокая вариабельность данных 
характерна и для животных [29, 30].

Учитывая вышесказанное, определение концен-
трации S100b в сыворотке крови можно использо-
вать для оценки патологических процессов в ЦНС 
как на этапе доклинических исследований у живот-
ных, так и у человека в клинической практике.

В связи с вышеизложенным, в отсутствие об-
щепринятых референтных значений в экспери-
ментальной работе, необходимо ориентировать-
ся в первую очередь на относительную разницу 
в концентрациях «до патологии» и «после», а так-
же рекомендовать формирование собственных 
внутрилабораторных норм.

Заключение
Концентрация белка S100b увеличивалась при 

формировании всех рассматриваемых видов пато-
логий, что может быть диагностическим призна-
ком повреждения нейронов, сопровождающегося 
нарушением проницаемости гематоэнцефаличе-
ского барьера при ишемических, травматических 
повреждениях, а также при гипогликемических 
состояниях и токсических повреждениях.

Таким образом, белок S100b может быть ис-
пользован в доклинических исследованиях как 
маркер патологии центральной нервной системы, 
реагирующий на повреждения тканей головного 
мозга различного генеза в исследованиях фармако-

Рис. 1. Изменение концентрации белка S100b в плазме крови (пг/мл) при формировании 
билатеральной перманентной церебральной ишемии на 2-й и 22-й дни формирования патологии 

Figure 1. Changes in the concentration of S100b protein in blood plasma (pg/ml) during the formation 
of bilateral permanent cerebral ischemia on the 2nd and 22nd days of pathology formation
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динамики и фармакологической безопасности ле-
карственных препаратов в отношении централь-
ной нервной системы.

При оценке результатов исследований рекомен-
дуется, в отсутствие собственных внутрилабора-
торных норм, ориентироваться в первую очередь 
на относительную разницу в концентрациях «до 
патологии» и «после».
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