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Целью работы являлcя анализ фоновой и вызванной внутривенным введением
сульфатированного октапептида холецистокинина (CCK), а также антагониста
холецистокинина проглумида импульсной нейронной электрической активно-
сти в дорсомедиальном (ДМЯ) и вентромедиальном (ВМЯ) ядрах гипоталамуса у
самцов молодых (2–3 мес.), взрослых (12 мес.) и старых (24 мес.) крыс под урета-
новым наркозом. Средняя частота фоновой импульсации нейронов при внутри-
венном введении CCK у молодых крыс в ДМЯ достоверно снижалась с 1.5 ± 0.4
до 0.2 ± 0.1 имп./с, в ВМЯ – с 2.0 ± 0.4 до 0.9 ± 0.2 имп./с. Одновременное введе-
ние CCK и проглумида не приводило к изменению характера нейронной актив-
ности в данной возрастной группе. У взрослых и старых крыс средняя фоновая
частота разрядов нейронов ДМЯ и ВМЯ была ниже в сравнении с молодыми
крысами и под влиянием CCK и проглумида достоверно не менялась. В ДМЯ и
ВМЯ большая часть нейронов ингибировалась CCK, при этом в ДМЯ процент
ингибируемых CCK нейронов был выше по сравнению с ВМЯ. В ДМЯ молодых
животных отсутствовали нейроны, активируемые CCK, которые появлялись у
взрослых и старых животных.
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ВВЕДЕНИЕ

Дорсомедиальное (ДМЯ) и вентромедальное (ВМЯ) ядра гипоталамуса играют
важную роль в регуляции метаболических процессов, энергетического обмена, мо-
дуляции различных поведенческих и физиологических ритмов, включая контроль
времени питания, двигательной активности, секреции кортикостерона и циклов
сна–бодрствования [1–4]. Активность нейронов гипоталамуса, в том числе нейро-
нов ДМЯ и ВМЯ, помимо контроля со стороны других нервных центров, находит-
ся под влиянием гормонов. К числу гормонов, регулирующих потребление пищи,
относится холецистокинин (CCK) [5].

CCK является также очень распространенным нейропептидом, экспрессирую-
щимся как в центральной, так и в периферической нервной системе. CCK участву-
ет в контроле приема пищи, подавляя аппетит, а также регулирует опорожнение
желудка, желчного пузыря и экзокринную секрецию поджелудочной железы [6].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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Рецепторы к ССК подразделяются на CCK1 и CCK2 [6], при этом в ДМЯ преобла-
дают CCK2. CCK оказывает тормозящее влияние на нейроны ДМЯ в эксперимен-
тах in vitro на срезах мозга [7], а также на нейроны ВМЯ в опытах in vivo [8]. В то же вре-
мя ССК способствует увеличению частоты импульсации нейронов ВМЯ in vitro [9].

Данные наших предыдущих исследований свидетельствуют, что при старении
изменяется нейронная организация ДМЯ и ВМЯ [10, 11], а также функциональные
особенности нейронов, в том числе наблюдается уменьшение частоты их импуль-
сации [12, 13]. Старение сопровождается развитием возраст-зависимой патологии,
в том числе ожирением и развитием метаболического синдрома [14]. При этом мо-
жет снижаться чувствительность нейронов гипоталамуса к гормонам, регулирую-
щим обмен веществ, например к лептину и инсулину [15]. Тем не менее отсутству-
ют литературные данные относительно влияния на гипоталамус других гормонов,
влияющих на пищевое поведение, в том числе CCK при старении. Целью настоя-
щей работы был анализ фоновой и вызванной внутривенным введением сульфати-
рованного октапептида холецистокинина (CCK), а также антагониста холецисто-
кинина проглумида, импульсной нейронной электрической активности в дорсоме-
диальном (ДМЯ) и вентромедиальном (ВМЯ) ядрах гипоталамуса у самцов
молодых (2–3 мес.), взрослых (12 мес.) и старых (24 мес.) крыс под уретановым
наркозом.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование проведено на 2–3-месячных (молодые, n = 42, масса тела 160–180 г),
12-месячных (взрослые, n = 49, масса тела 320–340 г) и 24-месячных (старые, n = 46,
масса тела 450–500 г) самцах крыс Вистар. Животные находились в стандартных
условиях содержания, пищевая депривация перед экспериментом не проводилась,
т.к. при таком состоянии эффекты ССК менее выражены [16]. Эксперименты вы-
полнялись под уретановым наркозом в дозировке 1.3 г/кг i.p. По окончании экспе-
римента животных умерщвляли передозировкой уретана (3 г/кг).

Анестезированных крыс фиксировали в стереотаксисе (RWD, Китай) и произ-
водили трепанацию черепа в области проекции ДМЯ и ВМЯ. Нейронную актив-
ность регистрировали внеклеточно с помощью вольфрамового микроэлектрода
(диаметр кончика 2–3 мкм, импеданс 1 МОм, Microprobes, США), который вводи-
ли вертикально в правое ДМЯ и ВМЯ. Координаты введения в соответствии с атла-
сом мозга крысы [17] составляли (рис. 1): ростро-каудально –3.0–3.3 мм от брегмы,
медиально-латерально 0.3–0.5 мм (ДМЯ и ВМЯ); дорсально-вентрально: 8.1–8.4 мм
(молодые), 8.3–8.6 мм (взрослые и старые) – ДМЯ, 9.2–9.4 мм (молодые), 9.4–9.6 мм
(взрослые и старые) – ВМЯ. Вертикальное погружение электрода проводили при
помощи одноосного гидравлического микроманипулятора МО-10 (Narishige, Япо-
ния). Электрическую активность усиливали и фильтровали с помощью усилителя
переменного тока DAM 80 (World Precision Instruments, США) с полосой пропуска-
ния 300–10000 Гц. Оцифровка сигнала осуществлялась программно-аппаратным
комплексом Micro1401 с использованием компьютерной программы Spike2 (все
CED, Великобритания).

Регистрацию нейронной активности осуществляли через 1 ч после введения
микроэлектрода. Эксперименты проводили на двух подгруппах крыс в каждой
возрастной группе. В первой группе после регистрации фоновой активности спу-
стя 10 мин внутривенно вводился CCK (сульфатированный октапептид, 20 мкг/кг,
Tocris Bioscience, Великобритания). Способ введения и дозировка были выбраны с
учетом литературных данных, где было показано, что внутривенное введение ССК
в такой дозировке является эффективным при исследовании регистрация нейрон-
ной активности со стереотаксическим введением электродов в экспериментах in vivo
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[8, 18]. Регистрацию нейронной активности после введения препаратов осуществ-
ляли спустя 5 мин после введения. Спустя 1 ч после восстановления характера фо-
новой активности вводился ССК вместе с антагонистом ССК проглумидом
(1 мг/кг, Tocris Bioscience, Великобритания). Время регистрации нейронной ак-
тивности после введения CCK, а также CCK + проглумид также составляло
10 мин. В контрольной подгруппе вместо CCK и проглумида вводился внутривен-
но 0.9%-ный раствор NaCl. Вещества вводились в объеме 0.1 мл/100 г массы тела.

В анализ были включены только нейроны со стабильным паттерном разряда на
протяжении всего периода регистрации. Сортировку спайков с дальнейшим кла-
стерным анализом проводили с использованием программного обеспечения Spike2
(Cambridge Electronic Design, Великобритания). По записям активности строили
гистограммы изменения средней частоты разрядов (имп./с). Рассчитывали сред-
нюю частоту спайков до и после введения CCK, а также после совместного введе-
ния ССК вместе с проглумидом.

По характеру изменения частоты импульсации в ответ на CCK, нейроны счита-
лись реагирующими на действие гормона, если частота изменялась на 20% по срав-
нению с фоновым значением. В соответствии с этим выделялись ингибируемые,
активируемые и нечувствительные к действию CCK нейроны.

Для идентификации места введения электрода использовали гистологический
метод. Место регистрации отмечали пропусканием постоянного тока (0.05 мА в те-
чение 15 мин). После этого крыс перфузировали в 4%-ном забуференном форма-

Рис. 1. Схема области регистрации нейронной активности в дорсомедиальном (DMN) и вентромеди-
альном (VMN) ядрах гипоталамуса (ростро-каудально: –3.12 мм от брегмы) согласно атласу мозга
крысы [17]).

DMN

VMN
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лине и выделяли головной мозг, который дофиксировали в течение суток в этом же
растворе. Делались серийные коронарные срезы медиобазальной области гипота-
ламуса толщиной 50 мкм с помощью криотома, срезы помещали на предметные
стекла, а затем окрашивали тионином. Области повреждения определялись при
помощи стереомикроскопа. Данные были исключены, если зарегистрированные
нейроны не были расположены в ДМЯ или ВМЯ.

Для статистического анализа использовали программу Sigma Plot 12 (Systat Soft-
ware, США). При проверке выборки на нормальность с использованием теста Ша-
пиро–Уилка гипотеза о нормальном распределении значений переменной была
отвергнута. Поэтому различия между группами анализировали с помощью непара-
метрического критерия Краскела–Уоллиса для множественных сравнений. Разли-
чия считали статистически значимыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Суммарно в ДМЯ была зарегистрирована активность 107 нейронов (30 от моло-
дых, 38 от взрослых и 39 от старых крыс), в ВМЯ – 74 нейронов (28 от молодых,
24 от взрослых и 24 от старых крыс). Большинство нейронов ДМЯ и ВМЯ разряжа-
лось апериодично, небольшая часть имела строго постоянную частоту, также обна-
руживались нейроны с разрядами в виде пачек из нескольких импульсов. У кон-
трольных животных введение 0.9%-ного раствора NaCl вместо CCK и проглумида
не изменяло частоту разрядов нейронов ВМЯ и ДМЯ.

Влияние ССК и проглумида на импульсацию нейронов ДМЯ
У молодых крыс при введении CCK средняя частота импульсации достоверно сни-

жалась с 1.5 ± 0.4 до 0.2 ± 0.1 имп./с (рис. 2, 3, p < 0.05). После восстановления исход-
ной частоты импульсации спустя 30 мин применение CCK и проглумида достоверно
не изменяло частоту разрядов, которая в этой группе равнялась 1.4 ± 0.4 имп./с

Рис. 2. Частота импульсов (Imp./s) нейронов ДМЯ до (N), после введения холецистокинина (CCK) и
после совместного введения холецистокинина и проглумида (CCK + PGL) у молодых (young), взрос-
лых (adult) и старых крыс (aged). Верхняя и нижняя границы каждого прямоугольника – первый и
третий квартили (25-й и 75-й процентили соответственно), горизонтальная линия внутри – медиана
(50-й процентиль), концы отрезков – 10-й и 90-й процентили, точки – индивидуальные значения в
выборке. * – p < 0.05, различия достоверны по сравнению с фоновой активностью молодых крыс.
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(p > 0.05). При этом у молодых крыс большая часть нейронов (92%) ингибирова-
лась CCK, 8% были не чувствительны к CCK, и отсутствовали нейроны, активиру-
емые CCK (рис. 4).

У взрослых и старых крыс средняя частота импульсации в контроле была меньше и
составляла 0.8 ± 0.3 у взрослых и 0.6 ± 0.1 имп./с у старых крыс (достоверные различия
между молодыми и старыми крысами, p < 0.05). После введения CCK у взрослых ча-
стота импульсации равнялась 0.7 ± 0.3, после проглумида – 0.7 ± 0.2 имп./с; у старых
– 0.5 ± 0.2 и 0.6 ± 0.2 имп./с соответственно. В отличие от молодых крыс, частоты
разрядов нейронов после введения CCK, а также CCK и проглумида у взрослых и
старых животных достоверно не отличались от фоновых значений (p > 0.05).

У взрослых и старых крыс доля не чувствительных к CCK нейронов составляла 11%.
При этом, в отличие от молодых, в этих возрастных группах обнаруживались акти-
вируемые CCK нейроны, доля которых составляла 7 и 14% соответственно.

Воздействие ССК и проглумида на частоту разрядов нейронов ВМЯ
В ВМЯ молодых крыс при введении CCK средняя частота импульсации досто-

верно снижалась с 2.0 ± 0.4 до 0.9 ± 0.2 имп./с (p < 0.05), хотя и в меньшей степени
по сравнению с ДМЯ (рис. 5, 6). Так же, как и в ДМЯ, совместное введение CCK и
проглумида достоверно не изменяло частоту разрядов, которая у молодых крыс со-
ставляла 1.8 ± 0.4 имп./с (p > 0.05).

У взрослых и старых крыс средняя частота импульсации в контроле равнялась
1.3 ± 0.4 у взрослых и 0.9 ± 0.2 имп./с у старых крыс. Так же, как и в ДМЯ, имелись
достоверные различия между средней частотой разрядов между молодыми и стары-
ми крысами (p < 0.05). После введения CCK у взрослых частота импульсации рав-

Рис. 3. Примеры фоновой активности отдельных нейронов ДМЯ до (N), после введения холецистоки-
нина (CCK) и после совместного введения холецистокинина и проглумида (CCK + PGL) у молодых (a–c),
взрослых (d–f) и старых крыс (g–i). В верхней части каждого примера – гистограмма изменения сред-
ней частоты разрядов (имп./с), в нижней – нативная спайковая активность. По оси ординат отложено
время (s).
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нялась 0.7 ± 0.3, у старых – 0.6 ± 0.2 имп./с. После введения CCK и проглумида –
1.3 ± 0.4 и 1.0 ± 0.2 имп./с соответственно. При этом средние частоты импульсации
нейронов после введения CCK, а также CCK и проглумида у взрослых и старых
животных достоверно не отличались от фоновых значений (p > 0.05).

Большинство нейронов ВМЯ ингибировались CCK у всех возрастных групп.
При этом в отличие от ДМЯ, у всех возрастных групп отмечались нейроны, акти-
вируемые ССК, процент которых составлял от 14 до 17%.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты нашей работы впервые позволили установить, что с возрастом про-
исходит ослабление ингибирующих влияний CCK на нейроны ДМЯ и ВМЯ гипо-
таламуса. В отличие от молодых крыс, у взрослых 12-месячных и старых 24-месяч-
ных животных не наблюдались достоверные отличия по частоте импульсации ней-
ронов до и после введения CCK. Частота фоновой импульсации нейронов ДМЯ и

Рис. 4. Секторная диаграмма распределения нейронов, ингибируемых CCK (CCK-inhibited), индиффе-
рентных к CCK (CCK-insensitive) и активируемых CCK (CCK-activated) в ДМЯ (1) и ВМЯ (2).
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Рис. 5. Частота импульсов (Imp./s) нейронов ДМЯ до (N), после введения холецистокинина (CCK) и после
совместного введения холецистокинина и проглумида (CCK + PGL) у молодых (young), взрослых (adult) и
старых крыс (aged). Верхняя и нижняя границы каждого прямоугольника – первый и третий квартили
(25-й и 75-й процентили соответственно), горизонтальная линия внутри – медиана (50-й процентиль),
концы отрезков – 10-й и 90-й процентили, точки – индивидуальные значения в выборке. * – p < 0.05, раз-
личия достоверны по сравнению с фоновой активностью молодых крыс.
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Рис. 6. Примеры фоновой активности отдельных нейронов ВМЯ до (N), после введения холецистоки-
нина (CCK) и после совместного введения холецистокинина и проглумида (CCK + PGL) у молодых (a–c),
взрослых (d–f) и старых крыс (g–i). В верхней части каждого примера – гистограмма изменения сред-
ней частоты разрядов (имп./с), в нижней – нативная спайковая активность. По оси ординат отложено
время (s).
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ВМЯ старых крыс была достоверно ниже по сравнению с молодыми животными,
что соотносится с нашими ранее полученными данными [12, 13].

В медиобазальном гипоталамусе ССК экспрессируется главным образом в ней-
ронах ДМЯ [19]. Данные литературы свидетельствуют, что ССК-содержащие ней-
роны ДМЯ колокализуют продинорфин и гастрин-высвобождающий пептид, но
не содержат рецепторы к лептину и инсулину [20]. Активация этих нейронов при-
водит к прекращению приема пищи, вероятно, за счет вовлечения мезолимбиче-
ской системы. Точные проекции этих нейронов не идентифицированы. В то же
время известно, что часть нейронов ДМЯ, например, нейроны, высвобождающие
пролактин-рилизинг-пептид, могут проецироваться в ядро одиночного пути, а их
удаление ослабляет чувство насыщения, вызванное CCK [21]. Кроме того, NPY-со-
держащие нейроны ДМЯ могут косвенно влиять на передачу сигналов CCK через
проекции к паравентрикулярному ядру гипоталамуса и латеральной гипоталамиче-
ской области [22].

Введение CCK непосредственно в ДМЯ снижает потребление пищи, уменьшает
экспрессию нейропептида NPY в этом ядре, а также увеличивает количество кле-
ток, иммунопозитивных к гену раннего реагирования c-fos в паравентрикулярном,
дугообразном и супрахиазматическом ядрах и ретрохиазматической области, а так-
же в контрлатеральном ДМЯ. Этот паттерн активности отличается от такового при
периферическом введении CCK, который действует короткое время и в первую
очередь активирует нейроны в ядрах одиночного пути, area postrema, а также пара-
вентрикулярном и дорсомедиальном ядрах [23]. В экспериментах in vitro на срезах
гипоталамуса аппликация ССК вызывала увеличение амплитуды тормозных пост-
синаптических потенциалов в ДМЯ [7], а в ВМЯ вызывала увеличение частоты
разрядов всех нейронов ядра [9].

При периферическом, в том числе внутривенном введении, CCK воздействует
через афференты блуждающего нерва на ядро одиночного пути. Восходящие аксо-
ны катехоламинергических нейронов заднего мозга, направляющиеся затем в па-
равентрикулярное ядро гипоталамуса и миндалину, опосредуют насыщающий эф-
фект CCK на прием пищи [24–26].

По характеру ответной реакции на CCK, нами были выделены три группы ней-
ронов ДМЯ и ВМЯ: ингибируемые CCK, активируемые CCK и нечувствительные
к CCK. В ДМЯ с возрастом распределение функциональных групп между ингиби-
руемыми и активируемыми CCK изменялось. При этом у молодых крыс в ДМЯ от-
сутствовали нейроны, активируемые CCK, а наибольший процент нейронов, акти-
вируемых CCK, наблюдался у старых животных. В ВМЯ с возрастом не наблюда-
лось выраженных изменений между долями этих групп, а численные значения
соответствуют данным литературы, полученным на взрослых крысах [8]. С возрас-
том у человека содержание CCK в плазме крови увеличивается [27]. Увеличение
содержания CCK может вызвать десенситизацию рецепторов [28], что объясняет
отсутствие снижения частоты импульсации нейронов гипоталамуса в ответ на ССК
при старении. Можно предположить, что при старении уменьшается и плотность
рецепторов CCK2, это может приводить с возрастом также к уменьшению ответа
на ССК.

Нейроны ВМЯ в меньшей степени ингибировались CCK по сравнению с ДМЯ
даже у молодых животных. Также процент нейронов, ингибируемых CCK, был
меньше в ВМЯ в сравнении с ДМЯ. В ВМЯ молодых крыс при введении CCK сред-
няя частота импульсации уменьшалась в меньшей степени по сравнению с ДМЯ.
Указанные различия по характеру воздействия CCK на нейроны, вероятно, связа-
ны c функциональными особенностями этих двух ядер гипоталамуса. Оба ядра
принимают участие в регуляции обмена веществ. При этом нейроны ДМЯ содер-
жат медиаторы глутамат и ГАМК, следует отметить, что доля последнего преобла-
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дает [29]. В ВМЯ преобладают глутаматергические нейроны, а доля ГАМК-ергиче-
ских невелика [30]. Соматодендритное высвобождение CCK в нейронах ДМЯ спо-
собствует выделению ГАМК, предположительно, за счет пресинаптических CCK-
рецепторов. В экспериментах in vitro на срезах гипоталамуса аппликация ССК вызы-
вала увеличение амплитуды тормозных постсинаптических потенциалов в ДМЯ [7].
В то же время ССК in vitro при аппликации в ВМЯ вызывала увеличение частоты
разрядов всех нейронов ядра [9]. Активация рецепторов CCK2, в свою очередь, мо-
жет способствовать активации NMDA-рецепторов, что было показано в нейронах
гиппокампа [31].

Снижение частоты импульсации нейронов ДМЯ и ВМЯ гипоталамуса при ста-
рении может быть связано с увеличением длительности следовой гиперполяриза-
ции, описанной в коре головного мозга и гиппокампе стареющих животных [32].
При этом с возрастом нарушается регуляция содержания Са2+ в нейронах. Измене-
ния Са2+-буферизации могут вызывать увеличение продолжительности Са2+-отве-
та и увеличение Са2+-зависимого К+-тока [33]. При старении в гипоталамусе отме-
чается гиперактивация астроцитарного пути IKKb/NF-kB, что вызывает редукцию
тонких дистальных отростков астроцитов. Это вызывает, в свою очередь, умень-
шение поглощения ГАМК астроцитами, увеличение уровня ГАМК во внеклеточ-
ном пространстве и последующую активацию внесинаптических нейрональных
ГАМКВ-рецепторов [34], что также может приводить к торможению активности
нейронов и снижению частоты фоновой импульсации у старых животных.

CCK, взаимодействуя с рецептором CCK2, вызывает выделение оксида азота,
который, распространяясь ретроградно, усиливает высвобождение ГАМК из тер-
миналей нейронов, иннервирующих орексигенные нейроны ДМЯ, тем самым
угнетая нейронную активность последних [35]. Возрастные изменения на различ-
ных уровнях передачи CCK-сигнала также могут способствовать снижению чув-
ствительности гипоталамуса к CCK у старых крыс.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Внутривенное введение CCK приводит к снижению электрической активности
нейронов ДМЯ и ВМЯ гипоталамуса у молодых крыс. У взрослых и старых крыс
средняя фоновая частота разрядов нейронов ДМЯ и ВМЯ под влиянием CCK до-
стоверно не меняется. Выявление нейрофизиологических механизмов, лежащих в
основе этого явления, требует дальнейшего изучения.
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Age-Dependent Influence of Cholecystokinin on the Impulse Activity of Neurons 
in the Dorsomedial and Venromedial Nuclei of the Hypothalamus in Rats

A. A. Spiricheva, K. Yu. Moiseeva, P. A. Anfimovaa,
G. A. Tarasovaa, and P. M. Masliukova, *

aYaroslavl State Medical University, Yaroslavl, Russia
*e-mail: mpm@ysmu.ru

The aim of the work was to analyze the background and induced by the intravenous ad-
ministration of the cholecystokinin sulfated octapeptide (CCK), as well as the cholecys-
tokinin antagonist proglumide impulse neuronal electrical activity in the dorsomedial
(DMN) and ventromedial (VMN) nuclei of the hypothalamus in young (2–3 months),
adults (12 months) and aged (24 months) male rats under urethane anesthesia. The
mean frequency of background discharges after the injection of CCK in young rats in the
DMN significantly decreased from 1.5 ± 0.4 to 0.2 ± 0.1 impulse/s, in the VMN from
2.0 ± 0.4 to 0.9 ± 0.2 impulse/s. Simultaneous administration of CCK and proglumide
did not lead to change of frequencies of neuronal activity in this age group. In adult and
aged rats, the mean of the background frequency of discharges of neurons in the DMN
and VMN was lower than in young rats and did not change significantly under the influ-
ence of CCK and proglumide. In DMN and VMN, the most of the neurons were inhib-
ited by CCK, while in DMN the percentage of neurons inhibited by CCK was higher
compared to VMN. The DMN of young animals lacked the CCK-activated neurons that
appeared in adult and old animals. Thus, this study confirms the elevation theory of aging,
which consists in a decrease in the sensitivity of the hypothalamus to homeostatic sig-
nals, in particular, hormones that regulate eating behavior.

Keywords: hypothalamus, cholecystokinin, impulse activity, electrophysiology, aging
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