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Препараты на основе органических солей лития являются перспективными нейропротекторами, которые эффективны уже в ми-

кромолярном диапазоне концентраций и при этом отличаются высокой безопасностью (V класс токсичности). 

Цель исследования – выяснение более детальных механизмов осуществления биологических и фармакологических эффектов цит-

рата лития посредством анализа возможных взаимодействий иона лития с белками протеома человека, которые представлены

также в протеоме крысы. 

Материал и методы. С использованием цитрата лития проведена экспериментальная валидация двух таргетных белков лития –

гликоген синтетазы 3β (GSK-3β) и инозитол монофосфатазы 1 (IMPA1). 

Результаты. Показано, что курсовой прием цитрата лития per os снижает активность этих белков в гидролизатах головного

мозга крыс. Проведен анализ эффектов лития в масштабе протеомов человека и крысы. Установлено существование 47 белков в

протеомах человека и крысы, активность которых зависит от ионов лития. Выделено четыре группы литий-зависимых белков: 

1) регулируемые посредством киназы GSK3β; 2) модулирующие уровень инозитолфосфатов; 3) модулирующие метаболизм нейро-

трансмиттеров; 4) действующие посредством других механизмов.
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Preparations based on organic lithium salts are promising neuroprotective agents that are effective just in the micromolar concentration range

and, at the same time, have high safety (Toxicity Class V).

Objective: to elucidate more detailed mechanisms responsible for the biological and pharmacological effects of lithium citrate, by analyzing the

possible interactions of lithium ion with human proteome proteins that are also represented in the rat proteome.

Material and methods. The targets of lithium are two proteins, such as glycogen synthase-3β (GSK-3β) and inositol monophosphatase 1

(IMPA1), were experimentally validated using lithium citrate.

Results. The cycle use of oral lithium citrate was shown to decrease the activity of these proteins in the rat brain hydrolysates. The effects of

lithium were analyzed in the human and rat proteomes. 47 proteins were ascertained to be present in the human and rat proteomes, the activ-

ity of which depended on lithium ions. There were 4 groups of lithium-dependent proteins: 1) the proteins regulated by GSK3β kinase; 2) those

modulating the level of inositol phosphates; 3) those modulating the metabolism of neurotransmitters; 4) those working via other mechanisms.
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О таргетных белках, участвующих в осуществлении
нейропротекторных эффектов цитрата лития



Препараты на основе органических солей лития явля-

ются перспективными нейропротекторами, которые эффе-

ктивны уже в микромолярном диапазоне концентраций и

при этом отличаются высокой безопасностью (V класс ток-

сичности). 

Цель исследования – выяснение более детальных меха-

низмов осуществления биологических и фармакологических

эффектов цитрата лития посредством анализа возможных

взаимодействий иона лития с белками протеома человека,

которые представлены также в протеоме крысы. Результаты

анализа протеомных баз данных – NCBI PROTEIN, EMBL,

UNIPROT, Human Proteome Map (HPM), BIOCYC-HUMAN

и др., – проведенного нами с использованием методов био-

информатики [1–3], показали, что в протеомах человека и

крысы существует по меньшей мере 47 белков, активность

которых так или иначе может контролироваться ионами ли-

тия. Получены экспериментальные подтверждения участия

двух литий-зависимых белков – гликоген синтетазы 3β
(GSK-3β) и инозитол монофосфатазы (IMPA1) в осуществ-

лении фармакологических эффектов цитрата лития.

Материал и методы. Экспериментальная валидация тар-
гетных литий-зависимых белков, участвующих в нейропротек-
ции. Взрослые самцы крыс массой 220±40 г (n=20, «Белый

мох», Московская область) на протяжении всего исследова-

ния содержались в стандартных лабораторных условиях (от-

дельные клетки, условия день-ночь 12/12ч, температура

20–22 °С, при свободном доступе к пище и воде). Для участия

в эксперименте отбирали активных животных, с гладкой бле-

стящей шерстью, без внешних признаков заболеваний.

Модель глобальной церебральной ишемии воспроиз-

водили посредством двусторонней окклюзии общих сонных

артерий на 10 мин [4]. Животным под наркозом (хлоралгид-

рат, 300 мг/кг внутрибрюшинно – в/б) производили разрез

мягких тканей передней поверхности шеи, после чего выде-

ляли и перевязывали с обеих сторон общие сонные артерии,

затем рану послойно ушивали. В данной модели наблюдает-

ся снижение мозгового кровотока не менее чем на 30% по

сравнению с исходным, а выживаемость весьма высока

(75–80%). У большинства выживших животных в остром

периоде отмечался небольшой неврологический дефицит. 

В послеоперационном периоде в течение 1 мес животным

вводили цитрат лития per os путем зондирования 

(100 мкг/кг/сут элементарного лития, т. е. 0,016 ммоль/кг/сут,

n=10) или плацебо (цитрат натрия, n=10). 

Приготовление гидролизата тканей мозга. Через 1 мес

после создания модели крысы были подвержены эвтаназии

хлоралгидратом (700 мг/кг в/б) с целью исследования тка-

ней головного мозга. Образцы мозга после экстракции не-

медленно помещали в жидкий азот, затем нарезали, оттаи-

вали и гомогенизировали посредством ультразвукового со-

никатора Q500 (Qsonica, США). Затем гомогенат мозга цен-

трифугировали (10 000 об/мин, 10 мин, +4 °С, центрифуга

CF15RN, Hitachi, Япония), отделяли супернатант, который

центрифугировали второй раз в тех же условиях.

Оценка активности GSK-3β в гидролизатах тканей моз-

га. Измерения проводили с использованием комплекта реак-

тивов CS0990 (Sigma Aldrich, США) для анализа активности

GSK-3β. 500 мкл гидролизата мозга инкубировали на льду 

(3 ч) в пробирке с гелевыми гранулами (EZview Red Protein G

Affinity Gel), на которые были предварительно нанесены мо-

ноклональные антитела к GSK-3β крыс (Sigma Aldrich,

США), и трижды промывали 0,5 мл буферного раствора из

комплекта реактивов. Реакционную смесь: пептидный суб-

страт GSK-3β, 5 мкл; буфер для анализа, 12,5 мкл, промывоч-

ный буфер, 7,5 мкл; АТФ, [γ-32P], 2,5 мкл (с удельной актив-

ностью 10 мКи/мл) помещали в пробирки с адсорбирован-

ной GSK-3β, инкубировали в течение 30 мин при 20 °С и цен-

трифугировали при 8000×g. Затем 25 мкл реакционной смеси

наносили на фосфат-целлюлозную бумагу Р81, сушили в те-

чение 1 мин, промывали 4 раза с помощью 10 мл фосфорной

кислоты (5 мин), этанолом (1 мин) и ацетоном (1 мин). Об-

разцы сушили при комнатной температуре и количество 

образовавшегося 32P-фосфата (которое и является мерой ак-

тивности GSK-3β) измеряли с помощью Triathler MultiLabel

Tester (Hidex, Финляндия). Содержание общего белка опре-

деляли колориметрически, используя набор реагентов

Coomassie™ Plus Bradford (Thermo Fisher Scientific, США).

Измерение IMPA1 (IMPase-1) в гидролизатах тканей

мозга. 500 мкл гидролизата мозга инкубировали на льду (3 ч)

с гелевыми гранулами (EZview Red Protein G), покрытыми

моноклональными антителами ab184165 к IMPA1 (Abcam,

США), затем промывали 0,5 мл буферного раствора. Изме-

рение активности IMPase-1 проводили с использованием

набора реагентов «малахитовый зеленый» MAK307 (Sigma

Aldrich, США) для количественного определения фосфата и

D-мио-инозит-1-фосфата (Cayman Chem, США) в качестве

субстрата фермента IMPase-1. Гелевые гранулы с адсорби-

рованной IMPase-1 размещали на 30 мин в среде, содержа-

щей 50 мМ трис/HCl (рН 7,8), NaCl (10 мМ), KCl (30 мМ),

MgSO4 (4 мМ) и 1 мМ инозитол-1-монофосфата. Затем гра-

нулы извлекали и количество свободного фосфата измеряли

колориметрически (620 нм) с использованием малахитово-

го зеленого в соответствии с описанием производителя [5].

Количество фосфата, высвобожденного после 30 мин реак-

ции на 1 мг общего белка, использовали в качестве меры ак-

тивности фермента IMPase-1.

Результаты. Ингибирование активности GSK-3ββ в гидро-
лизатах мозга после курсового приема цитрата лития. Уста-

новлено, что в гидролизатах головного мозга крыс, получав-

ших плацебо, активность GSK-3β на пептидном субстрате из

набора реагентов CS0990 составила 52639±1822 имп/мин/мг

белка. В гидролизатах головного мозга крыс, получавших

цитрат лития, активность GSK-3β снизилась до 36925±2372

имп/мин/мг белка (до 70% исходной активности). 

Зависимость активности GSK-3β от концентрации

ионов лития в экспериментах in vitro (добавление LiCl 

в концентрациях 1, 2, 4 ммоль/л) была менее выраженной 

в гидролизатах мозга крыс, получавших цитрат лития, по

сравнению с группой плацебо (рис. 1). Так, после добавле-

ния 4 мМ LiCl активность снизилась на 31% в гидролизатах

мозга из группы плацебо и только на 15% в гидролизатах

мозга из группы цитрата лития.

Таким образом, прием относительно низких доз цит-

рата лития (100 мкг/кг элементного лития) в течение 4 нед

способствовал снижению активности GSK-3β в гидролиза-

тах мозга. При этом зависимость активности GSK-3β от

внешних концентраций ионов лития была в существенной

степени ослаблена. Снижение активности GSK-3β в мозге

после курсового воздействия цитрата лития может объяс-

няться как прямым ее ингибированием ионами лития, так и

опосредованной регуляцией посредством внутриклеточно-

го фосфорилирования. 
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Ингибирование активности IMPA1 в гидролизатах
мозга после курсового приема цитрата лития. В гидроли-

затах головного мозга в группе плацебо среднюю актив-

ность IMPA1 принимали за 100±9%. В гидролизатах

мозга в группе цитрата лития активность IMPA1 снизи-

лась до 65±14% (по сравнению с группой плацебо). Как

и в случае GSK-3β, зависимость активности IMPA1 in

vitro от концентрации ионов лития была менее выраже-

на для гидролизатов мозга из группы цитрата лития

(рис. 2).

Обсуждение. Существование двух механизмов дейст-

вия лития (ингибирование GSK-3β и IMPA1), каждый из

которых был экспериментально доказан, позволяет предпо-

ложить, что активность иона лития in vivo может быть суще-

ственно выше, чем это следует из результатов исследований

in vitro. Поэтому полученные результаты важно обсудить в

контексте протеомов (т. е. совокупности всех белков данно-

го организма) человека и крысы. 

Список 47 литий-зависимых белков (включая белки

транспорта иона лития) был составлен на основе имеющих-

ся аннотаций геномов, представленным в базах данных

NCBI PROTEIN, EMBL, UNIPROT и HPM. Аннотации

белков анализировали методом функционального связыва-

ния – одной из информационных технологий современной

биоинформатики [1–3]. 

По данным анализа, из 50 057 известных белков протео-

ма человека было выделено 20 180 аннотированных белков,

для которых установлены хотя бы основные биологически

роли. Из 20 180 белков 47 были так или иначе связаны с осу-

ществлением биологических ролей лития. Условно эти бел-

ки названы «литий-зависимыми». Данные белки также

представлены в протеоме крысы, причем аминокислотные

последовательности литий-зависимых белков протеома

крысы характеризовались высокой степенью идентичности

соответствующим белкам протеома человека (85±12%). 

Анализ показал, что литий-зависимые белки протео-

мов человека и крысы могут быть разделены на четыре

группы: 1) белки, связанные с Wnt/катенин- и другими сиг-

нальными каскадами, регулируемыми посредством 

GSK-3β; 2) белки, связанные с внутриклеточной передачей

сигнала посредством фосфоинозитидов; 3) белки, связан-

ные с модуляцией метаболизма нейротрансмиттеров и ак-

тивности рецепторов нейротрансмиттеров; 3) белки, дейст-

вующие посредством других механизмов. Анализ протео-

мов крысы и человека подтвердил, что ингибирование

GSK-3β [6–14] и IMPA1 [15–19] – одна из основных фар-

макологических мишеней действия лития в ЦНС.

Литий-зависимые белки, связанные сигнальными кас-
кадами, регулируемыми GSK-3ββ. Ингибирование ионами

лития киназы GSK-3β (ген GSK3β) является одним из ос-

новных механизмов осуществления фармакологических

эффектов препаратов лития. GSK-3β фосфорилирует более

40 белков, среди которых бета-катенин, аксины (модули-

руют взаимодействия бета-катенина [6]),  сигнальные бел-

ки MAP1B, MAP2, CREB, фактор ответа на гипоксию, тау-

белок, субстрат рецептора инсулина, основной белок мие-

лина, фактор роста нервов, рецептор провоспалительного

фактора транскрипции NF-кВ (p65 и p105), сигнальный

белок Notch [7]. 

Основной таргетный белок воздействия ионов лития –

GSK-3β – представляет собой серин/треониновую киназу,

которая распознает и фосфорилирует серины в аминокис-

лотных последовательностях типа [S/T]XXXS(P) таргетных

белков [8] (X – произвольный аминокислотный остаток).

Среди литий-зависимых белков, обсуждаемых в настоящей

работе, соответствующей последовательностью для бета-ка-

тенина является DSGIHSGATTTAPS, для белка С/EBPa –

TPPPTPVPSP, для белка C-Jun – EEPQTVPEMPGETP-

PLSPIDMESQER, для фактора CREB – KRREILSRRPSYR,

для фактора трансляции eIF-2B – DSEELDSRAGSPQLD-

DIKVF, для тау-белка – TPPKSPSAAK, SPVVSGDTSPR и др.

Фермент GSK-3β ингибируется непосредственно ио-

нами лития [8], при этом наблюдается снижение экспрес-

сии провоспалительного фактора транскрипции NF-кВ и

фермента биосинтеза провоспалительных простагландинов

(ПГ) циклооксигеназы 2 (ЦОГ2) в ЦНС [9] и др. Белки, ак-

тивность которых изменяется при ингибировании литием

фермента GSK-3β, представлены в таблице.

GSK-3β – негативный регулятор каскада Wnt, который

необходим для роста аксонов. В процессе внутриклеточной

передачи сигнала по каскаду Wnt фермент GSK-3β образует

комплекс с бета-катенином (ген CTNNB1), что приводит к

деградации бета-катенина посредством убиквитин-протеа-

сомного механизма. Ингибирование GSK-3β литием, сле-

довательно, способствует активации нейротрофического ка-

скада Wnt.
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Рис. 1. Активность GSK-3β в гидролизатах мозга крыс, 

получавших цитрат лития (100 мкг/кг/сут элементного 

лития) или плацебо (цитрат натрия)
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Рис. 2. Активность IMPA1 в гидролизатах мозга крыс,

получавших цитрат лития (100 мкг/кг/сут элементного ли-

тия) или плацебо (цитрат натрия)
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Фосфорилирование GSK-3β также влияет на актив-

ность сигнального белка Notch, участвующего в дифференциа-

ции нейронов. Ингибирование GSK-3β сокращало время

жизни сигнального белка Notch1 [10], повышало актив-

ность транскрипционного фактора HES-1, регулирующего

деление и дифференцировку клеток [11]. Таким образом,



ингибирование GSK-3β ионами лития ускоряет дифферен-

циацию нейрональных клеток-предшественников [12], что

важно для восстановления поврежденных нервных путей. 

Литий стимулирует дифференциацию астроцитов 

и синтез миелина. Фосфорилирование GSK-3β ингибирует

белок eIF-2B, который является фактором инициации

трансляции в процессе дифференциации астроцитов и мие-

линизации нейронов [13]. Дефекты гена EIF2B5 приводят 

к лейкодистрофии, а ингибирование литием GSK-3β, на-

оборот, повышает активность белка eIF-2B. Ион лития, ин-

гибируя GSK-3β, также увеличивает продолжительность

жизни белка CEBPA (CCAAT/энхансер-связывающий бе-

лок альфа), который поддерживает выживание нейронов,

обучение, память, экспрессию нейротрофических факторов

[14] и значительно увеличивает способность тау-белка свя-

зывать и стабилизировать микротрубочки за счет устране-

ния его гиперфосфорилирования [8]. Как известно, низко-

стабильный тау-белок является основным компонентом

амилоидных бляшек при болезни Альцгеймера, а гиперфос-

форилирование тау-белка считается одним из механизмов

патогенеза нейродегенеративной патологии.

Селективное ингибирование фермента GSK-3ββ ионами ли-
тия. Ионы лития ингибируют GSK-3β посредством конку-

рентного вытеснения иона магния [20], причем данный эф-

фект характерен только для ионов лития и не наблюдается для

ионов других щелочных металлов (натрия, калия, цезия, руби-

дия). По многим физико-химическим свойствам ионы лития

гораздо ближе к ионам магния (группа IIA периодической си-

стемы элементов Д.И. Менделеева), чем к ионам других ще-

лочных металлов (группа IA). В частности, ионы лития и маг-

ния являются неполяризующимися «твердыми» катионами с

высокой плотностью заряда и сильным сродством к кислород-

содержащим лигандам. Оба иона характеризуются близкими

ионными радиусами: ri (Li+)=0,59Å и ri (Mg2+)=0,57Å для коор-

динационного числа 4, ri (Li+)=0,76Å и ri (Mg2+)=0,72Å для ко-

ординационного числа 6 [21].

Проведен систематический анализ координационной

химии ионов лития и магния в активном центре GSK-3β с

помощью вычисления энергии процесса вытеснения иона

магния ионом лития по методу Пуассона [22]. Результаты

анализа показали, что конкуренция между катионами магния

и лития зависит от суммарного заряда комплекса белок – ка-

тион, числа катионов металлов и наличия определенной

конфигурации отрицательно заряженных групп в активном

центре фермента. Уникальные конфигурации активных

центров ферментов GSK-3β и IMPA1 гарантируют, что ион

лития будет ингибировать именно эти, а не другие магний-

зависимые ферменты [22].

Активный центр фермента GSK-3β включает ион

магния-связывающий сайт, образованный аспартатом

(D200) и аспарагином (N186), нумерация по файлу PDB

1j1c); аспартат D200 может дополнительно связывать вто-

рой ион магния (PDB 1pyx). Как показали результаты моде-

лирования энергетики активного центра GSK-3β, если ак-

тивный центр GSK-3β связывает два иона магния, замена

одного из ионов магния ионом лития становится энергети-

чески выгодной (т. е. ΔG<0, ΔG=-20,6 ... -4,8 ккал/моль)

[22]. Наоборот, если только один ион магния связан с ак-

тивным центром фермента, то замена этого иона магния на

ион лития энергетически невыгодна (т. е. ΔG>0, ΔG=-0,5 ...

+103,7 ккал/моль).

Следует заметить, что ион лития может ингибировать

GSK-3β и косвенно – за счет увеличения фосфорилирова-

ния аминокислоты Ser-9 в GSK-3β посредством протеинки-

назы В (РКВ). Фосфорилирование Ser-9 в GSK-3β инакти-

вирует данный фермент [23]. Например, в эксперименте

мыши подвергались глобальной ишемии путем двусторон-

ней окклюзии общей сонной артерии, затем животным вво-

дили 2 ммоль/кг LiCl либо плацебо (0,9% NaCl) в/б. По

сравнению с группой плацебо у животных, обработанных

LiCl, установлен более высокий уровень Ser9-фосфорили-

рованной формы GSK-3β (что соответствует инактивации

GSK-3β) и одновременно более высокий уровень Ser473-

фосфорилированной формы РКВ [24]. Точный молекуляр-

ный механизм подобного увеличения фосфорилирования

Ser-9 GSK-3β ионами лития не определен.

Литий-зависимые белки, связанные с внутриклеточной
передачей сигнала посредством фосфоинозитидов. Регуляция

ионом лития ряда ферментов метаболизма инозитолфосфа-

тов представляет собой второй из наиболее исследованных

молекулярных механизмов осуществления фармакологиче-

ских эффектов лития. Инозитолфосфаты – важные сиг-

нальные молекулы, опосредующие передачу сигнала от раз-

личных нейрональных рецепторов (ацетилхолиновых, до-

фаминовых и др.) внутрь клетки.

Фермент инозитол монофосфатаза-1 (ген IMPA1) обес-

печивает нейроны инозитолом для синтеза фосфатидилино-

зитолов и является одной из основных фармакологических ми-

шеней действия лития в ЦНС. Белок содержит литий-связы-

вающий сайт и непосредственно ингибируется ионами ли-

тия [15]. Ингибируя IMPA1, литий вызывает накопление

мио-инозитола в форме Ins(1)P, что тормозит синтез всех

фосфоинозитидов, их уровень снижается, и, соответствен-

но, модулируется отклик нейронов на стимулирование раз-

личных рецепторов [17, 18]. В частности, инозитол-дефи-

цитная пища усиливает холинергическое действие лития в

эксперименте [18]. Молекулярные эффекты лития частично

имитируются у животных с делецией гена инозитол-моно-

фосфатазы (IMPA1) [19].

Селективное ингибирование фермента IMPA1 ионами
лития. Прямое ингибирование фермента IMPA1 ионами

лития является хорошо доказанным. Исследования IMPA1 с

использованием мутагенеза, кинетики и флюоресценции

[25, 26] свидетельствуют о том, что ион лития непосредст-

венно взаимодействует с одним из атомов кислорода фос-

фатной группы субстрата фермента, что приводит к вытес-

нению одного из трех ионов магния активного центра. Ак-

тивный центр фермента IMPA1 содержит три магний-свя-

зывающих сайта: сайт I с высоким сродством к магнию

(Glu-70, Asp-90, Ile-92) и сайты II (Asp-90, Asp-93, Asp-220)

и III (Glu-70, Lys-36, Asp-41) с низким сродством к магнию

Связывание иона лития в активном центре IMPA1

было изучено с использованием метода твердотельного

ядерного магнитного резонанса с изотопной меткой ли-

тия (7Li). Эти экспериментальные данные хорошо согла-

суются со связыванием иона лития сайтами I или II, но не

сайтом III. Биохимические данные демонстрируют на-

много более сильное сродство сайта I к иону магния, что

подтверждает наименьшую вероятность связывания с

этим сайтом иона лития. Соответственно, ион лития c

наибольшей вероятностью связывается именно с сайтом

II (Asp-90, Asp-93, Asp-220). 
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Данные результаты также согласуются и с упоминае-

мыми ранее результатами моделирования активных центров

ферментов GSK-3β и IMPA1 и расчетов энергий замены ио-

нов магния на ионы лития [22]. В частности, эти два фермен-

та, являющиеся основными таргетными белками для лития,

характеризуются активными центрами с высокой плотно-

стью положительного заряда, достаточно крупными лиганда-

ми (пептиды, инозитолфосфаты) и высокой доступностью

молекул воды к ионам магния в активных центрах этих двух

ферментов. В других магний-зависимых ферментах в актив-

ном центре присутствует, как правило, только один ион маг-

ния. При этом доступность молекул воды к иону магния 

у многих ферментов близка к нулю, т. е. ион магния находит-

ся достаточно глубоко в структуре фермента. В результате вы-

теснение литием ионов магния из активных центров этих

ферментов становится энергетически невыгодным [22]. Та-

ким образом, в контексте протеома человека процессы инги-

бирования GSK-3β и IMPA1, по всей видимости, представ-

ляют собой достаточно специфичные механизмы осуществ-

ления фармакологических эффектов цитрата лития.

Заключение. Экспериментальные исследования поз-

волили подтвердить, что курсовой прием цитрата лития

способствует ингибированию GSK3β и IMPA1 в гидролиза-

тах головного мозга крыс, у которых была воспроизведена

модель глобальной ишемии. С использованием современ-

ных методов биоинформатики выделены и описаны литий-

зависимые белки протеомов человека и крысы. Результаты

указывают на плейотропный эффект ионов лития на проте-

ом. Во-первых, ингибируя GSK3β, литий способствует акти-

вации нейротрофических механизмов. Во-вторых, ингиби-

руя IMPA1, литий модулирует уровни сигнальных молекул

инозитолфосфатов, участвующих в каскадах выживания

нейронов. В-третьих, ионы лития могут модулировать ме-

таболизм нейротрансмиттеров и степень активации рецеп-

торов нейротрансмиттеров. 
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