
ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ, 2019, том 55, № 4, с. 302–304

302

РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ГАМКЕРГИЧЕСКИХ НЕЙРОНОВ 
В НЕОКОРТЕКСЕ КРЫС В ОТДАЛЕННЫЕ ПОСТНАТАЛЬНЫЕ СРОКИ 

ПОСЛЕ ПЕРИНАТАЛЬНОЙ ГИПОКСИИ
© 2019 г.   Л. И. Хожай1,*, В. А. Отеллин1

1 Институт физиологии им. И.П.Павлова РАН, Санкт-Петербург, Россия
*e-mail: astarta0505@mail.ru

Поступила в редакцию 24.12.2018 г.
После доработки 14.01.2019 г.

Принята к публикации 05.02.2019 г.

Ключевые слова: перинатальная гипоксия, ГАМКергические интернейроны, неокортекс
DOI: 10.1134/S0044452919040077

Основным тормозным синаптическим нейро-
трансмиттером в мозге человека и млекопитающих
является ГАМК (гамма аминомасляная кислота).
Во взрослом мозге существуют две изоформы глу-
тамат декарбоксилазы (фермента синтеза ГАМК)
67КДа и 65КДа (GAD67 и GAD65). GAD65 в основ-
ном находится в пресинаптических терминалях
ГАМергических интернейронов, а GAD67 распре-
делена в цитоплазме нейронов, и ее, как правило,
используют для маркировки ГАМКергических ин-
тернейронов. Экспрессия этого фермента может
меняться в зависимости от активности нейрона [1].
Неокортекс является важной структурой конечно-
го мозга, который выполняет основную роль в осу-
ществлении многочисленных физиологических
функций, таких как сенсорные, моторные, позна-
вательные, зрительные, слуховые и т.д. [2, 3]. Эти
функции контролируются разными областями ко-
ры, каждая из которых характеризуется определен-
ной цитоархитектоникой, составом типов нейро-
нов, плотностью их распределения и связями с
другими формациями мозга. Кортикальные ней-
ронные микроцепи включают ГАМКергические
интернейроны [4], которые отвечают за тормозную
трансмиссию в неокортексе и играют, как полага-
ют, ключевую роль в регуляции кортикальных вхо-
дов [5]. В последние годы установлено, что нару-
шения в неокортикальной ГАМКергической тор-
мозной сети приводят у человека к тяжелым
нейрогенным расстройствам, таким как шизофре-
ния, эпилепсия, аутизм [6–8].

Также показано, что воздействие перинаталь-
ной гипоксии оказывает повреждающее действие
на структурно-функциональные характеристики
неокортекса на ранних постнатальных сроках, в том
числе, на элементы ГАМКергической системы [9, 10],
при этом неизвестно, остаются ли эти последствия
повреждающего действия на ГАМКергическую си-
стему у животных в отдаленные постнатальные сроки.

Целью настоящей работы было изучить распре-
деление GAВАергических интернейронов в сенсо-
моторной области неокортекса у крыс, достигших
половозрелости, после воздействия острой гипо-
ксии в перинатальный период.

Работа выполнена на крысах линии Вистар, со-
держащихся в виварии Института физиологии им.
И.П. Павлова РАН. Новорожденные крысята были
разделены на 2 группы: 1 – животные, подвергав-
шиеся в барокамере воздействию гипоксии; 2 –
интактные животные. Каждая группа содержала по
8–10 крысят. Воздействие гипоксии на головной мозг
новорожденных крысят осуществляли на 2-е сутки
постнатального развития (П2) в специальной ка-
мере в течение 1 ч. Дыхательная смесь содержала:
кислород – 7.6–7.8%; углекислый газ – 0.15–0.21%;
азот – 91.8%, при температуре – 21.3–23С и нор-
мальном общем давлении (760 мм рт.ст.).

Для гистологических исследований мозг живот-
ных, достигших половозрелого возраста (на 90-е сут-
ки, П90), обрабатывали общепринятыми гистоло-
гическими методами, готовили серийные фрон-
тальные срезы толщиной 5–7 мкм, окрашивали
метиленовым синим (Sigma, США) по методу
Ниссля и заключали в синтетическую среду Per-
maunt (Termo, США). Исследование проводилось
на световом микроскопе Leica DME (Leica, Герма-
ния). Изображения получали при помощи цифро-
вой видеокамеры Leica EC3 (Leica, Германия).

Иммуноцитохимическую реакцию на выявле-
ние нейронов, экспрессирующих GAD-67, прово-
дили с использованием кроличьих поликлональ-
ных антител к GAD-67 (Spring Bioscience, США). В
качестве вторичных реагентов использовали реак-
тивы из набора EnVision+System-HRP Labelled
Polymer Anti-Rabbit (DakoCytomation, США). Для
визуализации продукта реакции применяли хро-
моген DAB+ (Dako, Дания). После проведения им-
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муноцитохимической реакции срезы докрашивали
гематоксилином и заключали в заливочную среду
Permaunt (Termo, США).

Для оценки оптической плотности продукта ре-
акции в цитоплазме нейронов и нейропиле ис-
пользовали изображения, полученные с помощью
цифровой видеокамеры и программного обеспече-
ния ВидеоТест Мастер Морфология (ООО “Видео
Тест”, Санкт-Петербург). Данные обрабатывали,
вычисляя среднее арифметическое значение и
ошибку среднего, достоверность различий оцени-
вали средствами анализа ANOVA (Statistica 7.0,
Statsoft Inc., USA) при р < 0.05.

Компьютерную морфометрию проводили на
изображениях, полученных с гистологических пре-
паратов поперечных срезов конечного мозга на
уровне Bregma –1.80 mm–2.04 mm. Количествен-
ные подсчеты проводили на стандартной площади
0.1 мм2 сенсомоторной области неокортекса на 10–
15 серийных срезах мозга, взятого у 4 животных
каждой группы исследования. Статистическая
обработка полученных показателей осуществля-
лась при помощи пакета прикладных компью-
терных программ Statistica 6.0., ImageScope Color
и ORIGIN50. Значимость различий определяли с
помощью t-критерия Стьюдента. Различия счита-
ли значимыми при р < 0.05.

Распределение нейронов, экспрессирующих GAD-
67 в сенсомоторной области неокортекса у живот-
ных на П90 в контроле. Количество нейронов, экс-
прессирующих GAD-67, подсчитывали на стан-

дартной площади при увеличении ок.10; об.10 во
фрагменте сенсомоторной области неокортекса, в
который входили слои II–III–IV–V–VI. У живот-
ных в контроле присутствует 57.9 ± 2.7 иммуноре-
активных нейронов, которые по величине значе-
ния оптической плотности иммуноокрашивания
цитоплазмы можно разделить на 3 значимо отлича-
ющихся группы: 1. нейроны с высоким уровнем
экспрессии GAD-67 (оптическая плотность –
0.40 ± 0.02), число таких нейронов составляет
16.2 ± 1.3; 2. нейроны со средним уровнем экспрес-
сии (оптическая плотность – 0.34 ± 0.02), число
нейронов 22.8 ± 1.8; 3. нейроны с низким уровнем
экспрессии (оптическая плотность – 027 ± 0.02),
число таких нейронов 18.9 ± 1.4.

Распределение нейронов, экспрессирующих GAD-
67 в сенсомоторной области неокортекса у живот-
ных на П90 после воздействия перинатальной гипо-
ксии. У крыс, переживших воздействие перина-
тальной гипоксии, присутствует 38.3 ± 1.8 иммуно-
крашенных нейронов, которые по величине
оптической плотности можно разделить на 2 зна-
чимо отличающиеся группы: 1. нейроны со сред-
ним уровнем экспрессии GAD-67 (оптическая
плотность – 0.31 ± 0.03), число нейронов составля-
ет 20.4 ± 1.3; 2. нейроны с низким уровнем экспрес-
сии (оптическая плотность – 0.22 ± 0.01), число та-
ких нейронов 18.6 ± 1.2.

Таким образом, результаты исследования пока-
зали, что воздействие гипоксии в перинатальный
период приводит к структурным изменениям в
ГАМКергической системе неокортекса, которые
сохраняются у животных, достигших половозрело-
го возраста. Воздействие перинатальной гипоксии
вызывает снижение общей численности ГАМКер-
гических нейронов на 34%. Выявлено, что у кон-
трольных животных популяция GABAергических
нейронов неоднородная, она включает 3 разных ти-
па интернейронов, отличающихся интенсивностью
экспрессии ГАМК: нейроны с высоким уровнем
экспрессии составляют 28% от общего их числа,
нейроны со средним уровнем экспрессии составля-
ют 39.4% и нейроны с низким уровнем экспрессии –
32.6%. У животных, подвергавшихся воздействию
перинатальной гипоксии, отсутствуют нейроны с
высоким уровнем экспрессии ГАМК. Присутствую-
щая популяция состоит из нейронов со средним
уровнем экспрессии, их 53.2%, и нейронов с низким
уровнем экспрессии ГАМК 47%.

Установлено, что во время раннего онтогенеза
неокортикальные интернейроны продуцируются в
определенных областях вентральной части конеч-
ного мозга и мигрируют на достаточно большие
расстояния, достигая своего дефинитивного ме-
стоположения в неокортексе [11, 12]. Полагают,
что нормальное развитие и функционирование
неокортекса во многом зависят от правильной ко-
ординации процессов генерации и миграции
тормозных интернейронов [12–15]. Результаты
данного исследования показали, что воздействие

Рис. 1. Неокортекс крысы на П90, сенсомоторная об-
ласть, контроль. Иммуноцитохимическая реакция на
выявление GAD-67; нейроны с высоким уровнем экс-
прессии GAD-67 (короткая стрелка); нейроны с низ-
ким уровнем экспрессии GAD-67 (длинная стрелка).
Увел. Ок.10; об.100.
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гипоксии в перинатальной период приводит к
структурным изменениям в ГАМКергической си-
стеме неокортекса, которые сохраняются у живот-
ных, достигших половозрелого возраста. Ранее по-
казано, что нарушение становления неокортикаль-
ной ГАМКергической тормозной сети у человека
приводит к тяжелым нейрологическим расстрой-
ствам, таким как шизофрения, эпилепсия, аутизм
[7, 8], поэтому важно получать новые данные для
более детального понимания механизмов, контро-
лирующих процессы развития интернейронов и
формирования неокортикальной тормозной сети.
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