
Вве д е н и е. Известно, что классические ней-
ротрансмиттеры — γ-аминомасляная кислота 
(ГАМК) и серотонин (5-hydroxytryptamine; 5-HT) 
контролируют многочисленные физиологические 
функции в центральной нервной системе (ЦНС). 
Изменение баланса уровней содержания этих 
веществ в мозгу приводит к развитию различных 
видов нейропатологии. В ЦНС у млекопитающих 
и человека ГАМК является тормозным нейро-
трансмиттером, а одним из основных транспорте-
ров ГАМК считается GAT1, который относится 
к Na+-зависимым нейротрансмиттерным белкам 
обратного захвата, локализованным на плазма-
тической мембране нейронов и клеток нейро-
глии [4, 6]. При синаптической нейропередаче 
функция транспортера состоит в обратном захва-
те нейротрансмиттера из синаптической щели 
или межклеточного пространства обратно в пре-
синаптическую терминаль, при этом эффектив-
ность нейропередачи определяется скоростью 
обратного захвата медиатора. Изменения этих 

процессов могут вызывать функциональные нару-
шения ЦНС [6].

У млекопитающих становление дыха-
тельной системы происходит во время первых 
3 нед постнатального развития, которые явля-
ются самыми динамичными в развитии респи-
раторной системы. В этот период в нейронах 
ядер дыхательного центра продолговатого мозга 
происходит активная экспрессия возбуждающих 
и тормозных нейротрансмиттеров, а также других 
нейрохимических соединений, уровень которых 
в ходе развития может меняться [6].

Комплекс Бетцингера входит в состав вент-
ральной группы ядер дыхательного центра и обра-
зован преимущественно поздними экспиратор-
ными нейронами, представляющими область  
генерации дыхательного ритма. Установлено, 
что бульбоспинальные нейроны комплекса 
Бетцингера регулируют последовательную смену 
фаз дыхательного цикла и иннервацию дыхатель-
ных мышц верхних дыхательных путей, диафраг-

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

© Л. И. Хожай, 2020
УДК 611.018.8:612.63 doi: 10.34922/AE.2020.157.1.001

Л. И. Хожай

РАСПРЕДЕЛЕНИЕ УРОВНЕЙ GAT1-ТРАНСПОРТЕРА ГАМК 
В КОМПЛЕКСЕ БЕТЦИНГЕРА НА РАННИХ СРОКАХ ПОСТНАТАЛЬНОГО 
РАЗВИТИЯ КРЫС ПРИ ПРЕНАТАЛЬНОМ ДЕФИЦИТЕ СЕРОТОНИНА

Лаборатория онтогенеза нервной системы (зав. — проф. чл.-кор. РАН В. А. Отеллин), ФГБУН «Институт физиологии 
им. И. П. Павлова РАН», Санкт-Петербург

Цель работы — исследование распределения уровня GAT1-транспортера ГАМК в комплексе Бетцингера на разных сроках 
раннего постнатального развития крыс в норме и при пренатальном дефиците серотонина.
Материал и методы. Работа проведена на лабораторных крысах линии Wistar. Снижение уровня эндогенного серотони-
на в эмбриональный период осуществляли методом ингибирования триптофан-гидроксилазы пара-хлорфенилаланином 
(пХФА). Выявление транспортного белка GAТ1 проводили посредством иммуногистохимической реакции с использованием 
первичных кроличьих поликлональных антител anti-GABA transporter1 (AbCam, Великобритания). Мозг исследовали на 5-, 
10-е и 20-е сутки постнатального развития.
Результаты. В комплексе Бетцингера на ранних сроках постнатального развития у контрольных животных отмечено коле-
бание уровня GAT1-транспортера ГАМК. На 1-й неделе жизни уровень GAT1 был высоким как в сети отростков и терми-
налей, так и в синапсах. В течение 2-й недели жизни уровень GAT1 снижался, а к концу 3-й недели — повышался вновь, 
достигая исходного уровня. Дефицит серотонина в пренатальный период вызывал у подопытных животных существенное 
увеличение уровня GAT1 в нейропиле комплекса Бетцингера на всех изученных сроках постнатального развития.
Выводы. Пренатальный дефицит серотонина приводит к существенному повышению уровня GAT1-транспортера ГАМК 
в ранние сроки постнатального развития, что может приводить к изменению трансмиссии ГАМК и, как следствие, к нару-
шению баланса тормозных и возбуждающих эффектов в дыхательном ядре.

Ключевые слова: транспортер GAТ1, комплекс Бетцингера, серотонин, ранний период постнатального развития

7

Сведения об авторе:
Хожай Людмила Ивановна (e-mail: astarta0505@mail.ru), лаборатория онтогенеза нервной системы ,
ФГБУН «Институт физиологии им. И. П. Павлова РАН», 199034, Санкт-Петербург, наб. Макарова, 6



8

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ Морфология. 2020

мальных и межреберных дыхательных мышц, 
которые непосредственно определяют паттерн 
дыхания [16].

Важную роль в контроле дыхательного цикла 
играет координированная взаимо связь нейро-
трансмиттеров, в частности, ГАМК и серотонина, 
последний, в свою очередь, модулирует тормозные 
эффекты ГАМК [3, 15, 17]. Рецепторы к серо-
тонину и терминали, содержащие серотонин, 
в комплексе Бетцингера обнаруживаются уже 
в ранний постнатальный период [17]. Показано, 
что в эти же ранние сроки у грызунов в ком-
плексе Бетцингера для поддержания нормаль-
ного дыхательного ритма и инспираторного 
паттерна необходим определенный уровень экс-
прессии ГАМК, а также развитие транспорт-
ной системы для ее трансмиссии, изменение кото-
рых может вызывать дыхательную дисфункцию 
[12]. Однако существует ли зависимость уров-
ня транспортеров ГАМК от экспрессии серотони-
на в пренатальном периоде развития, в настоящее 
время неизвестно. В связи с этим задачей данной 
работы было исследование уровня транспортно-
го белка GAT1 в комплексе Бетцингера на ран-
них сроках постнатального развития в норме и при 
пренатальном дефиците серотонина.

Матери а л  и  ме т о ды. Работа проведена на 21 лабора-
торной крысе линии Wistar из питомника Института физио-
логии им. И. П. Павлова РАН. Содержание животных и все 
экспериментальные процедуры проводили в соответствии 
с рекомендациями Директивы (2010/63/ÅU) Европейского 
союза по защите животных, используемых в научных целях 
(Directive 2010/63/ÅU of the European Parliament and of the 
Council on the protection of animals used for scientific purposes). 
Протоколы опытов были утверждены Комиссией по контро-
лю за содержанием и использованием лабораторных живот-
ных при Учреждении Российской академии наук Институте 
физиологии им. И. П. Павлова РАН (Institutional Animal Care 
and Use Committee — IACUC) №04/02 от 04.02.2019 г.
Снижение уровня эндогенного серотонина в эмбриональ-

ный период у крыс осуществляли методом ингибирова-
ния триптофан-гидроксилазы (фермента его синтеза) пара-
хлорфенилаланином (пХФА) (Sigma, США). Самкам крыс 
вводили внутрибрюшинно пХФА в дозе 400 мг/кг на 9-е 
сутки беременности — в период начала формирования у пло-
дов собственной серотонинергической системы. Уровень 
содержания серотонина в гомогенизированных пробах тка-
ней мозга эмбрионов определяли методом высокоаффинной 
жидкостной хроматографии в лаборатории биохимии НИИ 
акушерства и гинекологии им. С. Е. Отта. Количество серо-
тонина измеряли в нг/1 мг белка эмбриональной нервной 
ткани. Показано, что у плодов уровень серотонина снижа-
ется на 3-и сутки после введения пХФА в среднем на 63 % 
и остаётся сниженным в течение 7–8 сут. Головной мозг кры-
сят извлекали, фиксировали в цинк-этанол-формальдегиде 
на фосфатно-солевом буфере (pH 7,4), затем заливали 
в парафин по общепринятой методике и готовили серийные 
поперечные срезы продолговатого мозга толщиной 6–7 мкм 
на уровне — 12,00–12,48 мм от брегмы [14]. Исследование 

проводили на 5- (n=4), 10-е (n=4) и 20-е (n=4) сутки пост-
натального развития (П5, П10 и П20). Контролем служили 
крысята соответствующих сроков развития, полученные 
от интактных самок (n=9). В каждую возрастную группу 
отбирали одинаковых по размеру животных.
Исследовали комплекс Бетцингера, дыхательное ядро, 

входящее в состав вентральной группы респираторных ядер 
продолговатого мозга.
Морфологический анализ осуществляли на цифровых изо-

бражениях серийных срезов, полученных при помощи свето-
вого микроскопа Leica DME (Leica, Германия) и цифровой 
камеры Leica EC3 (Leica, Германия).
Иммуногистохимическую реакцию на выявление GAТ1 

проводили с использованием первичных кроличьих поликло-
нальных антител (anti-GABA transporter 1; GAТ1) (AbCam, 
Великобритания) в разведении 1:200 при инкубации срезов 
в течение 16 ч при 4 ºС. В качестве вторичных реагентов для 
GAТ1 использовали реактивы из набора EnVision+System-
HRP Labelled Polymer Anti-Rabbit (DakoCytomation, США). 
Инкубацию срезов во вторичных антителах осуществляли 
в течение 40 мин при комнатной температуре. Для визуа-
лизации продукта реакции использовали хромоген DAB+ 
(Dako, Дания). Затем срезы заключали в синтетическую 
среду Permaunt (Termo, США). Условия проведения иммуно-
гистохимических реакций были стандартизованы, все про-
цедуры проводили одновременно на материалах, полученных 
от конт рольных и опытных животных.
Количественную оценку иммунореактивности интерней-

ронов определяли с помощью системы анализа изображений, 
включающей световой микроскоп Olympus CX31 (Япония), 
цветную цифровую камеру VideoZavr Standard VZ-C31Sr 
и программное обеспечение Видеозавр Мультиметр 2.3 
(разработка ООО АТМ-практика, Санкт-Петербург). 
Оптическую плотность (D) продукта реакции оценивали 
в нейропиле комплекса Бетцингера в сети иммунопозитив-
ных отростков, терминалях и скоплениях мелких и крупных 
гранул (последние, предположительно, считаются терми-
нальными синаптическими структурами и их скоплениями 
[9]). Уровень содержания GAТ1 выражали в относительных 
единицах оптической плотности продукта иммунной реакции. 
Математическую обработку данных проводили с использова-
нием пакета прикладных программ Statistica 8.0 (StatSoft Inc., 
США). Все величины представлены как средняя арифметиче-
ская величина ± ошибка средней. Значимость различий сред-
них величин определяли с использованием средств анализа 
ANOVA. Значимыми считали различия при р<0,05.

Р е з у л ь т а ты  и с с л е д о в а н и я. Распре-
деление GAT1 в комплексе Бетцингера на раз-
ных сроках раннего постнатального развития 
у животных в контроле. У контрольных кры-
сят в комплексе Бетцингера на П5 в нейропиле 
присутствует сеть иммунопозитивных отростков, 
терминалей и гранул. На телах нейронов рас-
полагаются крупные иммунопозитивные гранулы 
(синаптические структуры), как одиночные, так 
и собранные в группы. Уровень GAT1 (значе-
ния D) в гранулах в 2,2 раза выше, чем в отрост-
ках (табл. 1). В комплексе Бетцингера могут при-
сутствовать 1–2 мелкие иммунопозитивные клет-
ки. На П10 в нейропиле в сети отростков и тер-
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миналей уровень GAT1 (значения D) в 2,3 раза, 
а в гранулах в 1,8 раза ниже, чем на предыду-
щем сроке (см. табл. 1). При этом в нейропи-
ле как на отростках, так и на телах нейронов, 
выявляется меньшее количество крупных гранул. 
На П20 уровень GAT1 (значения D) в нейропиле 
в отростках в 1,6 раза превосходит таковой на П10 
и сопоставим с таковым на П5 (см. табл. 1). 
Количество крупных иммунопозитивных гранул 
на телах нейронов и уровень GAT1 (значения D) 
в них возрастает по сравнению с таковым на П10 
и становится сопоставимым с уровнем их значе-
ний на П5 (см. табл. 1).

Распределение GAT-1 в комплексе Бетцингера 
на разных сроках постнатального развития 
животных при пренатальном дефиците серо-
тонина. У подопытных животных в комплек-
се Бетцингера в нейропиле иммунопозитивные 
отростки и терминали образуют более плот-
ную сеть, чем в контроле. Уровень GAT1 (значе-
ния D) как в нейропиле в отростках, так и в гра-
нулах (синаптических структурах) вдвое превы-
шает (р<0,05) таковой в контроле на этом сроке 
(табл. 2). На П10, подобно тому в контроле, 
в нейропиле в отростках и синаптических струк-
турах уровень GAT1 (значений D) снижается: 
в нейропиле в отростках и терминалях — в 1,5 
раза (р<0,05), а в синаптических структурах — 
в 1,2 раза (р<0,05) по сравнению с таковыми на П5 
(см. табл. 2). На П20 уровень GAT1 (значения D) 
практически не повышается и сопоставним с его 
значениями на предыдущем сроке развития (П10). 
Однако уровень GAT1 как в нейропиле в отрост-
ках, так и в синаптических структурах, оста-
ется выше, чем в контроле (р<0,05), в 1,9 и 1,3 
раза соответственно (см. табл. 2; рисунок, а, б).

Таблиц а  1

Изменение уровня GAT1 (значение оптической плотности D-продукта иммунной реакции) в комплексе Бетцингера 
на разных сроках постнатального развития крысят в контроле

Сроки развития/локализация
D (отн. ед.)

5-е сутки 10-е сутки 20-е сутки

Нейропиль (отростки нейронов) 0,074±0,007 0,032±0,011 0,050±0,004

Синаптические структуры 0,163±0,005 0,091±0,008 0,152±0,007

Иммуногистохимическая реакция на выявление GAT1-транспортера ГАМК в комплексе Бетцингера на 20-е постнаталь-
ные сутки в контроле (а) и у крыс, развивающихся на фоне пренатального дефицита серотонина (б); повышение уровня 
GAT1 у подопытных животных, увеличение плотности сети иммунопозитивных отростков, терминалей и синаптиче-
ских структур (длинные стрелки — сеть отростков в нейропиле; короткие стрелки — синаптические структуры, их скоп-
ления). Ув. 100

а

б
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Об с уж д е н и е  п о л у ч е н ны х  д а н ны х. 
Известно, что основной функцией транспорт-
ных белков при синаптической нейропередаче 
является обратный захват нейромедиаторов [9]. 
В настоящее время для ГАМК известны четыре 
класса транспортеров: GAT1, GAT2, GAT3 и GAT4 
(или BGT-1,betaine). Считается, что GAT1 и GAT3 
являются основными транспортерами, которые 
захватывают ГАМК, высвобождаемую при тор-
мозной передаче [8].

Проведенное исследование показало, что 
у контрольных животных в комплексе Бетцингера 
имеет место динамичное изменение уровня транс-
портера GAT1 в ранние сроки постнатального 
развития. Уже в неонатальный период (1-ю пост-
натальную неделю) отмечен достаточно высокий 
уровень GAT1 как в сети отростков и терминалей 
в нейропиле, так и в синаптических структурах. 
Во время 2-й недели жизни уровень GAT1 зна-
чительно снижается (вдвое), а к концу 3-й неде-
ли вновь возрастает и соответствует таковому 
на неонатальном сроке.

Данные предыдущих наших исследований 
показали, что в 1-ю неделю постнатального разви-
тия в комплексе Бетцингера выявляется высокий 
уровень ГАМК, на 2-й неделе он резко снижается, 
однако, к концу 3-й недели (к началу ювениль-
ного возраста, когда увеличивается активность 
поведенческих реакций) — вновь повышается 
[1]. Вероятно, на ранних сроках постнатального 
развития существует определенная координация 
в экспрессии ГАМК и ее транспортеров для под-
держания необходимого уровня нейротрансмитте-
ра в терминалях и синапсах.

Сведений в литературе о влиянии серото-
нина на структурную организацию комплекса 
Бетцингера, функциональную активность ГАМК-
ергической системы, в том числе транспорт-
ной системы нейротрансмиттера, крайне мало. 
Существует предположение, что недостаток серо-
тонина в эмбриогенезе может приводить к наруше-
нию процесса миграции предшественников ГАМК-
ергических нейронов, задержке дифференцировки 
нейронов комплекса Бетцингера и других форма-
ций мозга, экспрессии ГАМК, а также к измене-

нию формирования нейропиля и синаптогенеза 
[2].

Результаты настоящего исследования пока-
зали, что у животных, развивающихся на фоне 
пренатального дефицита серотонина, в комплексе 
Бетцингера на всех исследованных сроках про-
исходит значительное увеличение (почти вдвое) 
уровня GAT1 по сравнению с животными, разви-
вающимися в нормальных условиях.

Известно, что ГАМК может находиться как 
в синапсе, так и вне его границ из-за ее диффузии 
из синаптической щели в межклеточное простран-
ство. Этот процесс известен как «спилловер ней-
ротрансмиттера» [10, 11]. Часть нейромедиатора, 
вышедшая за пределы синапса, будет повышать 
внеклеточную концентрацию эндогенной ГАМК и, 
возможно, активировать внесинаптические рецеп-
торы [10, 14]. В связи с этим спилловер может рас-
сматриваться как процесс, активирующий обрат-
ный захват нейротрансмиттера из внеклеточного 
пространства [7, 13] и, следовательно, стимули-
рующий синтез транспортного белка. Более того, 
известно, что транспортеры ГАМК способны 
переносить нейротрансмиттер через мембрану 
в обоих направлениях: захватывать из внекле-
точного пространства внутрь клетки и, наобо-
рот, вновь его высвобождать [5], что, вероятно, 
также может повышать уровень транспортных 
белков. Существуют данные, подтверждающие 
эти предположения, которые показали, что уве-
личение экспрессии поверхностного транспорте-
ра GAT1 коррелирует с увеличением транспор-
та ГАМК [6].

Отмеченное в данном исследовании повыше-
ние уровня GAT1 в комплексе Бетцингера у под-
опытных животных, вероятно, можно объяснить 
наличием спилловера ГАМК, возможно, возник-
шим в результате изменения структуры синапсов, 
задержки процесса интернализации GAT1, нару-
шения экспрессии постсинаптических рецепторов, 
вызванных пренатальным дефицитом серотонина.

В литературе есть данные, демонстрирующие 
изменение уровня транспортера GAT1 в результа-
те нарушения внутриклеточных метаболических 
процессов (например фосфорилирования) [7, 8], 

Таблиц а  2

Изменение уровня GAT1 (значение оптической плотности D-продукта иммунной реакции) в комплексе Бетцингера 
на разных сроках постнатального развития крысят на фоне пренатального дефицита серотонина

Сроки развития/локализация
D (отн. ед.)

5-е сутки 10-е сутки 20-е сутки

Нейропиль (отростки нейронов) 0,123±0,009 * 0,078±0,004 * 0,100±0,010 *

Синаптические структуры 0,260±0,020 * 0,210±0,010 * 0,198±0,007 *

* р<0,05, различия значимы по сравнению с данными табл. 1.
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воздействия повреждающих факторов, таких как 
осмотический стресс, возникающий при высокой 
нейронной активности, а также при воздействии 
на мозг гипоксии/ишемии или травме. Более того, 
предполагают, что уровни транспортных бел-
ков могут быть регулируемыми [6], хотя механиз-
мы такой регуляции до конца неизвестны.

Заключени е. Следует отметить, что у крыс 
в комплексе Бетцингера в ранние сроки постна-
тального развития имеет место колебание уров-
ня транспортера GAT1. Достаточно высокий его 
уровень на 1-й неделе жизни снижается в тече-
ние 2-й и вновь повышается к концу 3-й недели 
(т. е. к началу ювенильного, детского возрас-
та). Пренатальный дефицит серотонина приво-
дит к существенному повышению уровня GAT1 
в этот период развития. Выявленное отклонение 
уровня GAT1 может вызывать изменение транс-
миссии ГАМК и, как результат, нарушение балан-
са тормозных и возбуждающих эффектов в дыха-
тельном ядре на ранних сроках постнатального 
развития. Полученные результаты расширяют 
возможности понимания механизмов регуляции 
уровня GAT1 при формировании дыхательных 
дисфункций во время раннего периода развития.
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DISTRIBUTION OF GABA TRANSPORTER 
(GAT1) LEVELS IN THE BÖTZINGER 
COMPLEX AT THE EARLY STAGES 
OF POSTNATAL DEVELOPMENT IN RATS 
WITH PRENATAL SEROTONIN DEFICIENCY

L. I. Khozhai

Objective — to study the distribution of GABA transporter 
1 (GAT1) levels in the Bötzinger complex at the early stages 
of postnatal development in rats with prenatal serotonin defi-
ciency.
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Material and methods. The work was carried out on Wistar 
line laboratory rats. To reduce the level of endogenous serotonin 
in the embryonic period, the method of tryptophan hydroxylase 
inhibition by para-chlorophenylalanine (PCPA) (Sigma, USA) 
was used. The GAT1 transport protein was detected by immu-
nohistochemical reaction with anti-GABA transporter1 primary 
rabbit polyclonal antibodies (AbCam, UK). The brain was exam-
ined on the 5th, 10th and 20th day of postnatal development.

Results. At the early stages of postnatal development, a fluc-
tuation in the GAT1 level of the GABA transporter was noted 
in the Bötzinger complex of control animals. In the first postnatal 
week, the GAT1 level was high both in the network of neuronal 
processes and terminals, and in synapses. During the 2nd week 
of life, the GAT1 level decreased, and by the end of the 3rd week 

it increased again, reaching the initial level. Deficiency of sero-
tonin in the prenatal period caused a significant increase in the 
level of GAT1 in the neuropil of the Bötzinger complex in experi-
mental animals at all studied stages of postnatal development.

Conclusions. Prenatal deficiency of serotonin leads to a sig-
nificant increase in the GAT1 level at the early stages of post-
natal development, which can lead to a change in the GABA 
transmission, and, as a result, to a disturbance in the balance 
of inhibitory and stimulatory effects in the respiratory nuclei.

Key words: GAT1-transporter, Bötzinger complex, serotonin, 
early postnatal development period
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