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* ВВЕДЕНИЕ

Актуальным аспектом современных исследо�
ваний системных и клеточно�молекулярных ме�
ханизмов обучения и памяти является выяснение
морфологических и нейрохимических характери�
стик, возраста и структурного распределения
нейронов, вовлеченных в обеспечение когнитив�
ных процессов [1–3]. Одним из подходов для экс�
периментальной разработки указанных задач яв�
ляется иммуногистохмическое выявление синте�
зирующих определенные нейронспецифические
белки клеток, которые активируются при обуче�
нии в различных структурах мозга и могут быть
визуализированы по экспрессии ранних генов.

В качестве специфических нейрональных мар�
керов широко используют ядерный белок нервных
клеток NeuN и калбиндин D�28K (KБ). NeuN об�
наруживается лишь в нервной ткани, локализуясь
в ядрах и перинуклеарной цитоплазме большин�
ства нейронов центральной и переферической
нервной системы млекопитающих и человека. В
глиальных клетках NeuN не определяется. Одна�
ко в норме этот белок не экспрессируется в ряде
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нейронов, таких как клетки Кахаля–Ретциуса не�
окортекса; клетки Пуркинье, клетки Гольджи,
клетки Лугаро и нейроны зубчатого ядра мозжеч�
ка; нейроны нижних олив; митральные клетки
обонятельных луковиц и некоторые другие типы
нервных клеток. Синтез белка NeuN начинается в
постмитотических нейробластах на ранних ста�
диях дифференцировки [4, 5]. Известно, что КБ
относится к группе Ca2+�свзывающих нейроспе�
цифических белков и выявляется в цитоплазме и
ядрах определенных типов нервных клеток мозга
млекопитающих и человека. 

Экспрессия этого белка начинается на более
поздних, по сравнению с NeuN, стадиях диффе�
ренцировки нейронов. Показано, что КБ синте�
зируется в отдельных немногочисленных популя�
циях нервных клеток. Так, в неокортексе крыс
КБ�позитивные нейроны составляют около 5% от
общего числа нервных клеток и большей частью
представляют собой однородную популяцию ин�
тернейронов, локализующихся в 1, 2, 3 оливах ко�
ры мозга. 

Белок КБ обнаруживается в гранулярных клет�
ках зубчатой фасции, в интернейронах СА2�СА4 и
некоторых пирамидных нейронах СА1�СА2 полей
гиппокампа. В мозжечке КБ экспрессируется
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лишь в клетках Пурькинье и отдельных клетках
Гольджи [6, 7]. 

Таким образом, особенности экспрессии ука�
занных белков в определенных типах нервных
клеток позволяют использовать их для картиро�
вания мест локализации различных нейрональ�
ных популяций.

Надежным молекулярным маркером пластиче�
ских перестроек нервных клеток, вовлеченных в
процессы обучения и формирование долговремен�
ной памяти, считают индуцированную экспрес�
сию раннего гена c�fos. Убедительно показано, что
экспрессия данного гена сопряжена с пластиче�
скими изменениями нейронов при различных
формах обучения, а подавление синтеза белка c�fos
вызывает нарушение долговременной памяти
[8, 9]. Следует также отметить, что детекцию NeuN
и КБ часто применяют в экспериментальных ис�
следованиях процессов нейрогенеза, протекаю�
щих в зрелом мозге, для выявления вновь образо�
ванных нервных клеток различного возраста и
оценки участия этих нейронов в обеспечении ме�
ханизмов обучения и памяти [10, 11]. 

В связи с изложенным выполненная нами ра�
бота направлена на исследование особенностей
вовлечения различных популяций нейронов, ло�
кализующихся в релевантных структурах мозга
крыс, в обеспечении процессов долговременной
пространственной памяти. В гиппокампе (ГП),
черве мозжечка (ЧМ), моторной (МК) и ретро�
спениальной (РК) коре мозга были выявлены и
оценены различия в составе и числе меченных
NeuN и КБ нервных клеток, экспрессирующих
c�fos после обучения животных навыку нахожде�
ния скрытой платформы в водном лабиринте.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Эксперименты проведены на взрослых крысах�
самцах линии Wistar (n = 20) 8�месячного возраста
массой тела 450–470 г. (питомник лабораторных
животных “Столбовая” НЦБМ, РАМН) с соблюде�
нием принципов гуманности, изложенных в дирек�
тиве Европейского сообщества (86/609 ЕС), а также
в соответствии с “Правилами проведения работ с
использованием экспериментальных животных”
(ФГБУ “Научно�исследовательского института
нормальной физиологии им. П.К. Анохина”
РАМН, протокол № 1 от 03.09.2005 г.). Животные на
протяжение двух недель до начала эксперимента
были адаптированы к условиям вивария институ�
та. Крыс содержали по три особи в клетках в усло�
виях свободного доступа к пище и воде при по�
стоянной комнатной температуре +21 ± 1°C и
12�часовом световом режиме. 

Обучение животных (n = 7) проводили в про�
странственном водном лабиринте, который пред�
ставлял собой круглый бассейн диаметром 160 см

и высотой 60 см с серой внутренней поверхно�
стью, наполненный водой (23 ± 2°С) до высоты
40 см. Расположение в бассейне прозрачной
платформы диаметром 9 см, находившейся на
2 см ниже поверхности воды, как и обстановоч�
ных стимулов в экспериментальной комнате, бы�
ло постоянным. Крыс обучали в течение 4 дней с
перерывом между сеансами в 24 ч. Во время сеан�
са животных помещали в воду с четырех разных
случайно выбранных точек. После достижения
платформы животного оставляли на ней на 30 с,
затем помещали в домашнюю клетку на 60 с
(до начала следующей пробы). Крыс, не нашед�
ших платформу за 60 с, мягко направляли к ней. В
каждой пробе фиксировали время, необходимое
для достижения платформы. Животных группы
“активный контроль” (n = 7) подвергали прину�
дительному плаванию в отсутствие платформы по
описанному ранее протоколу. При этом время
плавания в контрольной группе соответствовало
времени, проведенному в воде обучавшимся жи�
вотным, т.е. каждому обучавшемуся животному
по времени и паттерну плавания соответствовала
одна “контрольная” особь. Группу “пассивный
контроль” (n = 6) составили крысы постоянно на�
ходившиеся в домашних клетках.

Животных декапитировали спустя 5 мин по
окончанию последнего сеанса обучения или про�
цедуры принудителного плавания. Крыс, находя�
щихся в домашних клетках (“пассивный кон�
троль”) декапитировали в тот же день, что и крыс
других групп. Мозг всех животных извлекали из
черепной коробки, замораживали в жидком азоте
и хранили при –80°C. В последуюшем готовили
фронтальные срезы толщиной 20 мкм на криоста�
те HR 400 (Микром, Германия). Границы анали�
зируемых церебральных структур, принимающих
непосредственное участие в обеспечении иссле�
дуемой формы памяти, определяли в соответ�
ствии c атласом мозга крысы [12]: ГП (от –2.80 до
–4.30 мм относительно Брегмы), МК (+2.5 до
+3.5 мм от Bregma), РК (–4.0 to до –5.0 мм от
Bregma), ЧМ ( –10.52 до –11.6 мм от Bregma). Об�
щее количество срезов мозга на одно животное
составило: ГП и РК (n = 75), МК (n = 100),
ЧМ (n = 50). Серийные срезы мозга фиксировали
в 4%�ном параформальдегиде и подвергали им�
мунофлюоресцентному окрашиванию на синте�
зируемый белок с�Fos, маркер развивающихся и
зрелых нейронов – белок NeuN, маркер зрелых
нейронов – белок калбиндин�D28K и маркер
апоптоза – специфические фрагменты ДНК
(ApoDNA). Для выявления NeuN – позитивных
клеток в качестве первичных антител использова�
ли моноклональные антитела мыши к NeuN,
конъюгированные с биотином (US Biological,
USA) в разведении 1 : 100 с последующей обра�
боткой стрептавидином (в разведении 1 : 100) и
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окрашиванием срезов конъюгатом флюоресцент�
ного красителя тирамида с антителами кролика к
стрептавидину(Perkin Elmer,USA). КБ�позитив�
ные клетки выявляли инкубированием с кроли�
чьими афиино�очищенными поликлональными
IgG к калбиндину�D28K (Chemicon, USA) с по�
следующим использованием флюоресцентной
метки Alexa�Fluor 568, конъюгированной с осли�
ными моноклональными антитела к IgG кролика.
Для выявления количества клеток экспрессирую�
щие белок с�fos фиксированные срезы мозга крыс
отмывали (3 раза по 5 мин) 0.1 М фосфатным бу�
фером, pH 7.4, помещали в 2.5%�ный раствор
нормальной сыворотки осла для блокирования
неспецифического связывания на 30 мин. Затем
срезы подвергали инкубации с кроличьими поли�
клональными антителами против c�fos (Calbio�
chem, USA), в разведении 1 : 2000 в течение 18 ч,
после чего их отмывали (6 × 5 мин) 0.3% Triton
X�100 на 0.1 М фосфатном буфере, pH 7.4. Срезы
обрабатывали биотинилированными козьими
вторичными антителами против кролика (Vector
Laboratories, USA) в разведении 1 : 300 на 0.1 М
фосфатном буфере, pH 7.4, в течение 2 ч, отмыва�
ли (5 × 5 мин) и помещали в раствор, содержащий
1% раствор комплекса биотина с стрептовидином
(PK�6101, Vector Laboratories, USA) на 1 ч. После
(4 × 5 мин) промывания 0.1 М фосфатным буфе�
ром, pH 7.4, срезы обрабатывали раствором анти�
тел к стрептовидину с флюоресцентным красите�
лем Alexa�350 (Perkin Elmer, USA). 

Для контрастирования ядер клеток использо�
вали смесь DAPI (4',6�diamidino�2�phenylin�
dole)/Antifage Solution (Chemicon, USA). Выявле�
ние NeuN позитивных апоптотических клеток

осуществляли с помощью коммерческих наборов
ApopTag Fluorescein In Situ Apoptosis Detection Kit
и ApopTag Red In Situ Apoptosis Deteсtion Kit
(Chemicon, USA), основанных на детекции спе�
цифических фрагментов ДНК, образующихся
при программируемой гибели клеток. В работе
также проводили двойное иммуногистохимиче�
ское окрашивание срезов ткани мозга антителами
против c�fos и NeuN, c�fos и КБ, c�fos и ApoDNA
c использованием различных флюоресцентных
красителей. Визуализацию окрашенных срезов
проводили на микроскопе OLYMPUS BX51� Re�
flected fluorescence system (Olympus,USA) исполь�
зуя специализированные фильтры: U�MWU2 (Al�
exa Fluor�350 и DAPI), U�MNB2 (Alexa Fluor�488,
Tyramide), а также компьютерную программу об�
работки информацииViewfinder Lite (USA). Под�
счет позитивно окрашенных нервных клеток про�
водили на каждом исследованном срезе при уве�
личении ×200. Определяли количество клеток
меченых использованными в работе маркерами в
1 мм2 ткани каждой из исследованных структур
мозга крыс. 

При обработке данных использовали непара�
метрические методы Манна–Уитни и парного
критерия Вилкоксона с помощью программы
“Statistiсa 6” . Статистически значимыми считали
различия с уровнем p < 0.05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Анализ динамики среднего времени достиже�
ния скрытой платформы – основного показателя
формирования у животных долговременной про�
странственной памяти, выявил, что в первый день
обучения этот показатель составил 44.8 ± 3.7с. Во
второй день обучения наблюдалось статистически
значимое (p < 0.05) сокращение среднего времени
выполнения навыка достижения платформы до
24.5 ± 4.3 с. К четвертому дню обучения значение
среднего времени достижения платформы соста�
вило 13.1 ± 2.9 с, что достоверно ниже (p < 0.01–
p < 0.05) чем в первом или втором сеансах обуче�
ния (рис. 1). Указанные показатели обучения со�
поставимы с соответствующими величинами
среднего времени достижения платформы в вод�
ном лабиринте половозрелыми крысами Wistar,
документированными нами в других экспери�
ментах [13]. 

Оценка числа клеток, продуцирующих белки,
использованные в качестве маркеров, была прове�
дена в ГП, МК, РК и ЧМ�структурах головного
мозга, непосредственно участвующих в формиро�
вании долговременной пространственной памяти
у крыс и мышей при обучении в водном лабиринте
[14]. При этом учитывали, что церебральные
структуры характеризуются различиями выражен�
ности и паттернов поведенческой специализации

10

0
1

30

20

40

50

2 43

*
*

*&

Рис. 1. Динамика формирования пространственного
навыка в лабиринте Морриса у крыс Wistar. По оси
абсцисс – дни обучения, по оси ординат – среднее
время достижения платформы в сеансе обучения, вы�
раженное в секундах (с). * p < 0.05 по сравнению с
первым днем обучения, & p < 0.05 по сравнению со
вторым днем обучения. 
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нейронов. Так, в РК мозга грызунов наиболее ак�
тивны процессы специализации нервных клеток
относительно вновь приобретенного поведенче�
ского опыта [2].

Результаты иммуногистохимических исследова�
ний выявили практическое отсутствие экспрессии
c�fos либо ее низкий уровень в изучаемых структу�
рах мозга животных группы “ пассивный кон�
троль”. Наибольшее число c�fos позитивных нейро�
нов было отмечено в PK и ЧМ: 22.7 ± 2.9 клеток/мм2

и 3.0 ± 1.2 клеток/мм2 соответственно. Учитывая
полученные результаты, выявление и подсчет
клеток меченных другими маркерами на срезах
головного мозга крыс группы “пассивный кон�
троль” не проводили. 

В группе “активный контроль” максимальная
плотность c�fos экспрессирующих нейронов доку�
ментирована в РК мозга (164.07 ± 57.1 клеток/мм2),
а минимальная – в ЧМ (34.5 ± 13.5 клеток/мм2), что
достоверно отличается от количества указанных
клеток в ГП (55.1 ± 20.2 клеток/мм2) и МК (84.9 ±
± 11.6 клеток/мм2). Структурное распределение
c�fos позитивных нейронов меченных NeuN со�
ответствует структурному распределению кле�
ток экспрессирующих c�fos при сравнительно
более высокой плотности последних. Количе�
ство c�fos позитивных клеток меченных другим
нейрональным маркером КБ в 5–8 раз ниже чис�
ла NeuN+/c�fos+ нейронов в соответствующих
церебральных структурах (рис. 2а). Это согласует�
ся с фактами о существенно меньшей популяции
КБ позитивных нервных клеток локализующихся в
гиппокампе, мозжечке и коре мозга млекопитаю�
щих, по сравнению с популяцией нейронов экс�
прессирующих белок NeuN [6, 7]. Численность апо�
птотических NeuN позитивных нейронов
(Apo+/NeuN+) в ГП, МК и РК мозга была сходной
(34.0 ± 5.2 клеток/мм2, 46.9 ± 8.0 клеток/мм2, 42.0 ±
± 23.6 клеток/мм2 соответственно), значительно
превышая количество таких нервных клеток
(7.3 ± 1.2 клеток/мм2 ) в ЧМ (рис. 2а).

У обученных крыс по сравнению с “активным
контролем” в ГП, РК и МК мозга обнаружено до�
стоверное (p < 0.05) повышение количества как c�
fos позитивных клеток , так и нервных клеток, в
которых были выявлены две метки c�fos и NeuN.
Вместе с тем в ЧМ значимые различия указанных
показателей не обнаружены. Сравнение количе�
ства КБ позитивных клеток, экспрессирующих c�
fos, в мозге животных из групп обучения и “ак�
тивного контроля” выявило достоверные разли�
чия (p < 0.05) в ГП и МК в отличие от РК и ЧМ.
Число NeuN позитивных нейронов, погибших
путем апоптоза в РК мозга обученных крыс, зна�
чительно (p < 0.05) превышало их содержание у
контрольных животных (121.3 ± 35.7 клеток/мм2 и
42.0 ± 23.9 клеток/мм2 соответственно, рис. 2б). 

В группе “активный контроль” обнаружены
отрицательная корреляция с пограничным уров�
нем достоверности между временем плавания
крыс на 2�й день эксперимента и количеством
NeuN позитивных нейронов, экспрессирующих
c�fos в РК (Rs 0.9428, p = 0.057), а также отрица�
тельная связь, не достигавшая уровня достовер�
ности, между временем плавания на 2�й день и
числом экспрессирующих c�fos клеток в РК мозга
(Rs 0.9062, p = 0.094). В группе обученных живот�
ных документирована положительная корреля�
ция количества NeuN позитивных нервных кле�
ток экспрессирующих c�fos с показателями вре�
мени достижения платформы в первой пробе во
2�й, 3�й и 4�й дни обучения (рис. 3). Во 2�й день –
достоверная корреляция (Rs 0.8606, p = 0.028); в
3�й день – положительная связь, имеющая харак�
тер тенденции (Rs 0.7767, p = 0.69) и в 4�й день –
недостоверная положительная корреляция
(Rs 0.8942, p = 0.126) (рис. 3а–3в).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты проведенных поведенческих экс�
периментов и данные, полученные нами ранее,
указывают, что формирование у крыс долговре�
менной памяти началось уже к 2�му дню обуче�
ния, а стабильная пространственная долговре�
менная память была сформирована через 4 дня от
начала процедуры обучения животных в водном
лабиринте.

У обученных крыс по сравнению с “активным
контролем” выявлено значительное усиление
экспрессии c�fos в ГП и коре мозга. Эти данные
согласуются с наблюдениями многих авторов, ис�
следовавших экспрессию гена c�fos в мозге грызу�
нов при формировании долговременной про�
странственной памяти [15, 16]. Можно полагать,
что имеющиеся результаты отражают участие
указанных церебральных структур в механизмах
долговременной пространственной памяти.

Вместе с тем нами обнаружена количествен�
ная и качественная неоднородность вовлечения в
процессы обучения и формирования долговре�
менной пространственной памяти изученных по�
пуляций нервных клеток, локализующихся в ГП,
МК и РК мозга. Так, значительное увеличение
количества NeuN позитивных нервных клеток,
экспрессирующих c�fos, после обучения обнару�
жено в ГП и коре мозга, но не в ЧМ. Отмечено,
что плотность NeuN позитивных нейронов в МК
и РК более чем в 2 раза (p < 0.05) превышает тако�
вую в ГП. Достоверно большее число c�fos+КБ+
позитивных нейронов в группе обучения по срав�
нению с группой контроля выявлено лишь в ГП и
МК. При этом количество таких нервных клеток
было сопоставимо в указанных структурах. 
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Рис. 2. Динамика распределения c�fos, NeuN, калбиндинпозитивных клеток в релевантных структурах мозга крыс
Wistar при обучении и “активном контроле”.
По оси абсцисс – структуры мозга; по оси ординат – количество меченых клеток в 1 мм2 ткани. 
Примечание.
* p ≤0.05 по сравнению с количеством c�fos+ клеток в гиппокампе крыс группы контроля;
** p ≤ 0.05 по сравнению с количеством NeuN + c�fos+ клеток в гиппокампе крыс группы контроля; 
*** p ≤ 0.05 по сравнению с количеством KB+ c�fos+ клеток в гиппокампе крыс группы контроля;
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### p ≤ 0.05 по сравнению с количеством КБ+ c�Fos+ клеток в области моторной коры у крыс группы контроля;
^ p ≤ 0.05 по сравнению с количеством c�fos+ клеток в области ретроспениальной коры у крыс группы контроля;
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троля;
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Особый интерес вызывает факт избиратель�
ного и выраженного увеличения числа апопто�
тических нейронов экспрессирующих NeuN в
РК обученных животных, демонстрирующий
участие процессов программируемой гибели
клеток мозга в механизмах научения и памяти,
обнаруженное нами ранее [17, 18]. Этот факт,
возможно, еще одно экспериментальное под�
тверждение активного формирования поведен�
ческих специализированных нейронов в РК
мозга грызунов, что было показано в наших ра�
нее проведенных исследованиях [19]. Учитывая
данные о значительном возрастании в РК мозга
количества именно NeuN позитивных нейро�
нов, экспрессирующих c�fos при обучении, и со�
пряженность этих нервных клеток с периодом
упрочения долговременной пространственной
памяти, можно полагать, что нейроны, преобре�
тающие поведенческие специализации и вовле�
каемые в новые нейрональные системы, рекру�
тируются из популяции клеток, синтезирующих
нейронспецифический белок NeuN. 

В настоящее время имеются многочисленные
экспериментальные данные об участии мозжечка
в механизмах долговременной пространственной
памяти [14, 20]. Однако результаты выполненной
работы демонстрируют, что NeuN и КБ позитив�
ные нейроны медиального отдела мозжечка –
червя не вовлекаются в процессы долговремен�
ной пространственной памяти, формируемой у
взрослых крыс в используемой модели водного
лабиринта.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, документированная картина
регионального распределения активирующихся и
погибших при обучении нервных клеток, экс�
прессируюших маркерные белки NeuN и КБ, а
также характер их взаимосвязи с показателями
обучения, на наш взгляд, отражает специфику во�
влечения нейронов этих популяций в механизмы
формирования долговременной пространствен�
ной памяти у взрослых крыс.

Полученные нами данные свидетельствуют, что
популяции нервных клеток, экспрессирующие
различные нейронспецифические белки NeuN и
калбиндин D�28К и локализующиеся в релевант�
ных структурах мозга взрослых крыс, избиратель�
но вовлекаются в обеспечение определенных
процессов долговременной пространственной
памяти. Результаты выполненной работы доку�
ментируют эффективность используемого мето�
дического подхода для выявления и характери�
стики нейрональных популяций рекрутируемых в
механизмы обучения и памяти. 

Работа выполнена при поддержке РФФИ,
проект № 12�06�00077. 
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