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Исследование направлено на изучение влияние хронической нейропатической боли на состояние
микроглии и нейрогенез в гиппокампе у старых мышей. Индукция нейропатической боли проводи-
лась путем наложения трех свободных лигатур на седалищный нерв правой задней конечности жи-
вотных. Тестирование поведения показало наличие нарушений рабочей памяти и локомоторной
активности у животных с нейропатической болью как через неделю, таки через 3 недели после опе-
рации. Поведенческие нарушения сопровождались снижением гиппокампального нейрогенеза, а
также увеличением экспрессии микроглиальных маркеров Iba-1 и CD86 в гиппокампе животных с
перевязанным седалищным нервом. Кроме того, индукция нейропатической боли привела к изме-
нению экспрессии астроглиальных маркеров S100β и GFAP в гиппокампе. Полученные данные
свидетельствуют о том, что поведенческие изменения при нейропатической боли сопровождаются
изменением активности микроглии и астроглии, что приводит к нарушению нейрогенеза и сниже-
нию когнитивных функций.
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ВВЕДЕНИЕ
Международная ассоциация боли определяет

нейропатическую боль как “неприятный сенсор-
ный и эмоциональный опыт, связанный с факти-
ческим или потенциальным повреждением тка-
ней” [1]. Нейропатическая боль может быть свя-
зана с различными заболеваниями или травмами,
воздействующими на сенсорную систему с помо-
щью различных механизмов.

Механизмы развития нейропатической боли
сложны и не до конца понятны. Восприятие боли
и передача болевого импульса осуществляется
ноцицептивной системой, которая включает в се-
бя нервные волокна и проводящие пути, располо-
женные в спинном мозге, а также ряд супраспи-
нальных центров. Выделяют ряд структур голов-
ного мозга, принимающих участие в передаче и
обработке болевого сигнала, среди которых рети-
кулярная формация продолговатого мозга, ядра
таламуса, а также структуры лимбической систе-
мы, в том числе, гипоталамус, миндалевидное те-
ло и гиппокамп [2].

Гиппокамп является основной структурой,
обеспечивающей пространственную и кратко-
временную память, а также играющей важную
роль в механизмах формирования эмоций. Эта
область мозга связана с восприятием хрониче-
ской боли, в частности, ее аффективно-мотива-
ционного компонента [3]. Сенсорная информа-
ция, поступающая из периферических структур в
миндалину, обрабатывается и передается в цен-
тральные ядра, расположенные в нескольких от-
делах головного мозга, в том числе, в гиппокамп
[4]. Исследования показывают, что хроническая
боль может вызывать как сенсорные нарушения,
так и различные функциональные расстройства
(тревога, амнезия, бессонница и депрессия) [3].
При этом, непосредственно повреждающий фак-
тор и когнитивно-поведенческие последствия
нейропатической боли могут иметь совершенно
разные временные рамки [5]. Это указывает на
сложность центральных процессов, ответствен-
ных за когнитивные последствия боли. Изучение
изменений нейрональной и глиальной пластич-
ности гиппокампа, наблюдаемых в результате бо-
левого воздействия, имеет важное значение для
понимания механизмов развития когнитивных и
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эмоциональных последствий нейропатической
боли.

Как правило, нейропатическая боль характе-
ризуется широким спектром симптомов и клини-
ческих проявлений, связанных как с уменьшени-
ем чувствительности, так и с ее усилением [6, 7].
Симптоматика нейропатического болевого син-
дрома во многом зависит от типа боли, пола [8],
возраста человека [9] и ряда других факторов. Вли-
яние возраста на боль, а также ее когнитивные и
эмоциональные последствия можно объяснить
морфологическими изменениями в нейронах и
глиальных клетках. Такие возрастные особенно-
сти обычно связаны с измененной нейротранс-
миссией, а также чувствительностью рецепторов,
участвующих в восприятии и модуляции боли.
Кроме того, немаловажную роль играют измене-
ния в электрофизиологических параметрах ней-
ронов, таких как длительность возбуждающих
постсинаптических потенциалов, синаптическая
задержка и амплитуда тормозных постсинаптиче-
ских потенциалов. Изменения в этих параметрах,
в первую очередь, связаны с возрастным измене-
нием числа возбуждающих и ингибирующих си-
напсов на нейронах [9].

Актуальность изучения данной патологии у
старых животных объясняется тем, что значи-
тельная часть населения, страдающего нейропа-
тической болью, относится к старшей возрастной
группе [10]. В нашем предыдущем исследовании
мы занимались изучением влияния нейропатиче-
ской боли на состояние микроглии и нейрогенез
в гиппокампе у молодых мышей [11]. Исследова-
ние было направлено на выяснение механизмов
поведенческих изменений, характерных для жи-
вотных с нейропатической болью, а также на
фармакологическую коррекцию данных измене-
ний. Настоящее исследование направлено на
изучение влияния нейропатической боли на со-
стояние микроглии, нейрогенез в гиппокампе и
болевое поведение у старых животных.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Характеристика экспериментального материала.

Эксперимент проводился на 28 мышах-самцах
линии С57Bl/6 в возрасте 18 мес. Животных раз-
мещали по 4 в клетке со свободным доступом к пи-
ще и воде и содержали при постоянной температуре
(23 ± 2°C) и влажности (55 ± 15%) с 12-часовым
циклом “день/ночь”. Все экспериментальные ма-
нипуляции с животными одобрены комиссией по
биомедицинской этике “Национального научно-
го центра морской биологии” ДВО РАН. Нейро-
патическую боль индуцировали с использовани-
ем модели хронического констрикционного по-
вреждения (chronic constriction injury, CCI)
седалищного нерва [12]. Животных анестезирова-
ли с помощью смеси препаратов золетил (Вирбак,
Франция) и ксилазин (Алфасан Интернэшнл БВ,
Нидерланды) в отношении 1 : 4; 0.2 мл смеси/кг

веса, внутрибрюшинно. Для моделирования ней-
ропатического болевого синдрома на седалищ-
ный нерв правой задней конечности накладывали
три лигатуры ближе к трифуркации с расстоянием 1
мм между лигатурами (пролен, ETHICON, США).
Лигатуры слегка затягивали до появления неболь-
шого подергивания конечности. Все эксперимен-
тальные животные были разделены на 2 группы:

– группа “ЛО” – ложнооперированные жи-
вотные (14 животных);

– группа “CCI” – животные с констрикцион-
ным повреждением седалищного нерва (14 жи-
вотных);

Половину мышей вывели из эксперимента на
7 день после операции, вторую половину – на
21 день. В течение 3 дней перед выведением живот-
ных из эксперимента им вводили раствор 5-бром-
дезоксиуридина (BrdU, Sigma-Aldrich, США) в кон-
центрации 100 мг/кг внутрибрюшинно.

Поведенческие исследования. Поведенческие
тесты проводили через 1 и 3 нед. после операции
перед выведением мышей из эксперимента.
Определение тепловой аллодинии проводили
еженедельно. Все тесты проводили в течение све-
тового дня с 7 утра до 7 вечера. Перед тестирова-
нием каждого животного аппараты тщательно
очищали 10% этанолом для минимизации обоня-
тельных сигналов. Для того, чтобы адаптировать
животных и избежать стресса, связанного с новой
средой, животных помещали в испытательный
аппарат на 10 мин в течение 3 дней, предшеству-
ющих дню тестирования. В день тестирования
мышей оставляли в домашних клетках в экспери-
ментальной комнате в течение 2 ч перед началом
поведенческих исследований.

Термическая аллодиния. Термическую аллоди-
нию измеряли с использованием теста с холодной
пластиной (Cold/Hot Plate Analgesia Meter No.05044
Columbus Instruments, США) [13]. Испытание про-
водили в камере с акриловыми стенками толщи-
ной 30 см на металлической пластине 30 × 30 см.
Температуру холодной пластины поддерживали
на уровне при +4°С. Время тестирования состав-
ляло 60 с. Мышей помещали на холодную пласти-
ну и регистрировали момент первого подъема по-
врежденной задней лапы.

Оценка спонтанной локомоторной активности.
Спонтанную локомоторную активность оценива-
ли, помещая мышь в центр круглой арены из орг-
стекла (60 см в диаметре, высота стенок – 40 см)
на 5 мин. Яркость освещения арены составляла
500 люкс. Площадь арены была разделена на
37 квадратов. Поведение мыши регистрировалось
видеокамерой, расположенной над аппаратом в
течение 5 мин. При анализе видеозаписей реги-
стрировалось количество квадратов, пересечен-
ных животным.

Определение рабочей памяти в тесте спонтанно-
го чередования рукавов в Y-образном лабиринте.
Рабочую память экспериментальных животных
изучали в тесте спонтанного чередования рукавов
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в Y-образном лабиринте. Y-образный лабиринт
представлял собой устройство, сделанное из орг-
стекла, с тремя одинаковыми рукавами, длина
которых составляла 30 см, ширина – 10 см. Высо-
та стенок лабиринта составляла 20 см. В начале
тестирования мышь помещали в центр лабиринта
и оставляли на 5 мин. Производилась видеоза-
пись и фиксировалось количество и последова-
тельность входов в рукава лабиринта с целью вы-
числения коэффициента спонтанного чередова-
ния рукавов [14]. Критерием входа в рукав
лабиринта считалось положение мыши, когда все
4 лапы находились внутри рукава. Для вычисле-
ния коэффициента спонтанного чередования ру-
кавов использовалась следующая формула:

(1)
Ks – коэффициент спонтанного чередования ру-
кавов, R – количество последовательных переме-
щений в три неповторяющихся рукава лабиринта,
A – общее количество возможных альтернаций.

Иммуногистохимические исследования. Экс-
тракция гиппокампа для последующего иммуно-
гистохимического исследования проводился на
7-й и 21-й день после операции. Мышей анесте-
зировали передозировкой смеси препаратов золе-
тил и ксилазин, введенной внутрибрюшинно, и
транскардиально перфузировали 100 мл холодного
физраствора (~4°C), pH 7.2. Извлеченный голов-
ной мозг делили на 2 полушария. Правое полуша-
рие помещали в 4% параформальдегид (забуфе-
ренный до pH 7.2) на 12 ч. Гиппокамп из левого
полушария экстрагировали и замораживали при
–70°C для дальнейших исследований. Спустя 12 ч
материал тщательно промывали фосфатным бу-
ферным раствором (pH 7.2) и погружали на 48 ч в
30% раствор сахарозы (Sigma Aldrich). После это-
го материал помещали на 24 часа в среду для
криостата Neg-50 (Thermo Scientific) и произво-
дили изготовление свободноплавающих сагит-
тальных срезов толщиной 30 мкм с помощью
криостат-микротома (НМ525, Thermo Scientific).
Для иммуногистохимической характеристики
экспрессии глиальных маркеров использовали
метод иммунопероксидазной реакции. Исполь-
зованный в работе иммуногистохимический ме-
тод состоит из следующих этапов: (1) Прединку-
бация в растворе, блокирующем эндогенную пе-
роксидазную активность (0.3% раствор H2O2); (2)
Прединкубация в растворе, блокирующем неспе-
цифическое связывание антител (5% обезжирен-
ное молоко в PBS); (3) Инкубирование срезов в
растворе первичных антител (4°С, 24 ч); (4) Инку-
бирование срезов с раствором вторичных антител,
меченных пероксидазой хрена: PI-1000 (anti-rabbit);
PI-2000 (anti-mouse), 1 : 100 (Vector Laboratories,
США); (5) Для проведения иммунопероксидаз-
ной реакции использовали хромоген ImmPACT™
DAB Peroxidase Substrate (SK-4105, Vector Labora-
tories, США); (6) Окрашенные срезы тщательно
отмывали 0.1 М фосфатным буфером (pH 7.4),
обезвоживали и заключали в среду VectaMount

Ks R A=

Permanent Mounting Medium (H-5000, Vector labo-
ratories) по стандартной методике. В работе ис-
пользованы первичные поликлональные кроли-
чьи антитела против Iba-1 (ab107159, Abcam, США,
1 : 500), CD86 (ab53004, Abcam, США, 1 : 200),
GFAP (Abcam ab7260, США, 1 : 1000) и S100β
(ab52642, Abcam, США, 1 : 200).

Для иммуногистохимического выявления
BrdU-меченых клеток в субгранулярном слое
зубчатой извилины гиппокампа использовались
первичные антитела к BrdU (ab1893, Abcam,
США, 1 : 200) и вторичные флуоресцентные антите-
ла (A-11015, ThermoFisher scientific, США, 1 : 200).

От каждого животного было взято для анализа
по 3 среза, что составило 21 срез для каждой груп-
пы. Изображения были получены на микроскопе
Zeiss AxioScope A1, оснащенном видеокамерой
AxioCam 503 и программным обеспечением Axio-
Vision (Zeiss). Съемка каждого оптического среза
производилась c использованием следующих па-
раметров: увеличение окуляра –10×, увеличение
объектива – 10×, значение экспозиции камеры –
2 мс для иммунопероксидазной окраски и 11.2 мс
для флуоресцентной окраски. Для каждого среза
отдельно производилась съемка CA1-области и
зубчатой извилины. Подсчеты каждой области
производились на основании 21 снимка. Изобра-
жения обрабатывались и анализировались с ис-
пользованием программного обеспечения ImageJ
(NIH, США). Обработка каждой микрофотогра-
фии включала в себя следующие этапы: преобра-
зование в черно-белый вариант (8-битное изобра-
жение); вычитание фона (rolling ball radius = 50);
усиление контрастности (+30 единиц); бинариза-
ция. Порог бинаризации, позволяющий селек-
тивно выделить необходимые для подсчета эле-
менты, подбирался индивидуально для каждого
маркера. Выбранное значение использовалось
для подсчета во всех группах. Для измерения пло-
щади окрашивания маркера производилось вы-
деление необходимой области и вычисление
процентной доли окрашенной площади. Кроме
того, в первичную обработку входила калибров-
ка изображения — перевод пикселей в квадрат-
ные микрометры. При подсчете BrdU-иммуно-
позитивных клеток на мм3 использовали форму-
лу: d = (106 × n)/(Sl), где n – количество клеток;
S – площадь субгранулярной зоны (мкм2); l –
толщина среза, 106 – коэффициент преобразова-
ния мкм2 в мм2. Подсчет BrdU-позитивных кле-
ток проводился строго в субгранулярном слое
зубчатой извилины гиппокампа. Для статистиче-
ской обработки проводилось усреднение значе-
ний, полученных для каждого отдельного среза.

Твердофазный иммуноферментный анализ. Для
количественного определения содержания цито-
кинов ФНО-α и ИЛ-10 в гиппокампе использова-
ли твердофазный иммуноферментный анализ
(ИФА). Для исследования использовали гиппо-
камп, ранее извлеченный из левого полушария и за-
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мороженный при температуре –70°C. В исследова-
нии были использованы наборы для иммунофер-
ментного выявления ФНО-α (ab100747, Abcam,
США) и ИЛ-10 (ab100697, Abcam, США) мыши в
соответствии с рекомендациями производителя.
Ткань гиппокампа гомогенизировали с использо-
ванием раствора (100 мМ Трис, рН 7.4, 150 мМ
NaCl, 1 мМ EGTA, 1 мМ ЭДТА, 1% Triton X-100,
0.5% дезоксихолата натрия) с коктейлем ингиби-
торов протеаз (cОмплет, Sigma-Aldrich, США) в
концентрации 1 мг/мл. Концентрацию белка
определяли с использованием набора BCA
(Pierce, Rockford, IL). Оптическую плотность из-
меряли с помощью планшетного спектрофото-
метра iMark (Bio-Rad) при длине волны 450 нм.

Статистическая обработка результатов. Для ста-
тистического анализа и обработки результатов ис-
следования рассчитывали средние арифметические
величины ( ) и среднеквадратичные отклонения
(σ) средних величин. Все параметры были провере-
ны на нормальность распределений с использова-
нием теста Колмогорова–Смирнова. Оценку до-
стоверности различий результатов эксперимен-
тальных наблюдений проводили с использованием
t-критерия Стьюдента. Уровень значимости счита-
ли достоверным при p < 0.05. Статистический ана-
лиз проводили с использованием программного
обеспечения Microsoft Excel (США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Изменение поведенческой активности при нейро-

патической боли. С целью подтверждения наличия
нейропатического болевого синдрома проводи-
лась количественная оценка холодовой аллодинии
с использованием прибора “горячая/холодная
пластина”. Животных помещали в аппарат и
фиксировали момент подъема поврежденной ко-
нечности. Тестирование показало, что термиче-
ская аллодиния у животных, подвергнутых пере-
вязке седалищного нерва, остается на одном
уровне с 14 по 28 день после операции. У ложно-
оперированных животных подъема конечности в
течение 60 с тестирования не наблюдалось.

Достоверное снижение локомоторной актив-
ности наблюдается лишь на 3 неделе после пере-
вязки седалищного нерва (101.28 ± 12.32 vs. 51.28 ±
± 9.79, p < 0.01). Кроме того, наблюдалось снижение
коэффициента спонтанного чередования рукавов
в Y-лабиринте как на 1 так и на 3 нед. после опе-
рации, что свидетельствует о нарушении рабочей
пространственной памяти у животных с нейропа-
тической болью (71.64 ± 3.18 vs. 58.42 ± 3.15 –
1 нед. и 73.71 ± 3.36 vs. 61.28 ± 3.49 – 3 нед., p < 0.05)
(рис. 1).

Изменение состояния микро- и астроглии у жи-
вотных с нейропатической болью. На данном этапе
проводилось изучение экспрессии маркеров мик-
ро- и астроглии в гиппокампе животных путем
определения площади окрашивания в CA1-реги-
оне гиппокампа и зубчатой извилине.

x

При определении экспрессии маркера общего
пула микроглии Iba-1 было выявлено повышение
площади окрашивания как через неделю, так и
через 3 недели после операции. При этом, через
неделю после операции повышение наблюдалось
в слоях регионов Stratum oriens (p < 0.05) и Stratum
radiatum (p < 0.05), через 3 недели – в Stratum la-
cunosum-moleculare CA1-региона (p < 0.001) и
Stratum moleculare зубчатой извилины (p < 0.05)
(рис. 2).

Исследование экспрессии CD86 показало, что
повышение данного маркера в слое Stratum lacu-
nosum-moleculare региона CA1 наблюдается в те-
чение всего периода исследования (p < 0.05). При
этом на 1 неделе достоверное повышение экс-
прессии CD86 наблюдается в слое Stratum radia-
tum (p < 0.05) (рис. 3).

Нейропатический болевой синдром сопровож-
дался и изменением площади иммуногистохими-
ческого окрашивания астроцитарных маркеров:
GFAP (белок цитоскелета) и S100β (цитоплазма-
тический белок). Через неделю после операции
наблюдалось достоверное снижение площади
окрашивания GFAP (p < 0.001), в то время как через
3 нед. после перевязки седалищного нерва наблю-
далось увеличение данного показателя в 1.6 раза
(p < 0.001). Главным образом, снижение площади
окрашивания через неделю после операции на-
блюдалось в слоях Hilus (p < 0.05) и Stratum molec-
ulare (p < 0.05) зубчатой извилины и слоях Stratum
lacunosum-moleculare (p < 0.05) CA1-региона. На
3 неделе достоверное увеличение площади окра-
шивания наблюдалось в регионах Stratum radiatum
(p < 0.001), Stratum lacunosum-moleculare (p < 0.001)
и Stratum moleculare (p < 0.01) (рис. 4).

В то же время повышение экспрессия белка
S100β было зафиксировано лишь через неделю
после перевязки седалищного нерва, в частности,
достоверное увеличение площади окрашивания
наблюдалось в регионе Stratum oriens (p < 0.05) и
Stratum moleculare (p < 0.05) (рис. 5).

Изменение уровня нейрогенеза у животных с
нейропатической болью. На данном этапе прово-
дилось изучение интенсивности нейрогенеза в
гиппокампе у животных с нейропатической болью
и ложнооперированных животных. Иммуногисто-
химическое выявление BrdU в субгранулярной зоне
зубчатой извилины гиппокампа показало снижение
пролиферативной активности в 2.5 раза через 3 нед.
после перевязки седалищного нерва (9799.56 ±
± 1650.87 vs. 2609.78 ± 813.37, p < 0.001). Через не-
делю после операции достоверных различий с
группой ложнооперированных животных не на-
блюдалось (рис. 6).

Экспрессия цитокинов в гиппокампе. Определе-
ние экспрессии провоспалительного цитокина
ФНО-α в гиппокампе показало достоверное по-
вышение концентрации данного маркера как че-
рез неделю, так и через 3 недели после операции
(наблюдается повышение концентрации со 132 до
272 на 1 неделе и со 149 до 376 на 3 неделе). Однако,



НЕЙРОХИМИЯ  том 36  № 4  2019

ВЛИЯНИЕ НЕЙРОПАТИЧЕСКОЙ БОЛИ 319

повышение концентрации противовоспалитель-
ного маркера ИЛ-10 в тканях гиппокампа наблю-
далось лишь на 3 неделе после операции (215.37 ±
± 6.59 vs. 250.00 ± 8.01, p < 0.05) (рис. 7).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Нейропатический болевой синдром, возникаю-

щей вследствие нарушений в работе перифериче-
ской нервной системы, часто становится причиной
развития патологических процессов центральной
нервной системы. Хронические ноцицептивные
сигналы, возникающие в периферических тка-
нях, могут привести к реорганизации корковых
структур и заднего мозга, а также к нарушению
пластичности нейронов в соматосенсорных и мо-
торных системах [15, 16]. Данная работа посвяще-
на исследованию изменений, происходящих в
гиппокампе при периферически индуцирован-
ной хронической нейропатической боли.

Известно, что гиппокампальный нейрогенез у
взрослых животных участвует в процессах обучения
и формировании памяти [17]. Различные наруше-
ния процессов нейрогенеза могут стать причиной
развития депрессии [18], повышенной тревожности
[19], стресса [20] и формирования контекстуального
условно-рефлекторного страха [21]. В качестве
объекта исследования нами были выбраны ста-
рые животные со сниженной интенсивностью
нейрогенеза [22], что позволило получить более
отчетливую картину гистохимических и поведен-

ческих изменений, наблюдаемых вследствие пе-
ревязки седалищного нерва. Существенное сни-
жение локомоторной активности и нарушения
рабочей памяти сопровождались снижением ней-
рогенеза в субгранулярном слое зубчатой извили-
ны гиппокампа как через неделю, так и через три
недели после операции. При этом, в нашем
предыдущем исследовании на молодых живот-
ных [11] существенных изменений нейрогенеза
не наблюдалось спустя 2 недели после операции,
что свидетельствует о возрастном усилении ак-
тивности деструктивных процессов, вызванных
повреждением периферической нервной систе-
мы. Как известно, стресс, в том числе вызванный
хронической болью, может оказывать влияние на
интенсивность нейрогенеза [23], однако механиз-
мы этого процесса до сих пор не до конца поняты.
Мы предполагаем, что одним из факторов, вызы-
вающих нарушения нейрогенеза в гиппокампе
при нейропатической боли, является изменение
состояния микроглии, в частности, ее активация
и изменение динамики поляризации. Известно,
что факторы, продуцируемые микроглиоцитами
провоспалительного (М1) фенотипа, препятству-
ют нормальному протеканию процессов нейроге-
неза [24, 25]. Эти факторы способствуют разви-
тию долговременного неврологического дефици-
та и, в конечном итоге, приводят к нарушению
высшей нервной деятельности [26]. Продукция
провоспалительных цитокинов, таких как ИЛ-1β
[27] или ФНО-α [28] способна ингибировать

Рис. 1. Поведение животных при нейропатической боли. (a) Динамика развития холодовой аллодинии: момент подъ-
ема поврежденной конечности над холодной пластиной (+4°C) при наблюдении в течение 1 мин. x ± σ, n = 7 на груп-
пу; (б) Спонтанная локомоторная активность в тесте “открытое поле”, x ± σ, n = 7 (животных в группе), *p < 0.05.
(в) Рабочая память в Y-лабиринте. x ± σ, n = 7 на группу, *p < 0.05, **p < 0.01.

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

ЛОК
оэ

ф
ф

иц
ие

нт
 с

по
нт

ан
но

го
че

ре
до

ва
ни

я 
ру

ка
во

в,
 %

CCI

б

* *

1 неделя
ЛО CCI

0

5

10

15

20

25

День 7 День 14 День 21 День 28М
ом

ен
т 

от
ры

ва
 л

ап
ы

от
 п

ов
ер

хн
ос

ти
, с

а

3 неделя

0
20
40
60
80

100
120
140

К
ол

ич
ес

тв
о 

пе
ре

се
че

нн
ы

х
кв

ад
ра

то
в

ЛО CCI

в

**

1 неделя
ЛО CCI

3 неделя



320

НЕЙРОХИМИЯ  том 36  № 4  2019

ТЫРТЫШНАЯ и др.

взрослый нейрогенез. Напротив, активация про-
воспалительной микроглии (М2-фенотип) инду-
цирует нейрогенез [29, 30].

При исследовании состояния микроглии в
гиппокампе мы обнаружили повышение экс-
прессии маркера провоспалительной микроглии
CD86, при этом, уровень экспрессии данного
маркера оставался стабильным на протяжении
всего периода наблюдения. Максимальная экс-
прессия CD86 наблюдается в слоях Stratum radia-
tum и Stratum lacunosum-moleculare, что, вероят-
но, связано с наличием в данных слоях аксонов,
идущих от 3 слоя нейронов энторинальной коры.
Данный кортико-гиппокампальный вход наряду
с перфорантным путем традиционно считается
одним из основных путей поступления болевой

информации в гиппокамп [3]. Подобная картина
наблюдается и в отношении экспрессии маркера
общего пула микроглии Iba-1. Однако повыше-
ние данного маркера наблюдается, главным обра-
зом, в слоях Stratum oriens, Stratum radiatum, Stra-
tum lacunosum-moleculare и Stratum moleculare.
При этом, повышение в слое Stratum moleculare,
вероятно, связано с участием перфорантного пу-
ти в передаче болевой информации. Данный путь
представляет собой проекции аксонов, берущих
начало на нейронах 2 слоя энторинальной коры и
оканчивающихся на дендритах зубчатой извили-
ны гиппокампа. Повышение активности Iba-1 в
слое Stratum oriens CA1-региона может быть свя-
зано с наличием эфферентных волокон, несущих
информацию в другие корковые и подкорковые

Рис. 2. Влияние хронического констрикционного повреждения на активность микроглии в гиппокампе. (а) Примеры
изображений CA1 области гиппокампа, полученных при иммуногистохимической окраске на маркер микроглии Iba-1.
(б) Примеры изображений зубчатой извилины гиппокампа, полученных при иммуногистохимической окраске на
маркер микроглии Iba-1. (в) Процент площади, покрываемой Iba1-иммунопозитивным окрашиванием в CA1-области
гиппокампа и зубчатой извилине через 1 и 3 недели после операции, x ± σ, n = 21 (изображений для группы), *p < 0.05;
(г) Процент площади, покрываемой Iba1-иммунопозитивным окрашиванием в отдельных слоях CA1-области гиппо-
кампа и зубчатой извилины через 1 и 3 недели после операции, x ± σ, n = 21 (изображений для группы), *p < 0.05; ***p <
< 0.001. Масштабный отрезок – 200 мкм. So – Stratum Oriens, Sr – Stratum Radiatum, Slm – Stratum lacunosum molecu-
lare, Sm – Stratum Moleculare.
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Рис. 3. Влияние хронического констрикционного повреждения на активность микроглии в гиппокампе. (а) Примеры
изображений, полученных при иммуногистохимической окраске CA1 области гиппокампа на маркер микроглии
CD86. (б) Процент площади, покрываемой CD86-иммунопозитивным окрашиванием в CA1-области гиппокампа и
зубчатой извилине через 1 и 3 недели после операции, x ± σ, n = 21 (изображений для группы), *p < 0.05. (в) Процент
площади, покрываемой CD86-иммунопозитивным окрашиванием в отдельных слоях CA1-области гиппокампа и зуб-
чатой извилины через 1 и 3 недели после операции, x ± σ, n = 21 (изображений для группы), *p < 0.05. Масштабный
отрезок – 200 мкм. So – Stratum Oriens, Sr – Stratum Radiatum, Slm – Stratum lacunosum moleculare, Sm – Stratum Mo-
leculare.
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Рис. 4. Влияние хронического констрикционного повреждения на активность астроглии в гиппокампе. (а) Примеры
изображений, полученных при иммуногистохимической окраске CA1 области гиппокампа на маркер астроглии
S100β. (б) Процент площади, покрываемой S100β-иммунопозитивным окрашиванием в CA1-области гиппокампа и
зубчатой извилине через 1 и 3 недели после операции, x ± σ, n = 21 (изображений для группы), *p < 0.05. (в) Процент
площади, покрываемой S100β-иммунопозитивным окрашиванием в отдельных слоях в CA1-области гиппокампа и
зубчатой извилины через 1 и 3 недели после операции, x ± σ, n = 21 (изображений для группы), *p < 0.05. Масштабный
отрезок – 200 мкм. So – Stratum Oriens, Sr – Stratum Radiatum, Slm – Stratum lacunosum moleculare, Sm – Stratum Mo-
leculare.
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Рис. 5. Влияние хронического констрикционного повреждения на активность астроглии в гиппокампе. (а) Примеры
изображений, полученных при иммуногистохимической окраске CA1 области гиппокампа на маркер астроглии
GFAP. (б) Процент площади, покрываемой GFAP-иммунопозитивным окрашиванием в CA1-области гиппокампа и
зубчатой извилине через 1 и 3 недели после операции, x ± σ, n = 21 (изображений для группы), *p < 0.001. (в) Процент
площади, покрываемой GFAP-иммунопозитивным окрашиванием в отдельных слоях CA1-области гиппокампа и зуб-
чатой извилины через 1 и 3 недели после операции, x ± σ, n = 21 (изображений для группы), *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
< 0.001. Масштабный отрезок – 200 мкм. So – Stratum Oriens, Sr – Stratum Radiatum, Slm – Stratum lacunosum molecu-
lare, Sm – Stratum Moleculare.
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структуры. Увеличение доли микроглии провоспа-
лительного фенотипа подтверждается и результа-
тами иммуноферментного анализа, показавшего
повышение концентрации провоспалительного
цитокина ФНО-α в тканях гиппокампа на протя-
жении всего периода наблюдения. При этом, уве-
личение экспрессии противовоспалительного
цитокина ИЛ-10 наблюдалось лишь спустя 3 не-
дели после операции, что может свидетельствовать
о наличии хронического процесса нейровоспале-
ния в гиппокампе и позднем наступлении фазы
разрешения нейровоспалительного процесса.

Иммуногистохимическое выявление глиального
фибриллярного кислого белка – маркера астроглии
продемонстрировало снижение его экспрессии че-
рез неделю после операции, однако через 3 недели
было зафиксировано существенное повышение
GFAP-иммунореактивности. Как известно, астро-
циты активно участвуют в обработке информации в
головном мозге, секретируя, транспортируя и по-
глощая нейромедиаторы (глутамат, гамма-амино-
масляную кислоту и аденозинтрифосфат), а также
формируя трехсторонние синапсы [31]. Кроме того,
астроглия выполняет и ряд других функций, опре-

деляющих функциональную активность нейронов
и регулирующих процессы нейрогенеза, среди ко-
торых структурная и метаболическая поддержка,
формирование гематоэнцефалического барьера
[32], регуляция концентрации ионов в межклеточ-
ном пространстве [33], участие в процессах миели-
низации [34] и поддержании долгосрочной потен-
циации [35]. Уменьшение количества астроцитов в
гиппокампе характерно для ряда патологических
процессов, в частности, травматического повре-
ждения головного мозга [36], ишемии [37], депрес-
сии [38] и т.д. В данных исследованиях снижение
плотности астроцитов сопровождалось нейродеге-
нерацией, нарушением нейрогенеза, долговремен-
ной потенциации и когнитивных функций. Проде-
монстрированное нами снижение GFAP-иммуно-
реактивности наблюдалось, главным образом, в
хилусе зубчатой извилины, что, вероятно, связано с
расположением афферентных волокон, несущих
болевую информацию из энторинальной коры. По-
вышение GFAP-иммунореактивности через 3 неде-
ли после операции может быть связано с наличием
хронического стресса, что согласуется с предыду-
щими исследованиями [39]. Однако, механизмы
изменения экспрессии астроцитарных маркеров и

Рис. 6. Влияние хронического констрикционного повреждения на пролиферативную активность в субгранулярной
зоне зубчатой извилины гиппокампа. (а) Примеры изображений, полученных при иммуногистохимическом выявле-
нии BrdU. (б) Количество иммунопозитивных клеток на 1 мм3 субгранулярной зоны зубчатой извилины гиппокампа,
***p < 0.001. Масштабный отрезок – 200 мкм.
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морфологических характеристик астроцитов при
различных патологических состояниях не вполне
ясны. Возможно, изменение морфологии и числа
астроцитов связано с экспрессией на их поверхно-
сти рецепторов к про- и противовоспалительным
цитокинам, активно вырабатываемым микрогли-
альными клетками уже на начальных стадиях раз-
вития патологического процесса [40]. При анализе
экспрессии астроцитарного маркера S100β было
выявлено повышение площади иммуногистохими-
ческого окрашивания через неделю после опера-
ции, главным образом, в слоях Stratum oriens и Stra-
tum moleculare. Учитывая, что белок S100β является
маркером “зрелых” астроцитов, в отличие от GFAP,
который маркирует всю популяцию астроцитов
[41], в данных слоях, вероятно, происходит сниже-
ние пролиферативной активности астроцитов с по-
следующим уменьшение доли новообразованных
клеток. Как известно, S100β является цитоплазма-
тическим маркером, способным диффундировать в
межклеточное пространство, что может объяснять
отсутствие повышения площади иммуногистохи-
мического окрашивания на 3 неделе при повыше-
нии площади окрашивания GFAP. Вероятно, выра-
ботка S100β происходила в течение короткого вре-
менного отрезка и к третей послеоперационной
неделе выработанный белок успел диффундировать
во внеклеточное пространство.

Полученные данные свидетельствуют о том, что
изменения в поведении, вызванные нейропатиче-
ской болью, сопровождаются активацией астро-
глии и микроглии с увеличением доли микроглио-
цитов провоспалительного фенотипа. Это явление
сопровождается снижением интенсивности гиппо-
кампального нейрогенеза у подопытных животных,
что, вероятно, является следствием выработки про-
воспалительных цитокинов активированными
глиоцитами. Продуцируемые факторы оказывают
влияние не процессы нейрогенеза как путем регу-
ляции пролиферации и дифференцировки нейро-
нальных клеток-предшественников, так и путем ре-
гуляции количества новообразованных нейронов
посредством фагоцитоза [42]. В то же время, гли-
альная активация в отдельных слоях CA1-региона и
зубчатой извилины гиппокампа является следстви-
ем их участия в передаче болевой информации из
энторинальной коры. Это подтверждается суще-
ственным увеличением доли активированной глии
в слоях Stratum lacunosum-moleculare и Stratum mo-
leculare, где расположены окончания аксонов, иду-
щих из II и III слоев энторинальной коры.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные нами данные позволяют объяснить

поведенческие изменения, наблюдаемые при
нейропатической боли у экспериментальных жи-
вотных. Результаты иллюстрируют важность ней-
роглиальных взаимодействий в реализации ко-
гнитивных функций и объясняют поведенческие
изменения, сопровождающие болевой синдром.
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Effects of Neuropathic Pain on State of Glial Cells
and Hippocampal Neurogenesis in Old Animals
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We studied the effect of chronic neuropathic pain on the state of microglia and neurogenesis in the hippocam-
pus in old mice. Neuropathic pain was induced by imposing three ligatures on the sciatic nerve of the right hind
limb of animals. Testing behavior showed the presence of impaired working memory and locomotor activity in
animals with neuropathic pain both in a week and 3 weeks after surgery. Behavioral disorders were accompanied
by a decrease in hippocampal neurogenesis, as well as an increase in the expression of microglial markers Iba-1
and CD86 in the hippocampus of animals with ligated sciatic nerve. In addition, the induction of neuropathic
pain led to a change in the expression of astroglial markers S100β and GFAP in the hippocampus. The findings
suggest that behavioral changes in neuropathic pain are accompanied by changes in the activity of microglia and
astroglia, which leads to disruption of neurogenesis and a decrease in cognitive functions.

Keywords: neuropathic pain, hippocampus, neurogenesis, microglia, astroglia
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