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С помощью светооптической и электронной микроскопии показано, что на двадцатые сутки после рож-
дения у крысят, перенесших пренатальную гипоксию на 14-й день эмбрионального развития (Е14, 7% О2
в течение 3 ч), в энторинальной коре и гиппокампе наблюдаются нейродегенеративные изменения и сни-
жается количество нейронов, в то время как в периферическом отделе обонятельного анализатора (обоня-
тельных луковицах) существенных изменений в этот период развития не наблюдали. С помощью иммуно-
гистохимического анализа также выявлены изменения в содержании и распределении нейтральной эндо-
пептидазы неприлизина в энторинальной коре и гиппокампе. На основании полученных данных можно
сделать вывод о том, что нарушение обонятельной функции у молодых крыс, возникающее в результате
гипоксии матери во время беременности и проявляющееся в снижении эффективности поиска пищи,
связано с патологическими изменениями клеток энторинальной коры и гиппокампа, а также со снижени-
ем в них содержания неприлизина.
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Одним из важнейших направлений современной
биомедицины является выяснение причин возник-
новения и поиск способов ранней диагностики ней-
родегенеративных заболеваний, которые часто свя-
заны с нарушением деятельности обонятельного
анализатора. Ухудшение обоняния может указывать
на развитие таких нейродегенеративных заболева-
ний, как болезнь Альцеймера (БА) и Паркинсона
(Djordjevic et al., 2008; Doty, 2012; Морозова и др.,
2014; Murphy, 2019), болезнь Хантингона (Barresi et al.,
2012) и другие формы деменции (Carnemolla et al.,
2020). Нарушение обонятельной функции часто со-
провождается повышенной смертностью у пожилых
людей (Liu et al., 2019). Обонятельные расстройства
проявляются раньше, чем когнитивные или двига-
тельные нарушения и становятся все более явными и
тяжелыми по мере прогрессирования нейродегене-
ративного процесса.

В последние годы с помощью функциональной
МРТ проводится визуализация обонятельных струк-

тур головного мозга, что способствует пониманию
причин развития обонятельных расстройств при
нейродегенеративных заболеваниях (Wang et al.,
2010). Согласно данным МРТ, снижение объема
обонятельных луковиц и трактов коррелирует со
снижением когнитивных функций, анализируемых
по краткой шкале оценки психического статуса
MMSE (Thomann et al., 2009). При БА и болезни
Паркинсона обонятельные расстройства могут быть
связаны как с атрофией серого вещества обонятель-
ных луковиц, первичной обонятельной коры, гип-
покампа, таламуса и гипоталамуса, так и с ростом чис-
ла тормозных нейронов в обонятельных отделах (Wang
et al., 2010). С другой стороны, бульбэктомия у разных
видов грызунов (мышей, морских свинок и крыс) при-
водит к поведенческим, морфологическим, биохими-
ческим и иммунологическим изменениям, характер-
ным для развития нейродегенерации альцгеймеров-
ского типа (см. обзор: Гуляева и др., 2017).

В работах нашей лаборатории было показано, что
пренатальная гипоксия на 14-й день эмбрионально-
го развития (Е14, 7% О2 в течение 3 ч) приводит у
крыс к нарушению морфофункциональных свойств
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Принятые сокращения: АРР – предшественник β-амилоидно-
го пептида; БА – болезнь Альцеймера; Аβ – β-амилоидный
пептид.
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нервной ткани теменной коры и гиппокампа, сни-
жению плотности дендритных шипиков и отстава-
нию нейрогенеза, морфогенеза и формирования
пластичности нервной системы (Vasilev et al., 2016;
Туманова и др., 2018). Пренатальная гипоксия также
приводит к изменению метаболизма β-амилоидного
пептида (Аβ) и увеличению содержания его белка-
предшественника (АРР), а также к снижению актив-
ности α-секретазы и увеличению активности β-сек-
ретазы, расщепляющих АРР, что ведет к сдвигу ба-
ланса катаболизма АРР в сторону образования Аβ
(Nalivaeva et al., 2004). Похожие изменения также
наблюдаются при ишемии мозга взрослых крыс (На-
ливаева и др., 2005). При этих патологических изме-
нениях в коре и гиппокампе также наблюдается де-
фицит амилоид-деградирующих ферментов непри-
лизина и эндотелин-превращающего фермента
(Nalivaeva et al., 2004, 2012). У человека эти факторы
в совокупности могут приводить к накоплению ами-
лоидного пептида в нервной ткани, гибели нервных
клеток, развитию нейродегенерации и деменции.

Помимо морфологических и биохимических из-
менений в ткани мозга, пренатальная гипоксия у
крыс приводит к нарушению когнитивных функций
в постнатальном онтогенезе, которые выявляются
при тестировании животных в двухуровневом
радиальном лабиринте, в тесте “Распознавание
нового объекта” и при выработке инструментальных
рефлексов (Дубровская, Журавин, 2009; Журавин
и др., 2010). Таким образом, пренатальная гипоксия
у крыс может рассматриваться в качестве зоотроп-
ной модели ранних стадий нейродегенеративных за-
болеваний человека. Однако исследования влияния
пренатальной гипоксии на формирование структур,
обеспечивающих обонятельную функцию живот-
ных, до сих пор не проводились.

Цель настоящей работы заключалась в исследо-
вании влияния пренатальной гипоксии на морфо-
функциональные характеристики отделов мозга
крыс, связанных с обонянием, а также на обоняние
у крыс. В работе использовали методы световой и
электронной микроскопии, иммуногистохимии, а
также анализ результатов поиска пищи по запаху.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Животные. Использовали самцов из потомства
самок крыс линии Вистар контрольной и экспери-
ментальной групп (с нормобаричесой гипоксией).
Все эксперименты осуществляли в соответствии с
протоколом использования лабораторных живот-
ных ИЭФБ РАН, основанного на директиве Евро-
пейского Сообщества по гуманному обращению с
экспериментальными животными (European Com-

munities Council Directive #86/609 for the Care of Lab-
oratory Animals).

Модель пренатальной нормобарической гипоксии.
Самок экспериментальной группы на 14-е сутки бе-
ременности (Е14) подвергали действию нормобари-
ческой гипоксии в специальной камере емкостью
100 л, содержащей системы терморегуляции, венти-
ляции, газового анализа и адсорбции выдыхаемого
СО2. В ходе эксперимента содержание кислорода в
камере снижали с 20.7 до 7.0% и поддерживали на
этом уровне в течение 3 ч. Концентрация углекисло-
ты в камере не превышала 0.2%, а температура под-
держивалась на уровне 22°С. В камеру одновремен-
но сажали не более 10 крыс. Самки контрольной
группы находились такое же время в камере при
нормальном содержании кислорода. На 20-е сут бе-
ременности (за 1 сут до родов) самок эксперимен-
тальной и контрольной групп рассаживали по от-
дельным клеткам. На 2-е сут после рождения в каж-
дом выводке оставляли по 8 крысят. При расчете
возраста крысят нулевым считали день их появления
на свет.

Световая микроскопия. Светооптическое исследова-
ние проводили на крысятах в возрасте 20 сут (P20) кон-
трольной (n = 10) и экспериментальной групп (n = 9).
Ткань мозга фиксировали методом транскардиаль-
ной перфузии 10%-ным нейтральным формалином
на фосфатном буфере (PBS, 4°C, pH 7.4). Заморо-
женные фронтальные срезы мозга толщиной 20 мкм
изготавливали на криостате Leica CM 1510S (Leica
Microsystems, Germany). Для исследования отбирали
срезы обонятельной луковицы (5.2–7.0 мм от линии
Брегма) (Paxinos, Watson, 2005), гиппокампа и энто-
ринальной коры мозга (4.5–5.5 мм от брегмы) и про-
водили окрашивание по Нисслю. С использованием
микроскопа ImagerA (Zeiss, Германия) оценивали
состояние нервной ткани мозга. Количественное
сравнение клеток поля СА1 гиппокампа и энтори-
нальной коры проводили на серии срезов толщиной
20 мкм, первый срез серии выбирали случайно, рас-
стояние между последующими срезами в серии со-
ставляло 40 мкм. При проведении анализа использо-
вали программу Video Test Master-Morphology (Video
Test, Санкт-Петербург, Россия). По срезам (6 на
каждое животное), содержащим дорсальный гиппо-
камп или энторинальную кору, вычисляли средние
величины общего количества клеток и количества
нейронов (на участке ткани площадью 10000 мкм2)
для каждого животного контрольной (n = 8) и экспе-
риментальной групп (n = 8).

Электронная микроскопия. Для анализа мозг крысят
(в группе контроля n = 5, гипоксии n = 4) на 20-й день
постнатального развития (P20) фиксировали мето-
дом транскардиальной перфузии смесью 1%-ного
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глютарового альдегида и 1%-ного формальдегида на
0.1 M PBS, рН 7.4. Блоки, содержащие обонятельную
луковицу, энторинальную кору или гиппокамп до-
полнительно фиксировали 1%-ным OsO4, контра-
стировали уранилацетатом, обезвоживали и залива-
ли в аралдит по стандартному протоколу (Туманова
и др., 2018). На ультратоме LКВ-III (LКВ, Швеция)
изготавливали срезы исследуемых отделов толщи-
ной 50 нм, которые затем исследовали на электрон-
ном микроскопе FEI Tecnai V2 (FEI, США).

Иммуногистохимия. Для исследования отбирали
срезы обонятельной луковицы (5.2–7.0 мм от bregma
рис. 1а) (Paxinos, Watson, 2005), энторинальной об-
ласти коры и поля СА1 дорсального гиппокампа (на
уровне 4.5–5.5 мм от брегмы рис 2а, 3а) животных
контрольной и экспериментальной групп (n = 8 в каж-
дой возрастной группе). Мозг фиксировали раствором
10%-ного нейтрального формалина на 0.1 М фосфат-
ном буфере (рН 7.4), затем изготавливали срезы на
криостате Leica CM 1510S (Leica Microsystems, Гер-
мания). Для снижения аутофлуоресценции срезы
инкубировали в 0.1 М растворе глицина (Sigma, Гер-
мания) на 0.1 М фосфатном буфере (рН 7.4) под ви-
зуальным контролем до максимального ослабления
свечения в диапазоне длин волн 490–550 нм. Блоки-
ровку неспецифического связывания антител осу-
ществляли путем 1-часовой инкубации в 2%-ном
растворе бычьего сывороточного альбумина (Sigma,
Германия) на 0.1 М фосфатном буфере (рН 7.4), в ко-
торый добавляли 0.01% Тритона X100 для пермеабили-
зации клеточных мембран. При иммуногистохимиче-
ском исследовании распределения неприлизина ис-
пользовали кроличьи поликлональные антитела Anti-
CD10 (EPR5904, ab126593; Abcam, Великобритания
разведение 1 : 100). Визуализацию осуществляли с
помощью FITC-конъюгированных вторичных анти-
тел против IgG кролика (ab96902, Abcam; Велико-
британия разведение 1 : 500). В качестве негативного
контроля неспецифического связывания проводили
иммунохимическую реакцию в отсутствие первич-
ных антител для исследованных областей мозга у
каждого животного. В качестве позитивного контро-
ля использовали ткань почки, характеризующуюся
высоким содержанием неприлизина, взятой от кон-
трольной крысы. Иммунофлюоресцентное свечение
регистрировали с помощью микроскопа Leica DMR,
оборудованном конфокальным сканером Leica TCS
SL (Leica Microsystems, Германия). Возбуждение
флюорохрома FITC осуществляли светом He/Ar-ла-
зера при длине волны 488 нм. Свечение FITC реги-
стрировали в диапазоне длин волн 496–537 нм. Яр-
кость свечения FITC на поле нервной ткани площа-
дью 10000 мкм2 оценивали при помощи программы
Video Test Master-Morphology (Video Test, Санкт-Пе-
тербург, Россия). Для каждого животного вычисля-

ли среднее значение по 6 срезам. Нормировку полу-
ченных значений для каждого животного осуществ-
ляли путeм вычета среднего значения для
негативного контроля (иммунохимическая реакция
в отсутствие первичных антител) и сравнивали сред-
ние нормированные значения уровня сигнала FITC
для животных контрольной (n = 8) и эксперимен-
тальной (n = 8) групп.

Исследование поведения животных. Эксперимен-
ты проводили на крысятах, достигших возраста 30
сут контрольной группы (интактный контроль, n =
15) и перенесших пренатальную гипоксию (экспери-
ментальная группа “гипоксия”, n = 9). В парадигме
“поиск пищи” использовали модифицированную
нами методику поиска корма (Sun et al., 2016). Тести-
рование животных проводили в специальной камере
площадью 100 × 100 см с 16-ю отверстиями диамет-
ром 2 см и непрозрачными стенками высотой 30 см.
Во время эксперимента в два отверстия в полу закла-
дывали по одному кусочку овсяного печенья диа-
метром 0.5 см. Кусочки печенья находились под сло-
ем опилок ниже поверхности пола камеры на 0.5 см.
Их расположение меняли при каждом новом тести-
ровании. В эксперимент брали животных, прошед-
ших 2-суточное пищевое голодание. Тестирование
проводили ежедневно в течение 6 сут. В течение
15 мин теста оценивали в баллах количество добы-
тых кусочков корма: 0, 1 или 2. Кроме того, за цикл
тестирования регистрировали общее число обнюхи-
ваний всех отверстий в полу экспериментальной ка-
меры. После нахождения второго кусочка печенья
тестирование прекращалось.

Статистическая обработка данных. Полученные
данные обрабатывали с помощью пакета программ
SigmaStat 3.0, используя непарный двусторонний t-
критерий (two-tailed t-тест) и непараметрический кри-
терий Манна−Уитни (U-критерий). Изменения счита-
ли достоверными при уровне значимости р = 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Морфология отделов коры мозга. 1) Обонятельные

луковицы. Исследование на светооптическом уровне
окрашенных по методу Ниссля препаратов обоня-
тельных луковиц (периферические отделы обоня-
тельного анализатора) не выявило существенных
различий в строении нервной ткани обонятельных
луковиц контрольных и гипоксических крысят
(рис. 1б, в). На рис. 1г показан слой митральных кле-
ток, образованный несколькими концентрически
расположенными рядами нейронов из обонятель-
ных луковиц животного, перенесшего пренатальную
гипоксию. На электроннограммах митральные клет-
ки имели крупные размеры и большое ядро (рис. 1д)
и не отличались от клеток данного слоя у контроль-
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Рис. 1. Обонятельные луковицы 20-суточных крысят, перенесших пренатальную гипоксию. a – Схема расположения анали-
зируемой области обонятельной луковицы (Olf. b.) (адаптация из: Paxinos, Watson, 2005). б–г – Репрезентативные микрофо-
тографии ткани обонятельной луковицы крысят из контрольной (б) и экспериментальной (в, г) групп; окраска по Нисслю.
г – Слой митральных клеток в обонятельных луковицах крысят, перенесших пренатальную гипоксию; окраска по Нисслю.
Масштабная линейка: 200 (б, в) и 20 (г) мкм. д – Электронограмма обонятельной луковицы гипоксического животного; по-
казаны митральные клетки с тонким ободком цитоплазмы

 а 

 б 

 г 

Olf. b.Olf. b.Olf. b.

6 
м

км

 в  д 

ных животных. Электронномикроскопическое ис-
следование волокон и нейронов обонятельных луко-
виц также не выявило каких-либо различий между
контрольными и гипоксическими животными.

2) Гиппокамп. С помощью светооптического ме-
тода Ниссля обнаружены структурные изменения
нейронов в поле СА1 гиппокампа у крысят, перенес-
ших пренатальную гипоксию, по сравнению с кон-
трольными сверстниками. Среднее количество ней-
ронов в пирамидном слое поля СА1 было ниже, чем
в контроле (на 15.4 ± 5.8% от уровня контроля, U =
= 8.1 р = 0.03). В ряде нейронов видно набухание
клеточных тел и их отростков, появление многочис-
ленных вакуолей и лизис органоидов в цитоплазме
(хроматолиз), в то время как у других нейронов на-

блюдали сморщивание клеточных тел и их отрост-
ков, а также уплотнение цитоплазмы (гиперхрома-
тоз, рис. 2б, в). На электронограмах наряду с нор-
мальными клетками (рис. 2г) у таких животных
наблюдали нейроны с изменeнной структурой. Хро-
матолиз нейронов в гиппокампе крыс, перенесших
гипоксию, встречался реже, чем гиперхроматоз. На
рис. 2д представлен дегенерирующий по типу хрома-
толиза нейрон с набухшим телом и лизисом органо-
идов в цитоплазме, от тела которого отходит аксон с
варикозным утолщением, а рядом с ним расположен
изменeнный аксосоматический контакт с темной ак-
сональной терминалью, принадлежащей гиперхром-
ному нейрону. У таких нейронов (рис. 2е) в цитоплаз-
ме были трудно различимы органоиды (ЭПР и мито-
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хондрии), однако часто встречались лизосомы. В
нейропиле гиппокампа наблюдали темные смор-
щенные дендритные отростки и терминали аксонов
гиперхромных клеток с агглютинированными си-
наптическими пузырьками.

3) Энторинальная кора. В энторинальной коре у
крысят, перенесших пренатальную гипоксию, чис-
ленность патологических изменений клеток по типу
хроматолиза была выше, чем по гиперхроматозному
типу. Это отмечали как на светооптическом, так и на

Рис. 2. Нейродегенеративные изменения в поле СА1 гиппокампа 20-суточных крысят после пренатальной гипоксии. а – Схе-
ма расположения анализируемой области гиппокампа (Hipp.) (адаптация из: Paxinos, Watson, 2005). б, в – Микрофотографии
поля СА1 гиппокампа крысят из контрольной (б) и экспериментальной (в) групп; дн –дегенерирующий нейрон; окраска по
Нисслю, масштабная линейка – 20 мкм. г–е – Электронограммы ткани поля СА1 гиппокампа крысят из контрольной (г) и
экспериментальной (д–е) групп: нормальный нейрон (г), дегенерирующий нейрон с лизисом органоидов в цитоплазме (д),
дегенерирующий нейрон с гиперхромной цитоплазмой и лизосомами (е).
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электронномикроскопическом уровне, особенно во
II и III слоях (рис. 3б–в). У экспериментальных жи-
вотных наряду с нормальными клетками (рис. 3г)
наблюдали нейроны с изменeнной структурой. На
электронограмах видны признаки нейродегенера-
тивных изменений по типу хроматолиза: набухание
клеточных тел и их отростков, появление крупных
вакуолей, лизис органоидов в цитоплазме (рис. 3д).

В редких случаях выявляли одиночные канальцы
ЭПР с рибосомами. У дегенерирующих нейронов по
типу гиперхроматоза происходило сморщивание
клеточных тел и их отростков, цитоплазма станови-
лась электронноплотной, объем клеточного ядра
уменьшался, вокруг него наблюдали ободок темной
цитоплазмы, в которой сложно различить органои-
ды (ЭПР и митохондрии) (рис. 3е). В цитоплазме та-

Рис. 3. Нейродегенеративные изменения в энторинальной коре 20-суточных крысят, перенесших пренатальную гипоксию.
а – схема расположения анализируемой области энторинальной коры (Ent. cx.) (адаптация из: Paxinos, Watson, 2005). б–в –
Микрофотографии поля энторинальной коры крысят контрольной (б) и экспериментальной (в) групп; гл – глиальная клетка
дн – дегенерирующий нейрон, окраска по Нисслю, масштабная линейка – 20 мкм. г–е – Электронограммы ткани энтори-
нальной коры крысят из контрольной (г) и экспериментальной (д–е) групп: нормальный нейрон (г), дегенерирующий ней-
рон с лизисом органоидов в цитоплазме (д) и дегенерирующий нейрон с гиперхромной цитоплазмой и лизосомами (е).
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ких нейронов наблюдается повышенное число лизо-
сом – признак деструктивных процессов. В энтори-
нальной коре (так же как и в гиппокампе) крысят,
перенесших пренатальную гипоксию, обнаружено
большее количество глиальных клеток с отростками,
расположенных вокруг дегенерирующих нейронов,
по сравнению с контрольными крысятами того же
возраста. Общее количество клеток снижалось (на
19.4 ± 4.8% от уровня контроля, U = 5.2, р = 0.012),
среднее количество нейронов было также ниже, чем
в контроле (на 21.7 ± 3.5% от уровня контроля, U =
= 2.7, р = 0.007).

Таким образом, морфологическое исследование
двух важных отделов мозга, связанных с обонятель-
ной функцией и имеющих центральное происхож-
дение – энторинальной коры и гиппокампа – у
крыс, перенесших пренатальную гипоксию, выяви-
ло наличие патологических изменений нейронов на
ранней стадии постнатального развития.

Распределение неприлизина в нервной ткани. Им-
муногистохимический анализ распределения ней-
ропептидазы НЕП в исследуемых структурах мозга
проводили по сравнению с негативным контролем в
отсутствие первичных антител к неприлизину
(рис. 4а–и), когда не наблюдали заметной аутофлуо-
ресценции и неспецифического мечения ткани моз-
га вторичными антителами. В ткани печени и почек
крысы, использовавшихся в качестве позитивного
контроля, отмечали флуоресцентный сигнал в обла-
сти испускания FITC, что свидетельствовало в поль-
зу работоспособности антител (рис. 4к, л).

Согласно результатам иммуногистохимического
анализа распределения неприлизина в ткани голов-
ного мозга, этот белок локализован как в нейропиле,
так и вблизи тел нейронов (рис. 4б, д, з). Вследствие
достаточно широкой локализации неприлизина
проводили количественный анализ средних значе-
ний уровня иммунохимической реакции к этому
белку в наблюдаемом поле нервной ткани, включаю-
щей как клетки, так и нейропиль. У молодых крысят,
перенесших пренатальную гипоксию (рис. 4в, е, и),
интенсивность иммунохимической реакции на не-
прилизин в кортикальных отделах мозга была сни-
жена относительно контрольных животных на 33.4%
в энторинальной коре (t = 3.81; p = 0.002) и 17.4% в
поле СА1 гиппокампа (t = 2.81; p = 0.014, рис. 4м). В
ткани обонятельных луковиц различий в среднем
уровне интенсивности иммунохимической реакции
между контрольными животными и крысами, пере-
несшими пренатальную гипоксию, выявлено не бы-
ло (t = 0.66; p = 0.052), однако наблюдали изменение
топографии неприлизина с его преимущественной
локализацией в центральной части обонятельной
луковицы. Полученные данные свидетельствуют,
что пренатальная гипоксия приводит к снижению

уровня неприлизина в энторинальной коре и гиппо-
кампе развивающихся крысят.

Поведение животных. Результаты тестирования
животных в тесте поиска пищи в течение фиксиро-
ванного времени показали, что в среднем у интакт-
ных крысят (n = 15) эффективность поиска состав-
ляла 1.83 ± 0.06 баллов, а у их сверстников, перенес-
ших пренатальную гипоксию (n = 9), этот параметр
был на 43% ниже (р < 0.01 при t = 4.1) и составлял
1.04 ± 0.18 балла. Более детальный анализ исследуе-
мого поведения показал, что у крысят, перенесших
пренатальную гипоксию, чаще (р < 0.01 при U = 21)
наблюдается безуспешный поиск с нулевым резуль-
татом и они реже (р < 0.01 при t = 3.5) находят оба
куска печенья (рис. 5).

Количество обнюхиваний отверстий в полу экс-
периментальной камеры в процессе поиска корма у
интактных и перенесших пренатальную гипоксию
животных не различалось и составляло в этих груп-
пах 12.7 ± 0.86 и 14.9 ± 1.20 соответственно.

ОБСУЖДЕНИЕ
Формирование обонятельной системы начинает-

ся уже в эмбриональный период, что важно для вы-
живания новорожденных и развития сенсорных си-
стем мозга в раннем постнатальном периоде (Franks,
Isaacson, 2005), а ее нарушения ведут к значитель-
ным перестройкам в развитии нейрональных сетей,
принимающих участие в обонятельном поведении
животных (Pardo et al., 2018). Проведенное нами ис-
следование показало, что пренатальная гипоксия
оказывает существенное влияние на формирование
молекулярно-клеточных характеристик обонятель-
ной системы и ее функционирование у крысят в пер-
вый месяц постнатального развития.

Известно, что обонятельный анализатор состоит
из нескольких отделов. Его периферическая часть
представлена рецепторными клетками, располо-
женными в обонятельном эпителии слизистой обо-
лочки полости носа, и обонятельным нервом, обра-
зованным их аксонами. Волокна обонятельного
нерва заканчиваются в обонятельной луковице, где
происходит передача сенсорной информации на
вторичные нейроны. Из обонятельной луковицы ак-
соны нервных клеток идут в обонятельную кору, ко-
торая делится на 5 главных областей (переднее обо-
нятельное ядро, пириформная кора, обонятельный
бугорок, кортикомедиальные части миндалины,
часть энторинальной коры), каждая из которых име-
ет связи с центральными и лимбическими структу-
рами. Проекции нейронов обонятельных луковиц
имеют доволно широкое представительство в корти-
кальных структурах (Ghosh et al., 2011; Sosulski et al.,
2011), их активация приводит к стимуляции клеток в
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Рис. 4 Влияние пренатальной гипоксии на распределение металлопептидазы неприлизина (FITC-позитивный сигнал зелe-
ного цвета) в ткани обонятельных луковиц (Olf. b.), энторинальной коры (Ent. cx.) и поля СА1 гиппокампа (Hipp.) у 20-су-
точных крысят (б, в, д, е, з, и). a, г, ж – Негативный (Н) контроль иммуногистохимического окрашивания ткани мозга в от-
сутствие первичных антител к неприлизину; иммунохимическая реакция отсутствует. к–л – Примеры позитивного контроля
иммунохимической реакции на неприлизин; в качестве позитивного контроля использовали ткань печени (к) и почки (л)
контрольного животного, которые характеризуются высоким содержанием неприлизина (зелeный цвет FITC); ядра окраше-
ны DAPI (синий цвет). м – Результаты денситометрического анализа яркости свечения FITC-позитивных структур в ткани
энторинальной коры (Ent. cx.), поля СА1 гиппокампа (Hipp) и обонятельной луковицы (Olf. b.) 20-суточных животных с нор-
мальным развитием (контроль, белые столбики, n = 8) и крысят, перенесших пренатальную гипоксию (черные столбики,
n = 8); данные представлены в виде среднего значения и его ошибки в % от уровня среднего значения свечения FITC в ткани
Н-контроля; различия между контрольной и экспериментальной группами достоверны при *p < 0.05 и **p < 0.01 (t-тест). Мас-
штабная линейка: 100 (a–в) и 30 (г–л) мкм.
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различных отделах мозга (Arzi, Sobel, 2011). С другой
стороны, к обонятельной луковице подходит мно-
жество центробежных волокон из головного мозга.
По этим волокнам лимбические центры модулируют
активность обонятельной луковицы, и таким обра-
зом один запах может иметь разное значение в зави-
симости от состояния животного и поведенческого
контекста.

Проведенное нами морфологическое исследова-
ние обонятельных луковиц крыс, перенесших пре-
натальную гипоксию, не выявило каких-либо суще-
ственных структурных изменений нейронов и волокон
обонятельного тракта, а также клеток митрального
слоя, аксоны которого образуют проекционные пу-
ти от обонятельных луковиц в центральные отделы
мозга. Этот факт может быть связан с тем, что основ-
ная масса нейронов обонятельных луковиц форми-
руется у крысят после 15–16-х сут эмбрионального
развития (Bailey et al., 1999), а в нашей работе экспе-
риментальное патологическое воздействие на бере-
менных самок осуществлялось на 14-й день бере-
менности. Тем не менее, морфологическое исследо-
вание двух отделов мозга, связанных с обонятельной
функцией (энторинальной коры и гиппокампа)
крысят, перенесших пренатальную гипоксию, пока-
зало патологические изменения нейронов уже на
ранней стадии развития мозга (Р20). Описанные на-
ми изменения характеризуют такие патологические
состояния клеток, как хроматолиз, гиперхроматоз и
скопление лизосом. Кроме того, в обеих структурах
мозга наблюдали снижение количества нейронов и
активацию глиальных клеток и их отростков, окру-

жающих дегенерирующие нейроны. При этом в эн-
торинальной коре наблюдали более глубокие изме-
нения, чем в гиппокампе.

Как было показано нами ранее, пренатальная ги-
поксия на сроке Е14 нарушает образование и мигра-
цию нейробластов в нижние слои энторинальной
коры, что приводит к снижению в них числа нейро-
нов (Васильев и др., 2020). Гибель проекционных
нейронов энторинальной коры также может приво-
дить к нарушению афферентации нейронов гиппо-
кампа и, как следствие, к их дегенерации. В свою
очередь, нарушение связей между энторинальной
корой и гиппокампом с другими кортикальнми цен-
трами и обонятельными луковицами может изме-
нять характер реакции животных на обонятельные
стимулы.

Использованная нами методика тестирования
обонятельного поведения крысят основана на поис-
ке пищи по запаху и может отражать как мотивацию,
так и состояние обонятельной системы животного
(Bianchi et al., 2014). В наших исследованиях эффек-
тивность поиска пищи у животных, перенесших
пренатальную гипоксию, была значительно ниже,
чем у интактных сверстников, и у них результат по-
иска чаще оказывался нулевым и реже стопроцент-
ным. Вместе с тем число обнюхиваний отверстий в
полу экспериментальной камеры в процессе поиска
корма, отражающих мотивацию, у интактных жи-
вотных и перенесших пренатальную гипоксию не
различалось. Этот факт позволяет сделать вывод, что
пренатальная гипоксия нарушает у животных имен-
но обонятельную функцию, а не мотивацию пище-

Рис. 5. Эффективность поиска пищи контрольными крысятами (n = 15) и крысятами, перенесшими пренатальную гипоксию
(n = 9). Зеленый сектор − доля крысят, нашедших два куска корма, красный  − нашедших один кусок, и желтый  −
доля крысят, не нашедших ни одного куска корма. Рядом с каждым сектором подписаны значения в процентах от
суммарного количества животных (среднее ± ошибка среднего). Различия между контрольной и экспериментальной
группами по количеству животных, нашедших два куска корма или не нашедших ни одного куска, были статистически
значимыми (р < 0.01).

Контроль Пренатальная гипоксия

2.5 ± 1.6

85.5 ± 5.1

11.9 ± 4.0

45.6 ± 10.2 42.7 ± 8.1

12.0 ± 2.9
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вого поиска. Ранее в научной литературе сообща-
лось о влиянии неблагоприятных пренатальных воз-
действий на более сложные формы обонятельного
поведения, связанные с ассоциативным обучением
и памятью (Тюлькова, 2010; Akers et al., 2011). Полу-
ченные нами данные демонстрируют влияние пре-
натальной гипоксии на выполнение поиска пищи по
запаху уже на ранних этапах развития животных,
что, несомненно, связано с выявленными нами мор-
фологическими изменениями в энторинальной коре
и гиппокампе.

Обонятельные луковицы являются единственной
структурой мозга, в которой неприлизин синтезиру-
ется в значительных количествах еще до рождения и
в первые дни жизни крыс (Dutriez et al., 1992), что
свидетельствует о его важной роли в функциониро-
вании обонятельной системы. В литературе активно
обсуждаются данные об участии неприлизина в регу-
ляции пептидэргической системы головного мозга
(Nalivaeva et al., 2020). Известно, что неприлизин рас-
щепляет соматостатин – основной медиатор пепти-
дэргической передачи в обонятельных луковицах
(Nocera et al., 2019) и гиппокампе (Barnes et al., 1995).
Более того, неприлизин является основным амило-
ид-деградирующим ферментом, и дефицит его со-
держания и активности играет важную роль в пато-
генезе БА (см. обзор: Nalivaeva, Turner, 2019). При-
чем энторинальная кора и гиппокамп страдают
первыми от накопления β-амилоидного пептида в
ходе развития БА (Reilly et al., 2003).

Нарушение метаболизма соматостатина в обоня-
тельных луковицах также лежит в основе нарушения
обоняния при БА (Saiz-Sanchez et al., 2010). Полу-
ченные нами результаты иммунохимического окра-
шивания на неприлизин в обонятельных структурах
согласуются с результатами других авторов, прово-
дивших подобные окрашивания в ткани коры голов-
ного мозга и гиппокампа (Pacheco-Quinto et al., 2016) с
преимущественной пресинаптической локализацией
(Fukami et al., 2002; Iwata et al., 2004) и в телах парваль-
бумин-позитивных нейронов (Pacheco-Quinto et al.,
2016).

Как было показано нами ранее, пренатальная ги-
поксия приводит к снижению экспрессии и актив-
ности неприлизина в коре и гиппокампе мозга крыс
(Nalivaeva et al., 2012). Полученные нами результаты
о различиях характера распределения и содержания
белка неприлизина в обонятельных лковицах, энто-
ринальной коре и гиппокампе крыс, перенесших
пренатальную гипксию, указывают на наличие
функциональной связи между количеством этой
пептидазы, изменениями в состоянии нервной тка-
ни и обонятельным поведением животных. Сниже-
ние содержания неприлизина в энторинальной коре
и гиппокампе мозга крыс после пренатальной

гипоксии может являться предпосылкой нарушения
баланса Аβ в сторону его накопления, клеточной ги-
бели и нейродегенерации. У человека такие измене-
ния могут приводить к развитию спорадической
формы БА и связанного с этим нарушением обоня-
ния.

Таким образом, можно сделать вывод о том, что
нарушение обонятельной функции у молодых крыс,
возникающее в результате пренатального гипокси-
ческого воздействия на 14-е сутки эмбрионального
развития, может быть связано с патологическими
изменениями нейронов энторинальной коры и гип-
покампа и снижением в них содержания нейропеп-
тидазы неприлизина. При этом нейродегенеративные
изменения в энторинальной коре животных, перенес-
ших пренатальную гипоксию, выражены сильнее по
сравнению с гиппокампом, что может свидетельство-
вать о более выраженном влиянии гипоксического
воздействия на ее формирование.
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Effect of Prenatal Hypoxia on Cytoarchitectonics and Ultrustructural Organisation 
of Brain Regions Related to Olfaction in Rats
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Using light and electron microscopy it was shown that on the 20th day after birth in rats subjected to prenatal hypoxia
on Е14 (7% О2, 3 h) in the central parts of the olfactory system – the hippocampus and entorhinal cortex, there were
significant neurodegenerative changes and decreased number of neurones, while in the peripheral part of the olfac-
tory system, namely olfactory bulbs, no changes were observed. Immunohistochemical analysis also revealed chang-
es in the content and distribution of a metallopeptidase, neprilysin (NEP), in the entorhinal cortex and hippocam-
pus of rats subjected to prenatal hypoxia. These data allow us to conclude that the impairment of the olfactory func-
tion in young rats, caused by maternal hypoxia during pregnancy and manifested itself as worsened performance in
the food search task, is underlined by the pathological changes in the cells of the olfactory system as well as by the
decreased content of NEP.

Keywords: entorhinal cortex, hippocampus, neurodegeneration, olfactory behavior, olfactory bulbs, ontogenesis,
neprilysin, prenatal hypoxia
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