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Основным тормозным нейротрансмиттером в
ЦНС млекопитающих является γ-аминомасляная
кислота (ГАМК). К настоящему времени известно
два класса рецепторов ГАМК; ионотропные
ГАМК-А и метаботропные ГАМК-В рецепторы [1,
2]. Установлено, что у млекопитающих ГАМК-А
рецепторы включают 19 субъединиц, которые
сгруппированы в семь классов: α, β, γ, δ, ε, π и σ [1,
3]. Комбинации этих субъединиц дают множество
изоформ ГАМК-А рецепторов, которые определя-
ют его функциональные свойства и специфич-
ность эффектов модуляторов ГАМК-А рецепто-
ров, таких как нейростероиды, барбитураты, бен-
зодиазепины и цинк, а также кинетику активации
рецепторов, влияющую на их десенситизацию [4,
5]. В ГАМК-А рецепторе присутствует целый ряд
сайтов связывания аллостерических модуляторов,
которые могут повышать или, наоборот, снижать
эффективность активации ГАМК-А рецепторов
[6], важными из них являются сайты связывания
бензодиазепинов и барбитуратов, представляющие
собой мишени для ряда препаратов, используемых
в клинической практике в качестве антиконвуль-
сантов, антиэпилептических, анксиолитических,
миорелаксантов, седативных и гипнотических
средств [6].

У крыс ГАМК-А рецептор, включающий субъ-
единицу α1 в комбинации с субъединицами – β2- и
γ2-, широко распространен в различных отделах
головного мозга: в неокортексе, подкорковых
структурах (гиппокампе, таламусе, стриатуме, под-
корковых ядрах) [7].

Однако ничего неизвестно об экспрессии субъ-
единицы α1 в неокортексе взрослых животных, пе-
ренесших гипоксию в перинатальный период. В
связи с этим целью данной работы было изучить

влияние перинатальной гипоксии на уровень экс-
прессии субъединицы α1 ГАМК-А рецептора, у
животных, достигших половозрелого возраста.

Работа проведена на лабораторных крысах ли-
нии Wistar из питомника Института физиологии
им. И.П. Павлова РАН. Воздействие гипоксией
проводилось на 2-е постнатальные сутки. В работе
использовали 2 группы животных: 1) крысята, под-
вергавшиеся в барокамере воздействию гипоксии в
течение 1 ч при содержании в дыхательной 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.); 2) контрольные животные того же
возраста, которых помещали в барокамеру без воз-
действия гипоксии. Каждая группа содержала по
8–10 крысят, отобранных из разных пометов.
У животных исследовали сенсомоторную область
неокортекса на 90-е постнатальные сутки (П90).

Головной мозг извлекали и фиксировали в
цинк-этанол-формальдегиде на фосфатно-соле-
вом буфере (pH = 7.4), заливали в парафин по об-
щепринятой методике и готовили серийные фрон-
тальные срезы мозга толщиной 6–7 мкм на уровне
брегмы –1.80 мм–2.04 м [8].

Иммуногистохимическую реакцию на выявле-
ние субъединицы α1 ГАМК-А рецептора проводи-
ли с использованием кроличьих поликлональных
антител GABA-A Receptor alpha 1 (Abcam, США). В
качестве вторичных антител использовали EnVi-
sion+System-HRP Labelled Polymer Anti-Rabbit
(DakoCytomation, США). Для визуализации про-
дукта реакции использовали хромоген DAB+ (Da-
ko, Дания). После проведения иммуногистохими-
ческой реакции часть срезов докрашивали гема-
токсилином Джилла и заключали в синтетическую
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заливочную среду Permaunt (Termo, США). При
проведении иммуногистохимической реакции все
процедуры были стандартизированы и осуществля-
лись одновременно для гистологических срезов, по-
лученных от контрольных и подопытных животных.

Оптическую плотность продукта реакции оце-
нивали в телах нейронов (выделяли иммунопози-
тивные нейроны) и нейропиле (выделяли участки
сплетений иммунопозитивных отростков, терми-
налей, мелких зерен и крупных гранул (последние,
предположительно, считают синаптическими
структурами и их скоплениями [9]). Количествен-
ную оценку иммунореактивности производили с
использованием системы анализа изображения,
включающей световой микроскоп Olympus CX31
(Япония), цифровую камеру VideoZavr Standard
VZ-C31Sr и программное обеспечение Видеозавр
Мультиметр 2.3 (разработка ООО “АТМ-практи-
ка”, Санкт-Петербург). Оценивали среднюю опти-
ческую плотность окраски в иммунопозитивных
нейронах и нейропиле в относительных единицах.

Компьютерную морфометрию для подсчета им-
мунопозитивных нейронов проводили на изобра-
жениях, полученных с гистологических препара-
тов фронтальных срезов на стандартной площади
0.1 мм2 (условная единица площади) при увеличе-
нии ок. ×10; об. ×100. Подсчитывали средние
арифметические значение и ошибку среднего зна-
чения. Измерения проводили на 10 серийных сре-
зах мозга, взятого от 4–5 животных каждой иссле-
дуемой группы. Для статистической обработки
данных использовали компьютерные программы
Statistica 7.0 и 8.0. (Statsoft Inc., USA). Для анализа и
сравнения результатов между разными группами
животных использовали t критерий Стъюдента и
oneway ANOVA. Данные считались значимо отли-
чимыми при уровне достоверности p < 0.05.

Исследование распределения иммунореактив-
ных нейронов в разных слоях сенсомоторной обла-
сти коры у контрольных животных показало, что в
верхних слоях II–IV присутствовало 7.5 ± 1.1 имму-

нопозитивных нейронов, число иммунонегатив-
ных нейронов составляло 20.8 ± 1.9, а общее число
клеток – 28.3 ± 1.5 на условную единицу площади.
В слое V присутствовало 5.8 ± 0.7 иммунопозитив-
ных нейронов и 12.6 ± 0.8 иммунонегативных, об-
щее число клеток было равно 18.4 ± 0.8. В слое VI
10.3 ± 1.2 иммунопозитивных нейронов, 12.7 ± 1.4
иммунонегативных, общее число клеток составля-
ло 23.4 ± 1.3.

У животных, переживших воздействие перина-
тальной гипоксии в верхних слоях II–IV, число им-
мунопозитивных нейронов составляло 6.1 ± 1.7 на
условную единицу площади и иммунонегативных
12.5 ± 1.6 (значения достоверно различимы от тако-
вых в контроле, p < 0.05), общее число клеток со-
ставляло 18.0 ± 1.8 (значения достоверно различи-
мы от таковых в контроле, p < 0.05). В слое V число
иммунопозитивных нейронов было равно 5.2 ± 0.9
на условную единицу площади, иммунонегатив-
ных – 6.8 ± 1.1 (значения достоверно различимы от
таковых в контроле, p < 0.05), общее число кле-
ток – 12.2 ± 2.0 (значения достоверно различимы
от таковых в контроле, p < 0.05). В слое VI число
иммунопозитивных нейронов – 7.4 ± 1.0, иммуно-
негативных – 8.1 ± 0.7 (значения достоверно раз-
личимы от таковых в контроле, p < 0.05), общая
численность клеток – 15.8 ± 2.1 на условную еди-
ницу площади (значения достоверно различимы от
таковых в контроле, p < 0.05).

Таким образом, у животных, подвергавшихся
воздействию перинатальной гипоксии, общая чис-
ленность нейронов сокращалась в верхних слоях на
36.4% (II–IV), в глубоких слоях (V) на 33.3% и
(VI) на 32.6%. Сравнительный анализ количе-
ственных данных по слоям сенсомоторной области
неокортекса показал, что у животных, переживших
перинатальную гипоксию, в глубоких слоях число
нейронов, экспрессирующих α1 субъединицу
ГАМК-А рецептора, снижалось на 37.2%. Выявле-
но, что у подопытных животных в слое 1 оптиче-
ская плотность продукта реакции по сравнению с

Таблица 1. Значения оптической плотности продукта иммунной реакции на выявление субъединицы α1 ГАМК-А
рецептора в разных слоях неокортекса в нейронах и нейропиле на 90-е постнатальные сутки у контрольных живот-
ных и после воздействия перинатальной гипоксии (в отн. ед.)

* – Различия достоверны при p < 0.05.

Слои неокортекса Контроль После воздействии
перинатальной гипоксии

Слой I (нейропиль) 0.204 ± 0.18 0.077 ± 0.017 *
Слой II–IV (нейроны) 0.062 ± 0.13 0.083 ± 0.008

(нейропиль) 0.042 ± 0.005 0.027 ± 0.006 *
Слой V (нейроны) 0.132 ± 0.016 0.053 ± 0.011 *

(нейропиль) 0.058 ± 0.009 0.035 ± 0.007 *
Слой VI (нейроны) 0.098 ± 0.014 0.114 ± 0.01

(нейропиль) 0.047 ± 0.009 0.021 ± 0.006*
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контролем значимо снижалась в 2.6 раза (табл. 1).
В верхних слоях (II–IV) в телах нейронов ее значе-
ния примерно одинаковы во всех сериях опытов и
соответствуют контролю. Однако в нейропиле в от-
ростках и синаптических структурах у контроль-
ных животных значения оптической плотности
продукта реакции в 1.5 раза выше, чем после воз-
действия гипоксии (табл. 1; рис. 1).

В глубоких слоях (V) у контрольных животных в
цитоплазме нейронов и в нейропиле в отростках и
синаптических структурах эти значения значимо
выше (в 2.5 и в 1.6 раза соответственно), чем после
воздействия гипоксии (табл. 1; рис. 1). В слое VI
как у контрольных животных, так и подопытных, в
цитоплазме нейронов значения оптической плот-
ности продукта реакции примерно одинаковы. Од-
нако у крыс в контроле в нейропиле в отростках и
синаптических структурах эти значения значимо
выше (в 2.2 раза), чем у животных, переживших пе-
ринатальную гипоксию (табл. 1).

Результаты исследования показали, что воздей-
ствие гипоксии в перинатальный период в сенсо-
моторной области неокортекса вызывает структур-
ные изменения в цитоархитектонике, которые со-
храняются до периода полового созревания. Во
всех слоях коры значительно сокращается общая
численность нейронов. Выявлено, что перинаталь-
ная гипоксия оказывает негативное воздействие на
тормозную ГАМКергическую систему, послед-
ствия которого сохраняются у животных в отдален-
ные постнатальные сроки. Так, число нейронов,
экспрессирующих субъединицу α1 ГАМК-А ре-
цептора, сокращается более чем на 37%. Показано,
что имеет место снижение интенсивности экспрес-
сии субъединицы α1 ГАМК-А рецептора во всех
слоях коры, при этом более значимое снижение
отмечено в слое V. В контроле в неокортексе при-
сутствует значительное количество вставочных
ГАМКергических интернейронов, которые спо-
собны экспрессировать как ГАМК, так и рецептор-
ные белки к ней, присутствующие в цитоплазме
клеток, отростках и синапсах. Известно, что окон-
чательное становление неокортекса, в том числе
стратификация, происходит в ранний постнаталь-
ный период (первые 4 недели). Воздействие пери-
натальной гипоксии может нарушать как пролифе-
рацию и дифференцировку ГАМКергических ней-
ронов, так и их миграцию к дефинитивному месту
расположения, что может сокращать численность
их популяции. Более того, перинатальная гипо-
ксия может влиять на формирование нейропиля и
синаптогенез, при этом уменьшается число отрост-
ков, а также изменяется структура синапсов. В ли-
тературе есть сведения о нарушении экспрессии
ГАМК-В1 и ГАМК-В2 субъединиц в гиппокампе
после воздействия гипоксии/ишемии [10]. Однако
механизм нарушения экспрессии субъединиц как
ГАМК-В1, ГАМК-В2, так и в нашей работе α1
ГАМК-А после воздействия гипоксии остается не-
ясным.

В заключение следует отметить, что воздействие
гипоксии в перинатальный период приводит к со-
кращению общей численности нейронов в неокор-
тексе, к уменьшению числа ГАМКергических ней-
ронов, экспрессирующих субъединицу α1, и сни-
жению уровня ее экспрессии, которые выявляются
у животных в отдаленные сроки. Можно предполо-
жить, что эти изменения снижают передачу тормо-
жения в этой области коры. Учитывая широкую
распространенность ГАМК-А рецептора в мозге
млекопитающих, его важную роль в синаптиче-
ской передаче торможения, субъединица α1 может
быть удобной мишенью при применении фармако-
логических препаратов при ряде заболеваний цен-
тральной нервной системы. Данная работа выяви-
ла одну из мишеней воздействия гипоксии, а ре-
зультаты будут способствовать поиску новых
средств фармакологической коррекции ее послед-
ствий.

Рис. 1. Неокортекс крысы на 90 постнатальные сутки,
сенсомоторная область. Иммуногистохимическая ре-
акция на выявление субъединицы α1 ГАМК-А рецеп-
тора: а – контроль; б – после воздействия перинаталь-
ной гипоксии. Снижение интенсивности экспрессии
субъединицы α1 ГАМК-А рецептора в слое V (длинная
стрелка – иммунопозитивные нейроны, короткая
стрелка – иммунопозитивные отростки, гранулы и их
скопления в нейропиле); Увел. ок. ×10; об. ×100.

(a)

(б)
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