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ЭКСПРЕССИЯ ФАКТОРА РОСТА ЭНДОТЕЛИЯ СОСУДОВ
В МОЗГЕ КРЫС ПОСЛЕ ПЕРИНАТАЛЬНОЙ ГИПОКСИИ
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В работе изучали роль фактора роста эндотелия сосудов (VEGF) в постгипоксическом повреждении
мозга крыс и при фармакологической коррекции препаратом салифеном – производным ГАМК,
рассматриваемым как потенциальный нейропротектор. Для этого методом количественной имму-
ногистохимии оценивали экспрессию VEGF в мозге (неокортексе и гиппокампе) крыс в ранние и
отставленные сроки после перинатальной гипоксии и последующего введения салифена. Показа-
но, что гипоксия увеличивает экспрессию фактора роста эндотелия сосудов в развивающемся мозге
крыс, а инъекции салифена препятствуют повышению экспрессии VEGF, оставляя этот показатель
на уровне контрольных значений. Таким образом, изменения экспрессии фактора роста эндотелия
сосудов (VEGF) в мозге крыс после перинатальной гипоксии можно рассматривать как маркер ней-
ропротективного эффекта салифена.
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Современные экспериментальные онтогене-
тические исследования и клиническая неонато-
логия уделяют существенное внимание периоду
ранней новорожденности. В процессе родов и в
первые дни после рождения крайне уязвимый ор-
ганизм новорожденных адаптируется к воздей-
ствию новых для него факторов среды, которые в
значительной мере опосредуются гипоксически-
ишемическими влияниями на все органы и их си-
стемы, и в первую очередь, на нервную систему.
Гипоксия-ишемия плода и новорожденного яв-
ляется одной из основных причин возникнове-
ния патологии головного мозга, в частности, за-
держки моторного, психического, речевого раз-
вития, расстройства внимания, эмоций, сна [1,
2]. При этом наиболее тяжелые неврологические
нарушения выявляются у недоношенных детей.
Для расшифровки механизмов повреждающего
воздействия гипоксии на развивающийся мозг и
последующего поиска методов коррекции постги-
поксических повреждений мозга у новорожден-
ных необходимы фундаментальные исследования
с применением моделей на лабораторных живот-

ных. В лаборатории онтогенеза нервной системы
под руководством чл.-корр., проф. В.А. Отеллина
была разработана экспериментальная модель од-
ного из последствий перинатальной гипоксии –
энцефалопатии новорожденных с учетом особен-
ностей недоношенных детей. В этой модели было
показано, что острая гипоксия у новорожденных
крысят приводит к нарушению процессов станов-
ления структур головного мозга, поведенческих
реакций и обучения в последующем онтогенезе, а
также к повреждению микроциркуляторного рус-
ла головного мозга и гематоэнцефалического ба-
рьера [3–6]. Выявленные постгипоксические
морфофункциональные нарушения мозга в пери-
од ранней новорожденности поддавались фарма-
кологической коррекции отечественным препа-
ратом салифеном, представляющим производное
γ-амино-β-фенилмаслянной и салициловой кис-
лот. Салифен рассматривается как перспектив-
ный нейропротектор, проявляет антигипоксиче-
ский и эндотелиопротективный эффекты [5, 7, 8].

Известно, что фактор роста эндотелия сосудов
(VEGF) активно участвует в ангиогенезе, в ста-
новлении и регуляции проницаемости внутри-
мозговых капилляров – процессах, чрезвычайно
важных для нормального развития мозга в прена-
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тальном и раннем постнатальном периодах раз-
вития [9, 10]. Новейшие исследования фактора
VEGF выявили также важную роль этого белка в
нейрогенезе и нейропротекции в развивающемся
мозге [11–14]. VEGF рассматривается также как
нейротрофический фактор [15]. В свете новых
представлений о функциях этого белка возникает
вопрос о его участии в механизмах фармакологи-
ческой коррекции последствий перинатальной
гипоксии в мозге.

Настоящее исследование было предпринято
для выяснения роли VEGF в постгипоксическом
повреждении мозга и нейропротекции. Целью
исследования было изучение экспрессии VEGF в
структурах мозга (неокортексе и гиппокампе)
крыс после перинатальной гипоксии и последую-
щего введения салифена в ранние и отдаленные
сроки после гипоксического воздействия.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Работа выполнена на новорожденных крысах
линии Вистар из коллекции Института физиоло-
гии им. И.П. Павлова РАН, содержащихся в по-
метах с матерями в стандартных условиях вива-
рия без ограничения в доступе к воде и пище. При
проведении экспериментов соблюдались требо-
вания, сформулированные в Директивах Совета
Европейского сообщества (86/609/ЕЕС) об ис-
пользовании лабораторных животных. Протоко-
лы опытов были утверждены Комиссией по гу-
манному обращению с животными Института
физиологии им. И.П. Павлова РАН.

Непосредственно после рождения число кры-
сят в помете выравнивали. Далее в возрасте 2-го
постнатального дня жизни крысята были разбиты
на 3 группы (по 5–6 крысят): 1) животные, подвер-
гавшиеся в барокамере воздействию гипоксии и
введениям салифена, подкожные инъекции кото-
рого начинали через сутки после воздействия ги-
поксии в дозе 15 мг/кг в течение 14 дней; 2) крысята,
подвергавшиеся аналогичному гипоксическому
воздействию и введению физиологического рас-
твора в те же сроки, что и введение салифена;
3) контрольная группа крысят, которых помеща-
ли в барокамеру без гипоксического воздействия,
а через сутки водили физиологический раствор в
течение 14 дней. Эксперименты выполняли на
самцах. Субстанция салифена любезно предо-
ставлена чл.-корр. РАН И.Н. Тюренковым (Вол-
гоградский государственный медицинский уни-
верситет, г. Волгоград).

Воздействие гипоксии на новорожденных
крысят осуществляли в течение 1 часа в барока-
мере, куда подавалась дыхательная смесь, содер-
жащая 7.6–7.8% кислорода, 0.15–0.21% углекис-
лого газа и 91.8% азота при температуре 21.3–23°С
и нормальном общем атмосферном давлении.

Для иммуноцитохимического анализа материала
животных каждой группы декапитировали на
5-й, 10-й и 20-й постнатальные дни. У крысят из-
влекали мозг, фиксировали его в 4% парафор-
мальдегиде в течение 48 ч при 4°С и после стан-
дартной обработки (промывка, обезвоживание,
проведение через порции ксилола) заливали в па-
рафин. Изготавливали серии срезов мозга во
фронтальной плоскости толщиной 6 мкм (Bregma
1.20–1.60 мм; Bregma –2.64…–2.92 мм) [16]. После
стандартных процедур депарафинизации, регид-
ратации и демаскировки антигена срезы инкуби-
ровали в течение 12 ч с первичными поликлональ-
ными кроличьими антителами к фактору роста эн-
дотелия сосудов (Cloud-Clone Corp., США; 1 : 200)
при температуре 4°С. Реакцию визуализировали
авидин-биотиновым методом с применением ди-
аминобензидина. Количественную оценку имму-
нореактивности производили с использованием
системы анализа изображения, включающей свето-
вой микроскоп Olympus CX31 (Япония), цветную
цифровую камеру VideoZavr Standard VZ-C31Sr и
программное обеспечение Видеозавр Мульти-
метр 2.3 (разработка ООО “АТМ-практика”,
Санкт-Петербург). Оценивали среднюю оптиче-
скую плотность окраски в иммунопозитивных
нейронах коры головного мозга и гиппокампа.
Подсчет производился на 4–5 срезах от каждого
животного, анализировали одинаковое количе-
ство клеток для каждой исследуемой области моз-
га (коры и полей гиппокампа СА1, СА3, СА4, зуб-
чатой извилины), затем подсчитывали средние
значения оптической плотности в каждой группе
животных. Статистическую обработку результа-
тов проводили с использованием двухфакторного
дисперсионного анализа (two-way ANOVA, пакет
программ SPSS 9.0) с последующей оценкой меж-
групповых различий с помощью post-hoc теста
Тьюки. Различия между выборками считали ста-
тистически значимыми при p ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В результате иммуногистохимического иссле-

дования экспрессии фактора роста эндотелия со-
судов (VEGF) в неокортексе крысят на 5-й, 10-й и
20-й постнатальные дни был выявлен различный
паттерн распределения VEGF-иммунопозититв-
ных нейронов в ходе онтогенеза, а также при воз-
действии гипоксии. Двухфакторный дисперсион-
ный анализ данных иммуногистохимии выявил
значимое влияние фактора времени (постнаталь-
ный день) на экспрессию VEGF для верхних слоев
неокортекса [F8.44 = 15.95, р = 0.0002] и факторов
времени [F8.44 = 98.8, р < 0.000000] и воздействия
гипоксии [F8.44 = 6.03, р = 0.001] – для глубоких
слоев коры. На ранних стадиях онтогенеза (5–10-й
постнатальные дни) экспрессия фактора локали-
зована преимущественно в нейронах верхних
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слоев коры (рис. 1а). На 10-й постнатальный день
интенсивность окраски в VEGF-иммунопозитив-
ных нейронах верхних слоев коры больше (значи-
мая разница по средней оптической плотности,
р = 0.013), чем на 5-й день, а на 20-й день наобо-
рот уменьшается (р = 0.037) (рис. 1а). В более
поздние сроки (20-й постнатальный день) интен-
сивность экспрессии фактора в VEGF-иммуно-
позитивных нейронах увеличивается в глубоких
слоях коры (р = 0.0002) (рис. 1в). Анализ данных
не выявил влияния перинатальной гипоксии на
экспрессию VEGF в верхних слоях неокортекса,
однако последующие post-hoc сравнения показали
наличие значимых различий между контрольными
животными и подвергавшимися гипоксическому
воздействию. Гипоксия значимо увеличивает ин-
тенсивность экспрессии VEGF: в верхних слоях
коры (II–IV слои) этот эффект более выражен на
ранних стадиях онтогенеза (р = 0.009), тогда как в
глубоких слоях коры (VI слой) эффект выражен
на всех исследованных стадиях (5–20-й постна-
тальные дни, р < 0.01) (рис. 1а–в, рис. 2, рис. 3б).
Введение салифена препятствовало повышению
экспрессии VEGF в коре головного мозга крысят
на всех исследованных сроках, и таким образом
приводило этот показатель к уровню контроль-
ных групп (рис. 1а–в, рис. 3в). Наиболее четко
этот эффект наблюдался в глубоких слоях не-
окортекса.

В гиппокампе паттерн экспрессии VEGF с
5-го по 20-й постнатальные дни в норме, после
гипоксического воздействия и введения салифена
в целом повторял таковой в неокортексе: гипоксия
увеличивала нейрональную экспрессию фактора,
а салифен снижал этот показатель до уровня кон-
трольных групп (с некоторой разницей по обла-
стям гиппокампа) (рис. 2а–г). Двухфакторный
дисперсионный анализ данных иммуногистохи-
мии выявил значимый эффект воздействия пери-
натальной гипоксии на экспрессию фактора ро-
ста эндотелия сосудов в гиппокампе. Наиболее
четко эффект был выражен в поле СА3 [F8.44 =
= 5.67, р = 0.007] (рис. 2б, 4а–в) и зубчатой изви-
лине [F8.44 = 3.28, р = 0.01] (рис. 2г, 4г–е).

Таким образом, гипоксия приводит к повыше-
нию нейрональной экспрессии VEGF в мозге
ювенильных крыс, тогда как введение салифена
нивелирует этот эффект. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В современной литературе накоплено значи-
тельное количество данных, как клинических,
так и экспериментальных, о воздействии перина-
тальной гипоксии на развивающийся мозг. Тя-
жесть отдаленных неврологических последствий
перинатальной гипоксии варьирует от мини-
мальных отклонений в неврологическом статусе

до органического поражения ЦНС [1, 2, 17, 18].
Заболевания нервной системы в детском возрасте
в настоящее время представляют существенную
медицинскую и социальную проблему, поэтому
проведение фундаментальных и клинических ис-
следований, направленных на углубленное ис-
следование механизмов постгипоксических эн-
цефалопатий и разработку новых нейропротек-
тивных средств, является наиболее актуальной
задачей неонатологии и нейробиологии. Один из

Рис. 1. Содержание фактора роста эндотелия сосудов
(VEGF) в неокортексе крыс на 5-й, 10-й и 20-й пост-
натальные дни (пд) после перинатальной гипоксии и
при фармакологической коррекции салифеном. а –
II–IV слои неокортекса; б – V слой неокортекса; в –
VI слой неокортекса. По оси абсцисс – постнаталь-
ные дни; по оси ординат – средняя оптическая плот-
ность окраски в иммунопозитивных нейронах. Черные
столбики – контрольные крысы; серые столбики –
крысы, подвергавшиеся гипоксии; белые столбики –
крысы, подвергавшиеся гипоксии и получавшие инъ-
екции салифена. * Значимые различия между кон-
трольными группами; # значимые различия между
контрольными животными и подвергавшимися ги-
поксии; & значимые различия между контрольными
животными и подвергавшимися гипоксии/получав-
шими инъекции салифена.
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таких потенциальных нейропротекторов – отече-
ственный препарат салифен, представляющий
производное γ-амино-β-фенилмаслянной и са-
лициловой кислот. В модели плацентарной гипо-
ксии салифен оказывал эндотелиопротективное,
антигипоксическое, антиоксидантное действие

[7, 19], а также оказывал положительное действие
на состояние микроциркуляторного русла после
перинатальной гипоксии [8]. Эти данные позво-
лили предположить, что салифен может оказать-
ся эффективным нейропротектором в разрабо-
танной нами модели энцефалопатий новорож-
денных [3]. Ранее в этой модели нами было
показано, что введение салифена со второго
постнатального дня крысятам после воздействия
перинатальной гипоксии оказывало корректиру-
ющее действие на рефлекторную деятельность и
поведение крыс [4]. Нейропротективный эффект
салифена был продемонстрирован в отдаленный
период онтогенеза (80–90-е сут). В частности,
было показано, что препарат препятствовал по-
вреждающему действию гипоксии на развиваю-
щийся мозг, оказывая протективное действие на
нейроны, их дифференцировку и синаптогенез
[20].

Данная работа посвящена изучению роли фак-
тора роста эндотелия сосудов (VEGF) – белка,
стимулирующего ангиогенез и известного своими
нейропротективными свойствами, а потому край-
не важного для нормального развития мозга, – в
постгипоксическом повреждении мозга и при
фармакологической коррекции салифеном в раз-
вивающемся мозге крыс. Фактор роста эндотелия
сосудов (VEGF) – клеточный митоген, который
обеспечивает процессы васкуляризации и ангио-
генеза [21–23]. Существует тесная связь между
процессами нейро- и ангиогенеза в развивающем-
ся мозге. Обе системы, нервная и кровеносная, в
процессе развития, роста и становления регулиру-
ются одними и теми же клеточными сигналами и
взаимно влияют друг на друга. Недавние исследо-
вания показали, что одни и те же клеточные кас-
кады регулируют клеточную дифференцировку и
развитие обеих систем. Факторы, регулирующие
аксональный рост, также регулируют и ангиоге-
нез, и наоборот, молекулы, регулирующие про-
цессы формирования и роста сосудов, обеспечи-
вают нейрогенез и рост аксонов [24, 25]. Одним из
таких факторов является VEGF [26]. Известно,
что VEGF не только стимулирует ангиогенез, но и
проявляет нейротрофический и нейропротек-
тивный эффекты, обеспечивает нейрогенез, ре-
гулирует синаптогенез и синаптическую пла-
стичность у новорожденных и взрослых живот-
ных [12, 27–29]. Показана пространственно-
временная динамика экспрессии фактора в раз-
вивающемся мозге крыс, а именно: на ранних
постнатальных сроках VEGF преимущественно
локализован в нейронах, тогда как в более позд-
ние сроки – в нейронах и нейроглии [30]. При
этом авторы продемонстрировали, что нейро-
нальная экспрессия VEGF коррелирует с ангио-
генезом в развивающемся мозге крыс в норме и
при гипоксии. Так, гипоксия вызывает усилен-
ный ангиогенез, что рассматривается как ком-

Рис. 2. Содержание фактора роста эндотелия сосудов
(VEGF) в гиппокампе крыс на 5-й, 10-й и 20-й пост-
натальные дни (пд) после перинатальной гипоксии и
при фармакологической коррекции салифеном. а –
область СА1; б – область СА3; в – область СА4; г –
зубчатая извилина. Обозначения те же, что и на рис. 1.
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пенсаторная реакция на недостаток кислорода в
нервной ткани для предотвращения повреждения
нейронов, и повышает экспрессию VEGF, факто-
ра нейропротекции и нейрогенеза [30, 31]. Таким
образом,VEGF в современной науке рассматри-
вается как фактор, стимулирующий ангиогенез и
нейрогенез, и эти процессы тесно взаимосвязаны
в эмбриональном и развивающемся мозге.

В настоящем исследовании мы показали, что
перинатальная гипоксия увеличивает экспрес-
сию фактора VEGF в нейронах коры и гиппо-
кампа ювенильных крыс в различные периоды
постнатального развития (с 5-го по 20-й постна-
тальные дни). Это вполне согласуется с данными

литературы. Гипоксия активирует экспрессию
гипоксия-индуцибельных транкрипционных
факторов семейства HIF, в частности HIF-1α, ко-
торый, в свою очередь, активирует транкрипцию
гена фактора VEGF [31, 32]. Введение салифена
препятствовало повышению экспрессии VEGF в
коре головного мозга и гиппокампе крысят, и та-
ким образом приводило этот показатель к уровню
контрольных групп. Наиболее четко этот эффект
наблюдался в глубоких слоях неокортекса, состо-
ящих из более дифференцированных нейронов,
чем верхние слои, и гиппокампе (поле СА3, зуб-
чатая извилина). Следует также заметить, что раз-
личный паттерн распределения VEGF-иммуно-

Рис. 3. Микрофотографии, иллюстрирующие VEGF-иммунореактивность в неокортексе крыс после перинатальной
гипоксии и последующих инъекций салифена на 5-й постнатальный день. а – контроль; б – гипоксия; в – гипоксия +
+ инъекции салифена. Увеличение: ок. 10×; об. 10×.
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Рис. 4. Микрофотографии, иллюстрирующие VEGF-иммунореактивность в гиппокампе крыс после перинатальной
гипоксии и последующих инъекций салифена. а–в – область СА3, 10-й постнатальный день. а – контроль; б – гипо-
ксия; в – гипоксия + инъекции салифена. г–е – зубчатая извилина, 20-й постнатальный день. г – контроль; д – гипо-
ксия; е – гипоксия + инъекции салифена. Увеличение: ок. 10×; об. 40×.
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позититвных нейронов по слоям неокортекса в
ходе онтогенеза, вероятно, связан с процессами
созревания и дифференцировки нейронов.

Показано, что такие повреждающие факторы,
как например гипоксия, инъекции дексаметазона,
вызывающие усиленную гибель нейронов, увели-
чивают экспрессию фактора VEGF в мозге в период
ранней новорожденности [33, 34]. VEGF в данном
случае играет нейротрофическую и нейропротек-
тивную роль. Согласно новейшим исследованиям,
VEGF рассматривается как потенциальный нейро-
протектор для улучшения когнитивной функции
при некоторых нейропатологиях [28, 29]. Поэто-
му очевидно, что увеличение нейрональной экс-
прессии VEGF после повреждающих воздей-
ствий является частью адаптивной эндогенной
ответной реакции организма. В нашем экспери-
менте введение салифена после воздействия пе-
ринатальной гипоксии нормализовало уровень
экспрессии фактора VEGF в неокротексе и гип-
покампе с повышенного (после воздействия пе-
ринатальной гипоксии) до контрольного уровня,
что, вероятно, свидетельствует о снижении до
контрольных значений процессов нейродегене-
рации в развивающемся мозге после инъекций
салифена. В совокупности с продемонстрирован-
ным ранее нейропротективным эффектом препа-
рата в отдаленный период онтогенеза [20], дан-
ные результаты можно расценивать как свиде-
тельство нейропротективного эффекта салифена
в модели энцефалопатии новорожденных, а из-
менения экспрессии в мозге фактора роста эндо-
телия сосудов VEGF можно рассматривать как
маркер нейропротективного эффекта препарата.

Таким образом, в модели энцефалопатии но-
ворожденных показано, что гипоксия увеличива-
ет экспрессию фактора роста эндотелия сосудов
VEGF в развивающемся мозге крыс (неокортексе
и гиппокампе), а инъекции производного ГАМК
салифена снижают экспрессию VEGF до уровня
контрольных значений. Можно сделать заключе-
ние о том, что колебание уровня нейрональной
экспрессии фактора роста эндотелия сосудов
VEGF в развивающемся мозге крыс при фарма-
кологической коррекции последствий перина-
тальной гипоксии является показателем нейро-
протективного эффекта салифена, а значит
успешности данного терапевтического воздей-
ствия.
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Expression of the Vascular Endothelial Growth Factor in the Brain
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We studied the role of vascular endothelial growth factor (VEGF) in post-hypoxic damage of the rat brain
and in the effect of saliphene, a GABA derivative which is considered as a potential neuroprotector. For this,
the method of quantitative immunohistochemistry was used to evaluate the expression of VEGF in the brain
(neocortex and hippocampus) of rats at the early and late periods after perinatal hypoxia and the subsequent
administration of saliphene. Hypoxia resulted in an increase in the expression of vascular endothelial growth
factor in the developing rat brain, and injections of saliphene prevented an increase in VEGF expression,
leaving this index at the level of control values. Thus, the changes the expression of vascular endothelial
growth factor (VEGF) in the rat brain after perinatal hypoxia may be considered as a marker of the neuropro-
tective effect of saliphene.
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