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Известно, что популяция тормозных ГАМКеpгичеcкиx интернейpонов неодноpод-
на и cоcтоит из неcколькиx субпопуляций нейронов, имеющиx pазное функцио-
нальное назначение. Одной из них является субпопуляция нейронов, экспрессиру-
ющих кальций-cвязывающий белок паpвальбумин и влияющих на cинxpонную
импульcную активноcть основных пирамидных нейpонов. Целью исследования
было изучить реакцию интернейронов неокортекса, экспрессирующих парвальбу-
мин, на воздействие гипоксии в неонатальный период и оценить нейропротектив-
ные свойства фенибута (гидрохлорида гамма-амино-бета-фенилмасляной кисло-
ты), ноотропного препарата, производного ГАМК. Воздействие гипоксии осу-
ществляли в камере с дыхательной смесью, содержащей 7.8% кислорода. Выявление
нейронов, содержащих парвальбумин, проводили с использованием первичных
кроличьих поликлональных антител к парвальбумину. Исследование сенсомотор-
ной области неокортекса осуществляли на 10-е постнатальные сутки (П10). Показа-
но, что к концу неонатального периода (П10) в неокортексе у контрольных живот-
ных присутствует значительная по численности субпопуляция нейронов, экспрес-
сирующих парвальбумин, представленная двумя типами клеток. Наибольшая их
локализация выявлена в верхних и средних слоях неокортекса (II–IV и слое V).
После воздействия перинатальной гипоксии во всех слоях коры численность ней-
ронов, экспрессирующих парвальбумин, значительно сокращалась: в слое II в
1.4 раза; в слоях III и IV в 2.4 раза; в глубоких слоях: в слое V в 1.9 раза; в слое VI в
1.4 (p < 0.05). Применение фенибута в терапевтической дозе сразу после воздей-
ствия гипоксии нивелировало эти нарушения. Во всех слоях неокортекса у живот-
ных, переживших воздействие гипоксии, число нейронов, экспрессирующих
парвальбумин, увеличивалось и соответствовало контрольным значениям. Полу-
ченные данные свидетельствуют о том, что воздействие гипоксии снижает числен-
ность нейронов, экспрессирующих парвальбумин, и дают основание предполагать,
что в неонатальный период после воздействия гипоксии фармакологический пре-
парат фенибут может оказывать нейропротективное действие на клетки этой суб-
популяции тормозных интернейронов.
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ВВЕДЕНИЕ

Развитие и становление неокортекса у млекопитающих и человека является од-
ним из важных и сложных процессов, происходящих в онтогенезе. В неокортексе

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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человека формируются структурные и функциональные механизмы речи, мышле-
ния, сенсорных ответов и других когнитивных реакций. В состав коры головного
мозга входят разные типы нейронов, каждый из которых обладает специфически-
ми молекулярными и функциональными характеристиками [1].

Оcобый cтатуc имеют тормозные ГАМКеpгичеcкие интернейpоны, pегулирую-
щие активноcть отдельныx популяций пирамидных нейpонов неокортекса. Из-
вестно, что большинство (приблизительно 70%) корковых нейронов являются
пирамидными клетками, а 20–30% от общего количества неокортикальных ней-
ронов представляют тормозные ГАМКергические интернейроны [1, 2] Популя-
ция ГАМКеpгичеcкиx интернейpонов неодноpодна и cоcтоит из неcколькиx субпо-
пуляций, имеющиx pазное функциональное назначение и pазличные молекуляpные
меxанизмы pегуляции. Отдельные подтипы ГАМКеpгичеcкиx интернейpонов
cодеpжат кальций-cвязывающие белки (паpвальбумин, кальбиндин и кальpетинин,
т.е. белки, колокализующиеся с ГАМК) и являются главными буфеpами кальция в
нейpонаx [1–7]. В настоящее время известно, что кальций-связывающий белок
парвальбумин играет важную роль во многих физиологических процессах, влияет
на пpоцеccы возбуждения и cинxpонную импульcную активноcть основных пира-
мидных нейpонов [5].

Известно, что повpеждение тоpмозныx меxанизмов ГАМКеpгичеcкой пеpедачи
вызывает гипеpактивацию и гипеpcинxpонизацию нейpонов в cети [5], а наpуше-
ние функции интернейpонов, экспрессирующих парвальбумин, пpиводит к pазви-
тию нейpодегенеpативныx заболеваний, такиx как cиндpом Туpетта, болезнь
Паpкинcона, шизофpения, эпилепcия, аутизм т.д. [8, 9].

Одним из значимых повреждающих факторов в неонатальный период является
гипоксия/ишемия. Повреждения головного мозга после воздействия гипоксии в
этот период относят к основным причинам детской смерти. Значительная часть
новорожденных, перенесших тяжелую гипоксию/ишемию в неонатальный период,
имеет психоневрологические расстройства различной степени тяжести с последу-
ющей инвалидизацией [10].

Установлено, что перинатальная гипоксия оказывает повреждающее действие
на ГАМКергические интернейроны неокортекса, вызывая сокращение их числен-
ности, снижение экспрессии рецепторных белков к ГАМК. При этом, учитывая
физиологическую важность субпопуляции ГАКМергических интернейронов, экс-
прессирующих парвальбумин, до сих пор неизвестно, какова их реакция на воздей-
ствие гипоксии в неонатальный период.

Несмотря на хорошо известный факт о том, что гипоксия в ранний период раз-
вития является мощным повреждающим фактором, в настоящее время отсутству-
ют средства для фармакологической коррекции последствий воздействия перина-
тальной гипоксии на мозг. Поэтому, поиск и разработка высокоэффективных
средств для коррекции этих повреждений является одной из актуальных задач со-
временной фармакологии.

Установлено, что некоторые препараты производные ГАМК в условиях гипо-
ксии могут оказывать антигипоксическое действие и активировать ферменты ан-
тиоксидантной защиты [11, 12]. Одним из них является ноотропный препарат фе-
нибут, синтезированный на основе ГАМК, действующим веществом которого яв-
ляется гидрохлорид гамма-амино-бета-фенилмасляной кислоты. В настоящее
время неизвестно, существует ли возможность применения фенибута в неонаталь-
ный период для коррекции выявленных структурных нарушений в неокортексе
после воздействия гипоксии.

В связи с этим, целью исследования было изучить реакцию интернейронов не-
окортекса, экспрессирующих парвальбумин, на воздействие гипоксии в неона-
тальный период у крыс и оценить нейропротективные свойства фенибута.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Работа проведена на лабораторных крысах линии Вистар из питомника Инсти-
тута физиологии им. И.П. Павлова РАН.

Соблюдение этических стандартов. Все процедуры с животными проводились в
соответствии с “Правилами проведения работ с использованием эксперименталь-
ных животных” и при соблюдении требований Совета Европейского сообщества
(86/609/ЕЕС) об использовании лабораторных животных. Протоколы опытов бы-
ли утверждены Комиссией по гуманному обращению с животными Института фи-
зиологии им. И.П. Павлова РАН. Настоящая статья не содержит результатов ка-
ких-либо исследований с участием людей в качестве объектов исследований.

Воздействие гипоксии. Воздействие общей острой гипоксии на новорожденных
крыс осуществляли в специальной камере в течение 1 ч при содержании в дыхатель-
ной смеси: кислорода – 7.6–7.8%; углекислого газа – 0.15–0.21%; азота – 91.8%, при
температуре 21.3–23°С и нормальном общем атмосферном давлении (760 мм рт. ст.).
Воздействие гипоксии проводилось на 2-е постнатальные сутки (модель недоно-
шенной беременности человека).

В работе использовали 3 группы животных: 1) крысы, подвергавшиеся в барока-
мере воздействию гипоксии; 2) крысы, подвергавшиеся воздействию гипоксии и
получавшие фенибут; 3) контрольные животные того же возраста, получавшие
инъекции физиологического раствора. Каждая группа содержала по 8–10 живот-
ных, отобранных из разных пометов. Исследовали сенсомоторную область неокор-
текса на 10-е постнатальные сутки ( П10), т.е. в конце неонатального периода. (Из-
вестно, что сенсомоторная область неокортекса получает и обрабатывает сигналы
от чувствительных периферических рецепторов, проводит сигналы в таламические
структуры и спинной мозг. Эта область неокортекса является местом инициации
основного двигательного ответа и активации двигательного поведения).

Головной мозг извлекали и фиксировали в цинк-этанол-формальдегиде на фос-
фатно-солевом буфере (рН 7.4) в течение 24 ч, заливали в парафин по общеприня-
той методике и готовили серийные фронтальные срезы мозга толщиной 6–7 мкм
на уровне брегмы –1.80–2.04 мм [13]. Затем срезы помещали на предметные стекла
Super-Frost Plus Gold (Menzel-Glaser, Германия).

Применение фенибута. Для попытки фармакологической коррекции выявлен-
ных структурных нарушений в неокортексе было использовано лекарственное
средство фенибут (бета-фенил гамма-аминомасляной кислоты гидрохлорид) оте-
чественный препарат, синтезированный на основе ГАМК. Фенибут – ноотропный
препарат, применяемый при тревожных состояниях, психопатических нарушениях,
неврозах, патологической гиперактивности у детей и т.д. Фенибут вводили под-
кожно 1 раз в сутки в терапевтической дозе 15 мг/кг в течение 10 сут, т.е. в течение
всего неонатального периода.

Иммуногистохимическое исследование. Иммуногистохимическую реакцию на
парвальбумин проводили с использованием кроличьих поликлональных антител
(Anti-Parvalbumin antibody (ab11427), Abcam, Великобритания) в разведении 1 : 100.
После процедуры теплового демаскирования белков в цитратном буфере (рН 6.1,
Dako, Дания) в течение 25 мин срезы инкубировали в первичных антителах при
4°С в течение 18 ч. В качестве вторичных антител использовали реактивы из набора
EnVision + System-HRP Labelled Polymer Anti-Rabbit (DakoCytomation, США). Сре-
зы помещались во вторичные антитела на 40 мин при комнатной температуре. Для
визуализации продукта реакции использовали хромоген DAB+ (Dako, Дания). По-
сле проведения иммуноцитохимической реакции часть срезов докрашивали ге-
матоксилином Джилла и заключали в синтетическую заливочную среду Permaunt
(Termo, США). При проведении иммуногистохимической реакции все процеду-
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ры были стандартизированы и осуществлялись одновременно для гистологиче-
ских срезов, полученных от контрольных и подопытных животных. Специфич-
ность иммунной реакции проверяли с помощью негативного контроля (без пер-
вичных антител).

Статистическая оценка результатов исследования. Подсчет иммуно-положитель-
ных клеток, имеющих иммунную окраску цитоплазмы и отростков, проводили на
цифровых изображениях, полученных с гистологических препаратов фронтальных
срезов мозга на условной единице площади равной 0.1 мм2, выбранной в централь-
ной части каждого слоя, при увеличении объектива ×20. Численный анализ дан-
ных осуществляли на цифровых изображениях, полученных с 10–12 гистологиче-
ских срезов мозга, взятого от 5–6 животных каждой исследуемой группы при по-
мощи компьютерных программ ImageJ (NIH, США), Origin 5.0. Измерения
размеров клеточных тел проводили на цифровых изображениях серийных срезов,
полученных при помощи светового микроскопа Leica DME (Leica, Германия) и
цифровой камеры Leica EC3 (Leica, Германия) при увеличении объектива ×100.
Статистически обработанные данные представлены как средние значения ± стан-
дартная ошибка среднего (М ± SEM). Для анализа и сравнения межгрупповых раз-
личий между средними значениями полученных показателей использовали t-кри-
терий Стъюдента и oneway ANOVA. Различия считали статистически значимыми
при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование проведено на стадии П10 (поздний неонатальный период). У кон-
трольных животных в верхних слоях неокортекса II, III–IV и слое V на условной
единице площади присутствует большое число клеток, иммунопозитивных на
парвальбумин, при этом в слое VI их число значительно ниже (табл. 1). Иммунопо-
зитивные на парвальбумин нейроны отличаются по форме клеточного тела, они
имеют или мультиполярную, или веретеновидную форму. Иммунопозитивные на
парвальбумин нейроны по размеру клеточных тел представлены двумя группами:
крупными клетками (у которых площадь клеточного тела в среднем составляла
1915.3 мкм2) и клетками меньшего размера и (у которых площадь клеточного тела в
среднем составляла 1267.0 мкм2) (табл. 2) (рис. 1d).

У крыс, подвергавшихся воздействию перинатальной гипоксии, к концу неона-
тального периода во всех слоях неокортекса число нейронов, иммунопозитивных
на парвальбумин, значительно снижалось по сравнению с контрольными значени-
еми: в слое II в 1.4 раза; в слоях III–IV в 2.4 раза; в слое V в 1.9 раза; однако в слое VI
число клеток не изменялось (при p < 0.05) (табл. 1) (рис. 1a, b). Следует отметить,

Таблица 1. Изменение на стадии П10 численности нейронов, экспрессирующих парвальбу-
мин, в разных слоях неокортекса у крыс в контроле, после воздействия перинатальной гипо-
ксии и воздействия гипоксии совместно с получением фенибута (число клеток на условной
единице площади)

*, # – различия достоверны при р < 0.05.

Слои
неокортекса Контроль Воздействие гипоксии Воздействие

гипоксии + фенибут

II 26.4 ± 4.7 18.3 ± 3.2 20.8 ± 2.4

III–IV 29.6 ± 4.3 12.4 ± 5.1* 24.6 ± 3.1*

V 21.5 ± 3.6 11.6 ± 1.3# 18.1 ± 1.9#

VI 10.2 ± 2.7 7.5 ± 2.2 8.4 ± 1.8
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что форма и размеры клеточных тел нейронов, иммунопозитивных на парвальбу-
мин, соответствуют таковым у контрольных животных (табл. 2) (рис. 1d, e).

У крыс, подвергавшихся воздействию гипоксии и получавших фенибут, число
иммуноположительных клеток резко возрастает по сравнению со значениями у жи-
вотных, подвергавшихся гипоксии (рис. 1a–c). Значимое повышение численности
интернейронов, иммунопозитивных на  парвальбумин, имеет место в слоях III–IV и
слое V (табл. 1). В слоях III–IV число клеток увеличивается почти в 2 раза, а в слое V
в 1.6 раза по сравнению со значениями предыдущей серии экспрепиментов. В
слое VI число клеток, иммунопозитивных на парвальбумин, почти соответствует
его значению в предыдущей серии опытов. Форма и размеры клеточных тел нейро-
нов, иммунопозитивных на парвальбумин, соответствуют таковым у контрольных
животных и у крыс подвергавшихся воздействию перинатальной гипоксии (табл. 2)
(рис. 1d, e).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Во всех слоях неокортекса млекопитающих, достигших половозрелого возраста,
присутствуют тормозные ГАМКергические интернейроны, где они являются по-
стоянным компонентом локальных тормозных межнейронных цепей [1]. Одна из
субпопуляций ГАМКергических интернейронов, экспрессирующих кальций-свя-
зывающий белок парвальбумин, представляет главный подтип корковых ГАМКер-
гических интернейронов, специализированных на обеспечение быстрого перисо-
матического торможения основных пирамидных нейронов [5].

Установлено, что во взрослом неокортексе парвальбумин экспрессируют 20–
25% клеток от общего числа ГАМКергических интернейронов [14, 15]. Они пред-
ставлены двумя типами клеток: корзинчатыми клетками (большими и малыми) и
клетками-канделябрами. Большие и малые корзинчатые интернейроны имеют
мультиполярную или веретеновидную форму клеточного тела и радиально расхо-
дящиеся дендриты. Их аксоны дают начало многим длинным горизонтально и вер-
тикально ориентированным коллатералям. Установлено, что большие корзинча-
тые клетки являются основным источником горизонтального торможения в преде-
лах слоя своей локализации. Их боковые аксональные коллатерали формируют
перисоматическое торможение, образуя корзинки вокруг клеточных тел соседних
нейронов, в том числе и ГАМКергических. Кроме того, это единственные тормоз-
ные интернейроны, имеющие контакты с возбуждающими таламическими волок-
нами [1]. Клетки-канделябры также имеют мультиполярную или овальную форму
клеточного тела, обширно ветвящиеся аксональные претерминальные сегменты,
которые формируют короткие вертикально ориентированные ряды терминальных
коллатералей, иннервирующих только начальные сегменты аксонов пирамидаль-
ных клеток, эти клетки никогда не иннервируют другие интернейроны [1]. Показа-
но, что во взрослом мозге эти интернейроны в бóльшем количестве встречаются в
средних кортикальных слоях [14, 15]

Таблица 2. Размеры клеточных тел нейронов, экспрессирующих парвальбумин, в неокортек-
се у крыс в контроле, после воздействия перинатальной гипоксии и воздействия гипоксии
совместно с получением фенибута (в мкм2)

КП10 – контроль, 10-е постнатальные сутки; ГП10 – после воздействия гипоксии, 10-е постнатальные
сутки; ГП10 +фенибут – после воздействия гипоксии и применения фенибута, 10-е постнатальные сутки.

Размер клеток КП10 ГП10 ГП10 + фенибут

Площадь тела крупных клеток 1970.2 ± 218.4 1874.8 ± 258.4 1901.3 ± 239.7
Площадь тела мелких клеток 1319.6 ± 176.2 1354.6 ± 162.6 1126.7 ± 204.4
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Результаты исследования показали, что к концу неонатального периода (стадия П10)
в неокортексе контрольных животных присутствует значительная по численности
субпопуляция нейронов, экспрессирующих парвальбумин, представленная двумя
типами клеток, отличающихся по размеру клеточных тел. Наибольшая их локали-

Рис. 1. Неокортекс крысы, сенсомоторная область на 10-е постнатальные сутки (П10); иммуногистохи-
мическая реакция на парвальбумин, иммуноположительные клетки (стрелки).
a – контроль;
b – после воздействия перинатальной гипоксии;
c – после воздействия гипоксии и применения фенибута;
d – слой V, контроль, иммуноположительные нейроны большого размера (длинная стрелка) и меньшего
размера (короткие стрелки);
e – слой V, после воздействия перинатальной гипоксии, иммуноположительные нейроны (длинная
стрелка); 
f – слой V, после воздействия перинатальной гипоксии и применения фенибута, иммуноположиельные
нейроны большого размера (длинная стрелка) и меньшего размера (короткая стрелка).
Увел.: (a, b, c) об. ×10; (e, d, f) об. ×100.
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зация оказалась в верхнем и средних слоях II, III–IV и слое V (табл. 1), что согласу-
ется с наблюдениями, полученными при исследовании взрослого неокортекса [14, 15],
и свидетельствует о том, что в неонатальном периоде уже существует субпопуляция
нейронов, экспрессирующих парвальбумин, представленная двумя типами клеток,
различающихся по размеру.

Полученные данные показали, что после воздействия перинатальной гипоксии
во всех слоях коры численность нейронов, экспрессирующих парвальбумин, зна-
чительно сокращается, особенно в средних слоях III–IV и слое V: в слое II в 1.4 ра-
за; в слоях III–IV в 2.4 раза; в глубоких слоях: в слое V в 1.9 раза; в слое VI в 1.4. При
этом размер клеточных тел по сравнению с таковым в контроле не изменяется. Ре-
зультаты показали, что применение в неонатальный период фенибута в терапевтиче-
ской дозе нивелирует нарушения, вызванные воздействием гипоксии. Во всех слоях
неокортекса число нейронов, экспрессирующих парвальбумин, почти соответствует
контрольным значениям (различия значений в контроле и после воздействия гипо-
ксии с применением фенибута не достоверны) (табл. 1). Эти данные дают основание
предполагать, что фенибут оказывает нейропротективное действие на интернейро-
ны, содержащие парвальбумин, хотя механизм этого эффекта пока неясен.

Молекулярные и структурные механизмы гипоксического повреждения клеток
головного мозга млекопитающих изучались многими исследователями [16–18] и
продолжают изучаться до сих пор. Согласно полученным данным работ, выпол-
ненных на различных экспериментальных моделях, центральное место в повре-
ждении клеток головного мозга при развитии острой гипоксии любой этиологии
принадлежит: 1) прогрессирующим нарушениям ионного гомеостаза, 2) глутама-
тергической сигнальной трансдукции и 3) окислительному стрессу [18–20]. Суще-
ствующая в настоящее время гипотеза кальций-зависимого повреждения нервных
клеток предполагает, что острая гипоксия мозга приводит к резкому увеличению
диффузного нерегулируемого перемещения ионов калия из клетки в межклеточное
пространство, а ионов натрия, кальция и хлора — в цитоплазму клетки по градиенту
концентрации, вызывающего длительную деполяризацию мембраны нейронов [21].
Считается, что чрезмерный транспорт Ca2+ в клетку с участием NMDA- и АМРА-
рецепторов является главным токсическим воздействеим глутамата, с участием
которого также начинается целый каскад повреждающих процессов [22–24].
Также высокое содержание ионов кальция вызывает стимуляцию NO-синтазы и
увеличение образования NO. Активация NADPH-оксидазы при действии гипо-
ксии образует большое количество супероксидных радикалов, и в результате каль-
циевый стресс способствует развитию оксидативного и нитрозативного стресса.
Конечно, существуют и другие факторы, повреждающее действие которых запус-
кается при воздействии гипоксии. Что касается выявленных нейропротективных
свойств фенибута, который является веществом, производным ГАМК, то в настоя-
щее время можно лишь упомянуть о его антиоксидантном свойстве, показанном в
ряде исследований [11, 12, 26]. Пока трудно определить этап, на котором фенибут
может встраиваться в активированные гипоксией повреждающие процессы и ока-
зывать протективное действие на ГАМКергические нейроны. Для этого необходи-
мы дальнейшие исследования.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты показали, что в неонатальный период в неокортексе крыс присут-
ствует значительная субпопуляция нейронов, экспрессирующих парвальбумин.
Наибольшая локализация этих клеток выявляется в верхнем и средних слоях. Воз-
действие острой перинатальной гипоксии приводит к резкому снижению числен-
ности нейронов, экспрессирующих парвальбумин, во всех слоях неокортекса.
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Применение фенибута в течение неонатального периода нивелирует повреждаю-
щее действие гипоксии и способствует сохранению численности этой субпопуля-
ции нейронов.
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Reorganization of a Network of Interneurons Expressing Parvalbumin 
in the Rat’s Neocortex after Perinatal Hypoxia and the Possibility 

of Its Pharmacological Correction

L. I. Khozhaia, * and V. A. Otellina

aPavlov Institute of Physiology RAS, St. Petersburg, Russia
* e-mail: astarta0505@mail.ru

It is known that the population of inhibitory GABAergic interneurons is heterogeneous
and consists of several subpopulations of neurons with different functional purposes.
One of them is a subpopulation of neurons expressing the calcium-binding protein parv-
albumin and affecting the synchronic impulse activity of the main pyramidal neurons.
The aim of the study was to study the response of neocortex interneurons expressing par-
valbumin to the effects of hypoxia in the neonatal period and to evaluate the neuropro-
tective properties of Phenibut (gamma-amino-beta-phenylbutyric acid hydrochloride),
a nootropic drug derived from GABA. The exposure to hypoxia was carried out in a
chamber with a breathing mixture containing 7.8% oxygen. The detection of neurons
containing parvalbumin was carried out using primary rabbit polyclonal antibodies to
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parvalbumin. The study of the sensorimotor area of the neocortex was carried out on
postnatal day 10 (P10). It was shown that by the end of the neonatal period (P10) in the
neocortex of control animals there is a significant subpopulation of neurons expressing
parvalbumin, represented by two types of cells. Their greatest localization was found in
the upper and middle layers of the neocortex (II–IV and layer V). After exposure to peri-
natal hypoxia, the number of neurons expressing parvalbumin in all layers of the cortex
was significantly reduced: in layer II, by 1.4 times; in layers III and IV, 2.4 times; in deep
layers: 1.9 times in layer V; in layer VI at 1.4 (p < 0.05). The use of drug Phenibut in a
therapeutic dose immediately after exposure to hypoxia leveled these disorders. In all
layers of the neocortex in animals that survived exposure to hypoxia, the number of neu-
rons expressing parvalbumin increased and corresponded to control values. The data ob-
tained indicate that exposure to hypoxia reduces the number of neurons expressing parval-
bumin, and suggest that in the neonatal period after exposure to hypoxia, the pharmaco-
logical drug Phenibut may have a neuroprotective effect on the cells of this subpopulation
of inhibitory interneurons.

Keywords: neonatal period, perinatal hypoxia, GABA, parvalbumin, phenibut
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