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В работе исследовалась динамика изменения содержания нейронспецифической енолазы (NSE –
КФ 4.2.1.11) в гиппокампе, коре и мозжечке крыс на 5-й, 10-й, 30-й дни постнатального развития, а
также в их сыворотке крови. Показано, что содержание NSE в течение первого месяца жизни воз-
растает в несколько раз во всех изученных структурах, как после перенесенной гипоксии, так и в
группе животных, не подвергавшихся гипоксическому воздействию. Установлено, что пренаталь-
ная гипоксия на 14-й день эмбрионального развития приводит к достоверным изменениям содер-
жания NSE во всех изученных структурах головного мозга. В сыворотке крови содержание данного
фермента возрастает на 5-й, 10-й, 30-й дни жизни у подопытных животных в сравнении с контроль-
ной группой. Таким образом, недостаток кислорода оказывает влияние на содержание данного
фермента как в структурах мозга, так и в сыворотке крови крыс, что дает возможность судить о вы-
живаемости нейронов в условиях пренатальной гипоксии, а также позволяет предложить использо-
вать этот показатель в качестве маркера нарушения ЦНС плода при воздействии гипоксии в период
пренатального развития.
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ВВЕДЕНИЕ

В последнее десятилетие наблюдается рост
нервно-психических заболеваний, развитие ко-
торых связано с патологическими процессами,
протекающими в период эмбрионального разви-
тия. Наиболее высока частота неблагоприятных
последствий у детей с синдромом задержки внут-
риутробного развития (ЗВУР). К одним из факто-
ров, ведущих к формированию ЗВУР, относится
осложнение беременности развитием хрониче-
ской плацентарной недостаточности, при которой
плод развивается в условиях гипоксии, от длитель-
ности которой, а также от сроков беременности, на
которых она протекает, зависит формирование цен-
тральной нервной системы (ЦНС) новорожденно-

го. Дети с ЗВУР характеризуются нарушением дви-
гательных функций, сниженной способностью к
обучению, гиперактивностью, невнимательностью
и другими когнитивными нарушениями. В настоя-
щее время предпринимаются попытки посредством
использования экспериментальных моделей оце-
нить последствия пренатальной гипоксии.

Так показано, что гипоксия запускает ряд мо-
лекулярных процессов, таких как деполяризация
мембран, увеличение содержания внутриклеточ-
ного кальция, возрастание выброса и подавление
обратного захвата нейромедиаторов, продукция
свободных радикалов, которые участвуют в повре-
ждении нейронов и их гибели. Наряду с данными
процессами при гипоксии начинают функциониро-
вать компенсаторные механизмы, которые обеспе-
чивают защиту головного мозга и организма в целом
от недостатка кислорода. Пренатальная гипоксия,
встречающаяся при беременности, вызывает нару-
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шение развития ЦНС у плода [1], что может быть
связано с изменением содержания различных
нейроспецифических и нейротрофических бел-
ков в таких отделах развивающегося мозга, как
гиппокамп, кора и мозжечок [2], отвечающих за
когнитивные и двигательные функции организ-
ма. В экспериментальных исследованиях показа-
но, что нарушение функционирования данных
структур мозга проявляется в компенсируемых
изменениях двигательных реакций и когнитив-
ных дисфункциях в процессе взросления [3].

Особое внимание в этом аспекте вызывает
изучение одного из нейроспецифических белков,
такого как нейроспецифическая енолаза (NSE), об-
ладающая нейротрофическими и нейропротектив-
ными свойствами по отношению к широкому спек-
тру нервных клеток в ЦНС [4, 5]. Молекулярная
масса нативной енолазы составляет 80–95 кДа, и
фермент существует в виде нескольких димерных
изоферментов (αα, αβ, αγ, ββ и γγ), образованных
из трех субъединиц α, β и γ. NSE является изофер-
ментом в виде гомодимера γγ [6] и относится к
гликолитическим ферментам класса лиаз, ката-
лизирующим обратимую реакцию отщепления
воды от 2-фосфо-D-глицерата с образованием
макроэргического соединения фосфоенолпиру-
вата. Таким образом, данный фермент участвует в
катализе реакции гликолиза, который является
основным механизмом генерации энергии ней-
ронами. NSE относится к внутриклеточным эн-
зимам головного мозга, определяется в нейронах,
глиальных клетках, нейроэндокринных клетках,
присутствует в следовых количествах в тромбоци-
тах и является общим маркером всех дифферен-
цированных нейронов [4, 7]. Локализация NSE
как в нейронах, так и глие (олигодендроцитах,
астроцитах и микроглиальных клетках), указы-
вает на то, что она наряду с участием в реакциях
нейровоспаления, может выполнять также ней-
ротрофическую роль [5]. Известно, что NSE
наилучшим образом характеризует целостность
мембран гематоэнцефалического барьера (ГЭБ),
и определение ее содержания применяется для
диагностики острых состояний, связанных с на-
рушением ГЭБ, таких как церебральная ишемия и
гипоксия головного мозга [8, 9]. В связи с тем, что
пренатальная гипоксия рассматривается в настоя-
щий момент, как основой патологический фактор,
ведущий к ЗВУР у новорожденных детей, то изуче-
ние ее влияния на содержание NSE в структурах,
участвующих в формировании когнитивных и
двигательных функций, а также в сыворотке крови
животных с использованием модели пренатальной
гипоксии, представляет собой интерес не только в
рамках фундаментального исследования, но и в на-
учно-практическом отношении, т.к. содержание
NSE можно рассматривать, как биохимический по-
казатель состояния головного мозга у потомства,

определяющий выживаемость нервных клеток в
условиях пренатальной гипоксии.

Целью данной работы явилось исследование
содержания NSE в гиппокампе, коре и мозжечке,
а также в сыворотке крови крыс в раннем онтоге-
незе при пренатальной гипоксии.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В работе использовали крыс линии Wistar раз-

ного возраста из вивария Института эволюционной
физиологии и биохимии им. И.М. Сеченова, как
перенесших пренатальную гипоксию, так и не под-
вергавшихся ей (контрольная группа). Все исследо-
вания выполнялись с соблюдением утвержденных
международных правил проведения работ с ис-
пользованием экспериментальных животных [10]
и в соответствии с рекомендациями этического
комитета ИЭФБ РАН.

Для получения группы животных, перенесших
пренатальную гипоксию, беременные самки крыс
на 14-й день развития плода (Е14) подвергались
действию нормобарической гипоксии в камере, ем-
кость которой составляла 100 л, оснащенной систе-
мой вентиляции, терморегуляции, и адсорбции вы-
дыхаемого СО2, а также газовым анализатором. В
ходе эксперимента содержание O2 снижалось с 21
до 7% в течение 10 мин, и удерживалось на этом
уровне 3 часа. В эксперименте нами были исполь-
зованы крысы из потомства гипоксических и
контрольных животных в возрасте 5-ти, 10-ти,
30-ти дней. Число крыс в каждой группе состав-
ляло не менее 6 животных.

На указанных сроках жизни животных дека-
питировали и извлекали мозг на холоде (+4°С).
Зону, соответствующую коре, гиппокампу и моз-
жечку, извлекали согласно атласу (The Rat Brain
in Stereotaxic Coordinates). Образцы сыворотки кро-
ви получали посредством отстаивания крови в тече-
ние 30 мин при 37°С и в последующем центрифуги-
ровании при 2500 об./мин в течениe 20 мин. В слу-
чае необходимости повторного исследования
образцы замораживались и хранились при –80°С.

Определение содержания NSE проводилось c
использованием тест-системы “CanAg NSE EIA”,
которая основана на твердофазном, неконкурент-
ном иммуноферментном анализе. Использовали
два типа моноклональных мышиных антител, кото-
рые направлены на различные антигенные детерми-
нанты в молекуле NSE. Используемые монокло-
нальные антитела связываются с γ-субъединицей
фермента и детектируют ее γγ- и αγ-формы. Следует
отметить, что в этих условиях наряду с NSE, опре-
деляется ненейрональная форма фермента NNE
(α-енолаза). Сыворотку и стандарты инкубирова-
ли вместе с биотинилированными анти- NSE ан-
тителами и моноклональными антителами, ко-
ньюгированными с пероксидазой хрена в ячейках
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микропланшета, которые покрыты стрептавиди-
ном. Затем в каждую ячейку добавляли раствор
субстрата (перекись водорода и 3,3',5,5'-тетраме-
тилбензидин). В результате реакции развивается
голубая окраска. После этого реакцию останав-
ливали стоп-раствором (0.12 М HCl) и интенсив-
ность окрашивания измеряли на спектрофото-
метре BioTek EL-808 при длине волны 405 нм.
Интенсивность окраски пропорциональна коли-
честву NSE, которая присутствует в образце.
Концентрацию NSE в образцах рассчитывали по
калибровочной кривой и выражали в мкг/мкг
белка. Количество белка определяли методом
Бредфорд [11]. Интенсивность окраски измеряли
фотометрически при длине волны 595 нм. Стан-
дартная кривая строилась с использованием γ-гло-
булина (мкг/мл). Чувствительность метода состав-
ляет 5–20 мкг белка/мл.

Статистическую обработку данных проводили
с помощью программы Statistica for Windows 6.0
(StatSoft). Для оценки достоверности полученных
различий использовали критерии t-Стьюдента и
поправку Бонферрони. Данные считались досто-

верными при р < 0.05. Результаты представлены
как М ± m (среднее ± ошибка среднего).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В течение постнатального периода развития

содержание NSE резко возрастала как у кон-
трольных, так и у подвергнутых пренатальной ги-
поксии животных к концу первого месяца жизни
во всех изученных структурах, о чем свидетель-
ствуют данные, представленные в табл. 1, а имен-
но, у контрольных животных содержание NSE в
гиппокампе повышалась в 19.7 раз к 30-му дню
жизни, в коре и мозжечке также увеличивалось в
десятки раз по сравнению с 5-м днем жизни, где
обнаруживались следовые количества фермента.

Аналогичная тенденция наблюдается в изме-
нении содержания фермента у подопытных жи-
вотных, а именно в гиппокампе содержание NSE
возрастало в 12 раз к концу первого месяца, а в ко-
ре и мозжечке повышалось также, как у кон-
трольных животных в десятки раз. Важно отме-
тить, что наибольшее содержание NSE наблюда-

Таблица 1. Содержание NSE в структурах головного мозга контрольных и опытных крысят в первый месяц жизни

^^ Достоверность различий NSE в течение первого месяца жизни контрольных животных, где р < 0.05;
# достоверность различий NSE в течение первого месяца жизни опытных животных, где р < 0.05;
* достоверность различий содержания NSE в гиппокампе крыс контрольной группы и группы, перенесшей гипоксию, где р < 0.05;

** достоверность различий содержания NSE в коре крыс контрольной группы и группы, перенесшей гипоксию, где р < 0.05;
^ достоверность различий содержания NSE в мозжечке крыс контрольной группы и группы, перенесшей гипоксию, где р < 0.05.

Структура
головного мозга День жизни животного

NSE, мкг/мкг белка

контроль опыт

Гиппокамп

5 15.35 ± 1.35 9.60 ± 0.79*

10 38.35 ± 12.57 7.25 ± 0.93*

30 303.50 ± 56.07^^ 117.19 ± 5.98*#

Кора

5 0.45 ± 0.03 0.15 ± 0.03**

10 4.1 ± 0.67 1.36 ± 0.21**

30 79.3 ± 3.9^^ 111.4 ± 5.97** #

Мозжечок

5 0.6 ± 0.11 0.2 ± 0.04^

10 6.29 ± 0.73 2.13 ± 0.4^

30 140.5 ± 7.7^^ 91.85 ± 11.32^ #
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лось в гиппокампе контрольных и подопытных
животных.

У крысят, перенесших пренатальную гипо-
ксию, содержание NSE снижалось на 5-й день
жизни в гиппокампе в 1.6, в коре и мозжечке в 3
раза по сравнению с контрольной группой жи-
вотных. На 10-й день жизни оно понижалось в
гиппокампе в 5, в коре и мозжечке в 3 раза, а на
30-й день жизни тенденция к изменению содер-
жания NSE несколько выравнивалось по сравне-
нию с контрольной группой, тем не менее, оста-
ваясь весьма существенной в гиппокампе, где со-
держание фермента более, чем в 2.5 раза было
снижено у подопытной группы животных по
сравнению с контрольной (табл. 1).

Оценив изменения в структурах мозга крыс,
нами было изучено влияние гипоксии на содер-
жание NSE в сыворотке крови животных (табл. 2).

Показано, что содержание данного фермента
возрастало к 30-му дню жизни как в контрольной
группе крыс, так и в подопытной в 2.4 и 10 раз со-
ответственно. Пренатальная гипоксия приводила
к повышению данного показателя на всех изучен-
ных сроках жизни, а именно на 5-й день жизни
содержание NSE возрастало в 4.4 раза, на 10-й
день – в 9.8 раз, а в конце первого месяца жизни в –
19 раз по сравнению с контрольными животными.

ОБСУЖДЕНИЕ
Известно, что нейроспецифические белки, в

частности NSE, обладают нейротрофическими и
нейропротекторными свойствами в отношении
большого спектра нервных клеток в ЦНС [5]. В
экспериментальных исследованиях показано, что
NSE способствует выживаемости ряда структур го-
ловного мозга (неокортекса) при патологии посред-
ством Са2+-опосредованного механизма, а также в
последнее время укрепляется точка зрения о суще-
ствовании собственного гликолитического пути в

нейронах, все это позволяет рассматривать NSE в
качестве высокоспецифичного маркера нейронов
[6]. Пренатальная гипоксия является одним из
патологических факторов, влияющих на форми-
рование ЦНС у потомства, и чаще всего патоло-
гические изменения при недостатке кислорода
отмечаются в структурах, задействованных в фор-
мировании когнитивных и двигательных функций
[12–15], а именно в коре и гиппокампе, ответствен-
ных за обучение и память [16, 17] и в мозжечке, от-
вечающем за двигательные функции, которые на-
рушаются не только у животных, но также и у детей
с ЗВУР. В связи с выше перечисленным, особый
интерес вызывает изучение изменения NSE в дан-
ных структурах головного мозга на эксперимен-
тальной модели. В нашей работе используется мо-
дель пренатальной гипоксии Е14, т.к. именно к
концу второй недели и первых дней третьей неде-
ли эмбриогенеза наблюдается максимальная про-
лиферативная активность клеток головного моз-
га: начинается генерация крупных нейронов моз-
жечка, гиппокампа и коры.

14-й день эмбрионального развития для гипо-
ксического воздействия выбран в связи с тем, что
пролиферативная активность клеток головного
мозга достигает максимума к концу второй неде-
ли внутриутробного развития и затем снижается
[3, 18, 19]. В этот период начинается генерация
клеток в новой коре, гиппокампе и мозжечке [18],
т.е. гипоксическое воздействие на исследуемые
структуры оказывалось нами в критические сро-
ки их формирования, в то время, когда они наи-
более уязвимы.

Выбор указанных сроков в постнатальном он-
тогенезе был обусловлен следующими факторами:
5-й день – это завершение миграции нейробластов,
нейритогенез, 10-й день – начало миелинизации,
максимальный кровоток, синаптогенез, с 10-го по
20-й день жизни протекает активная миелинизация,
идет формирование синаптических структур, про-

Таблица 2. Содержание NSE в сыворотке крови контрольных и опытных крысят в первый месяц жизни

#  Достоверность различий NSE в течение первого месяца жизни контрольных животных, где р < 0.05;
^ достоверность различий NSE в течение первого месяца жизни подопытных животных, где р < 0.05;
* достоверность различий содержания NSE в сыворотке крови крыс контрольной группы и группы, перенесшей гипоксию,

где р < 0.05.

Группа

NSE, мкг/мл

5-й д. ж. 10-й д.ж. 30-й д.ж.

Контроль 0.25 ± 0.008 0.40 ± 0.02 0.60 ± 0.02#

Гипоксия 1.09 ± 0.08* 3.95 ± 0.17* 11.57 ± 1.50*^
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должается пролиферация нейронов и глиальных
клеток. Дифференцировка и созревание нейронов
обеспечивается интенсивным синтезом белков и
липидов, многие из которых нейроспецифиче-
ские, а также синтезом ростовых факторов и ме-
диаторов, что сопровождается увеличением мас-
сы головного мозга животных. На 30-й день про-
исходит завершение интенсивного формирования
ЦНС [20].

При изучении уровня NSE в гиппокампе, коре
и мозжечке в онтогенетичском периоде с 5-го по
30-й день жизни нами было выявлено резкое воз-
растание его содержания во всех отделах, что согла-
суется с работами, в которых исследовалась дина-
мика изменения концентрации данного фермента с
1-го дня по 30-й мес. жизни в различных структу-
рах головного мозга мышей, причем следует от-
метить, что наибольшее возрастание этого пока-
зателя отмечалось, начиная с 3-й недели вплоть
до 6-го месяца жизни животных [21, 22]. Можно
полагать, что вклад ненейрональной αγ-формы
фермента в изменение содержания NSE в указан-
ные сроки крайне незначителен, поскольку она
содержится преимущественно в мозге эмбрионов
и элиминируется в постнатальном периоде по ме-
ре созревания нейронов [23]. Обнаруженная ди-
намика увеличения содержания NSE в контроль-
ных и подопытных группах крыс также соответ-
ствует ранее полученным результатам, согласно
которым уровень содержания другого нейроспе-
цифического белка S-100 при гипоксии возраста-
ет во всех изученных структурах мозга [2], что
свидетельствует о важной роли белков S-100 и
NSE в поддержании нормального функциониро-
вания головного мозга.

Проведенный анализ полученных результатов
показал, что патологическое воздействие прена-
тальной гипоксии в период первого месяца жиз-
ни крыс приводит к уменьшению содержания
NSE в коре и гиппокампе подопытных животных,
что согласуется с ранее полученными нами данны-
ми о достоверном снижении при гипоксии уровня
таких нейротрофических белков, как BDNF и NGF
и S-100 [2]. Такие изменения в содержании выше
указанных показателей могут приводить к нару-
шению выполнения функций данных белков и
влиять на формирование синаптической пла-
стичности и целостность нейронов в изученных
структурах головного мозга. Так, установлено, что у
животных Е14, подвергнутых пренатальной гипо-
ксии, снижено количество лабильных шипиков в
гиппокампе, что авторы связывают с нарушением
пластичности нейронных сетей [16]. Аналогичные
изменения в биохимических показателях наблюда-
лось нами и в мозжечке, что свидетельствует о био-
химическом проявлении нарушения функций дан-
ной структуры. В литературе показано, что гипо-
ксия во время внутриутробного развития приводит
к структурным нарушениям мозжечка [14], что со-

провождается изменениями в поведении живот-
ных [3]. Исходя из полученных данных в данном
эксперименте и ранее, можно заключить, что
пренатальная гипоксия сопровождается измене-
нием содержания нейротрофических и нейроспе-
цифических белков во всех изученных структу-
рах, что может приводить к нарушению развития
нейронов, глиальных клеток, разрастания денд-
ритных окончаний и формирования синаптиче-
ских контактов в головном мозге.

Известно, что морфофункциональные измене-
ния нейронов и глиальных клеток при различных
вариантах гипоксического воздействия приводят к
нарушению целостности ГЭБ, что сопровождается
высвобождением в кровь нейроспецифических
ферментов и их изоформ. Таким образом, опре-
деление в нашем эксперименте NSE в сыворотке
крови позволяет оценить интенсивность повре-
ждения ЦНС у экспериментальных животных.
Нами показано, что пренатальная гипоксия при-
водит к достоверному возрастанию содержания
NSE на всех изученных сроках в сыворотке кро-
ви, что свидетельствует о повреждении нейронов
и нарушении ГЭБ в головном мозге крыс после
перенесенной пренатальной гипоксии. Можно
предположить выход NSE в этих условиях в кро-
воток, что обуславливает возможность использо-
вания данного показателя в качестве маркера ги-
поксического повреждения головного мозга, как
это принято в отношении определения NSE в
крови при различных нейродегенеративных забо-
леваниях [5, 24, 25]. Изменения, полученные в
сыворотке крови крыс, согласуются с выше опи-
санными данными, при которых наблюдается
снижение NSE в структурах головного мозга, воз-
можно связанное с отставанием развития нерв-
ной системы, и проявляется в нарушении двига-
тельных и когнитивных функций, а именно обу-
чении и памяти в раннем онтогенезе животных,
что подтверждается исследованиями с использо-
ванием физиологических тестов [3, 4, 16].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, пренатальная гипоксия (Е14)

сопровождается достоверным изменением содер-
жания NSE в гиппокампе, коре и мозжечке голов-
ного мозга животных, что может быть одной из
причин отставания развития нервной системы в
раннем онтогенезе и нарушения поведения живот-
ного на более поздних сроках жизни. Обнаружен-
ное достоверное повышение содержания NSE в сы-
воротке крови опытных животных свидетельствует
о нарушении целостности ГЭБ и дает возмож-
ность допустить предположение об использова-
нии NSE в качестве маркера повреждения нейро-
нов головного мозга и нарушения их функций у
потомства с перенесенной пренатальной гипо-
ксией, в частности у детей с ЗВУР.
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Influence of Prenatal Hypoxia on the Content of Neuron Specific Enolase
in the Structures of the Brain and Blood Serum of Rats in Early Ontogeny
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We studied the dynamics of changes in the content of neuron specific enolase (NSE, EC 4.2.1.11) in the hip-
pocampus, cortex, and cerebellum of rats at 5, 10, and 30 days of postnatal development, as well as in their
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blood serum. It was shown that the content of NSE during the first month of life increases several times in all
studied structures, both after hypoxia and in the group of animals not exposed to hypoxic effects. It was es-
tablished that prenatal hypoxia on the 14th day of embryonic development leads to significant changes in the
NSE content in all the studied brain structures. In the blood serum, the content of this enzyme increases on
5th, 10th, and 30th days of life in experimental animals in comparison with the control group. Thus, the lack
of oxygen affects the content of this enzyme both in the brain structures and in the blood serum of rats, which
makes it possible to judge the survival of neurons under conditions of prenatal hypoxia, and also suggests the
use of this index as a marker of fetal CNS disturbance after hypoxia during prenatal development.

Keywords: prenatal hypoxia, neuron-specific proteins, neuron specific enolase (NSE), hippocampus, cortex, cer-
ebellum, blood serum, early ontogeny
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