
Вве д е н и е. Ионы кальция являются универ-
сальным внутриклеточным посредником и играют 
ведущую роль в регуляции разнообразных ней-
рональных процессов [4, 10, 11]. К внутрикле-
точным кальций-связывающим белкам, наиболее 
распространенным в центральной и перифериче-
ской нервной системе различных видов живот-
ных, селективно экспрессирующимся в опреде-
ленных популяциях нейронов, относятся кальбин-
дин (КАБ) с массой 28 килодальтон, кальретинин 
(КАР) и парвальбумин (ПАВ) [2, 3, 6, 7, 9].

Клетки, содержащие КАБ, КАР и ПАВ, 
присутствуют во всех пластинках дорсального 
рога спинного мозга (СМ) [2–4, 7], но имеют-
ся уровневые различия в экспрессии кальций-
связывающих белков, в частности в большем 
количестве интернейронов с КАБ в пояснич-
ных сегментах взрослых самцов мышей [2], крыс 
[3], кошек [7] по сравнению с шейными (СVI–СVII) 
[3], верхними (ТII) [2] и средними (ТVI–ТVIII) [3] 
грудными, а также крестцовыми (SI–SIII) сег-
ментами СМ [7]. Гетерогенность серого веще-

ства СМ проявляется не только в рострокау-
дальном, но и в вентродорсальном направлении. 
Группы интернейронов, принимающих импульсы 
различной модальности [2, 4, 5, 8] и в соответ-
ствии с известным соматотопическим принципом 
проекции периферических афферентов к интер-
нейронам дорсального рога СМ, гистотопографи-
чески обособляются в пластинки. В современных 
исследованиях очень трудно выделить участие 
нейрональных субпопуляций, содержащих КАБ, 
КАР и ПАВ в каждой отдельной пластинке, что 
обусловлено объединением морфофункциональ-
ных характеристик интернейронов различных 
пластинок дорсального рога СМ: пластинки I–II 
[3, 4, 9], пластинки II–VI [7], пластинки III–VI 
[2, 3].

Таким образом, наряду с широко известными 
данными о механизмах, обеспечивающих низкую 
концентрацию ионов кальция в цитоплазме клет-
ки, до настоящего времени отсутствуют сведения 
об особенностях клеточного состава и морфоло-
гической характеристике субпопуляций КАБ-, 
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Результаты. Все субпопуляции ИР-интернейронов топографически выявлялись во всех пластинках дорсального рога СМ, 
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КАР- и ПАВ-содержащих интернейронов в пла-
стинках дорсального рога СМ.

Целью настоящей работы было проведе-
ние сравнительного анализа иммуногистохи-
мических и морфометрических характеристик 
интернейронов дорсального рога грудного отде-
ла СМ мышей, содержащих различные кальций-
связывающие белки.

Матери а л  и  ме т о ды. Работа выполнена на самках 
мышей C57BL/6 в возрасте 16 нед (n=4). Изучали локализа-
цию, морфометрическую и иммуногистохимическую харак-
теристики интернейронов в СМ. Линия мышей C57BL/6 
является универсальной экспериментальной моделью 
с подробно изученным фенотипом, широко используется 
во всех областях медико-биологических исследований [1]. 
Исследование проводили в соответствии с «Правилами про-
ведения работ с использованием экспериментальных живот-
ных». Мышей выводили из эксперимента под уретановым 
наркозом (3 г/кг, внутрибрюшинно) путем транскардиальной 
перфузии раствора стандартного фоcфатно-cолевого буфеpа 
(PBS; 0,01М, pH 7,4) (БиолоТ, Россия), затем 4 % pаcтвоpа 
паpафоpмальдегида (Sigma, США) на PBS. Извлекали ТIII–
ТV-сегменты СМ, которые дополнительно фиксировали 
в течение 2 ч в 4 % растворе параформальдегида на PBS 
при 4 ºС. После этого промывали трехкратно в растворе 
PBS в течение 30 мин и оставляли в 30 % растворе сахарозы 
на 24 ч при 4 ºС. Из выделенных сегментов СМ на криостате 
Shandon E (Thermo Scientific, Великобритания) готовили 
поперечные серийные срезы толщиной 14 мкм. Выявление 
интернейронов, cодержащих кальций-связывающие белки, 
проводили с использованием меченых антител: первичные 
антитела (Abcam, Великобритания) — поликлональные кро-
личьи против КАБ — разведение 1:500; против КАР — раз-
ведение 1:100; против ПАВ — разведение 1:300; вторичные 
ослиные антитела (Jackson ImmunoResearch Laboratories, 
США) против кроличьего иммуноглобулина G, конъюгиро-
ванные с флюоресцеин-изотиоцианатом — FITC (разведе-
ние 1:100), флюоресцирующим в зеленой области спектра. 
Окраску клеток всей популяции интернейронов проводили 
красителем, флюоресцирующим в красной области спектра, 
NeuroTrace Red Fluorescent Nissl Stains (Molecular Probes, 
США) — разведение 1:200. После этого срезы отмывали 
в PBS и заключали в среду для иммунофлюоресценции 

VectaShield (Vector Laboratories, США). Для исключения 
неспецифической реакции часть срезов инкубировали без 
первичных и(или) вторичных антител.
Препараты просматривали в микроскопе Олимпус BX43 

(Olympus Corporation, Япония), оснащенном набором 
флюоресцентных фильтров-блоков. Изображения полу-
чали посредством охлаждаемой цифровой видеокамеры 
TСC- 5.0ICE (Tucsen, Китай). Для выявления интернейронов 
использовали каждый пятый срез — всего 15 срезов с каж-
дого образца. На срезах (объектив 10×0,30) изучали топогра-
фию ИР-интернейронов дорсального рога СМ, устанавливая 
их положение в пластинках СМ, конфигурация которых 
соответствовала верхним грудным сегментам [12]. На срезах 
(объектив 20×0,50) проводили подсчет всех интернейро-
нов и интернейронов, содержащих исследуемые кальций-
связывающие белки в пластинках СМ, и с помощью про-
граммы Image J (NIH, США) измеряли их площадь сечения 
(ПС). Долю ИР-интернейронов определяли как их отношение 
к общему количеству интернейронов, выявленных в пластин-
ках с использованием NeuroTrace Red, которое принимали 
за 100 %. Анализу подлежали интернейроны, срез которых 
прошел через ядро с видимым ядрышком и флюоресцен-
цией, превышающей фоновое свечение. Математическую 
обработку данных проводили с использованием пакета при-
кладных программ Statistica 10.0 (StatSoft, Inc., 2011). Все 
величины представлены как средняя арифметическая вели-
чина ± ошибка средней. Учитывая количественные различия 
выборок, значимость различий средних величин определяли 
по методикам ANOVA и критерию Тьюки Рost-hoc-анализа. 
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. Со глас-
но табл. 1, наибольшее количество интерней-
ронов, выявленных флюорецентным методом 
Ниссля (NeuroTrace Red), располагается в пла-
стинке II дорсального рога СМ, а наименьшее — 
в области медиального края (ОМК) — область 
расположения части пластинки IV. Это топогра-
фически соответствует медиальному краю шейки 
и основания дорсального рога СМ, включая 
и область дорсальной серой спайки спинномозго-
вого поля X (пластинка X).

ИР-интернейроны выявлены во всех пла-
стинках дорсального рога СМ (рисунок). 

Таблиц а  1

Абсолютное содержание интернейронов (NeuroTrace Red) и субпопуляций иммунореактивных к кальбиндину, 
кальретинину, парвальбумину интернейронов в дорсальном роге верхних грудных сегментов спинного мозга мыши 

(x–±sx–)

Область дорсального рога 
спинного мозга

NeuroTrace Red Кальбиндин Кальретинин Парвальбумин

Пластинка I 47,0±1,1 * 12,7±0,6 * 2,4±0,2 * Не выявлено

Пластинка II 125±3 * 36,3±0,9 * 26,9±1,0 * 1,5±0,2

Пластинки III 52,7±0,9 * 6,0±0,2 * 0,8±0,3 0,9±0,2 *

Пластинки IV 33,2±0,5 * 2,4±0,4 * 0,6±0,2 * 1,9±0,2

Пластинка V 33,9±0,6 * 3,7±0,2 * 0,9±0,3 2,1±0,2 *

Медиальный край 13,8±0,3 * 1,3±0,1 * 0,1±0,1 * 0,2±0,1 *

* p<0,05, различия значимы между пластинками.
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Интернейронов, содержащих ПАВ, не обнару-
жено только в пластинке I (см. рисунок, в). 
ИР-интернейроны характеризовались яркой 
флюоресценцией нейроплазмы, проксималь-
ных отделов нервных волокон и отсутствием 
флюоресценции в ядре. Интенсивность свече-
ния была одинаковой во всех ИР-интернейронах. 
В каждой из пластинок относительное содержа-
ние ИР-интернейронов в зависимости от экспрес-
сии исследуемого белка составляло: для КАБ — 
в I — 27,0 %, во II — 29,0 %, в III — 11,4 %, 
в IV — 7,2 %, в V — 10,9 %, в ОМК — 9,4 %; для 
КАР — в I — 5,1 %, во II — 21,5 %, в III — 1,5 %, 
в IV — 1,8 %, в V — 2,7 %, в ОМК — 0,7 %; для 
ПАВ — во II — 1,2 %, в III — 1,7 %, в IV — 5,7 %, 
в V — 6,2 %, в ОМК — 1,4 %.

В пластинках I и II располагались ИР-интер-
нейроны, которые имели округлую и веретено-
видную форму, свечение в которых было выяв-
лено лишь в клеточных телах (см. рисунок, а–в). 
В пластинках III и IV выявлены ИР-интерней роны, 

имевшие только веретеновидную форму с флюо-
ресценцией, локализованной как в телах клеток, 
так и в их отростках. ИР-отростки интернейронов 
пластинок III и IV распространялись в вентраль-
ном направлении к пластинке II и вентромедиаль-
ном направлении к пластинке X. Длина их была 
одинаковой, не превышала 10 мкм. В пластин-
ке V выявлены ИР-интернейроны треугольной 
и веретеновидной формы, расположенные парал-
лельно дорсовентральной оси, флюоресцирующие 
отростки которых длиной до 30 мкм распростра-
нялись в дорсовентромедиальном направлении. 
В ОМК дорсального рога СМ ИР-интернейроны 
характеризовались округлой и веретеновид-
ной формой и флюоресцирующими отрост-
ками длиной до 35 мкм, ориентированными 
в дорсомедиальном направлении. Топографически 
ИР-интернейроны локализовались и в области 
дорсальной спайки спинномозгового поля X вбли-
зи с границей белого вещества и были представле-
ны одиночными округлыми или веретеновидными 
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клетками, клеточные тела которых располага-
лись поперечно, а их отростки распространялись 
по направлению к дорсальному рогу, прослежи-
ваясь в области его медиального края (см. рису-
нок, г).

При анализе средней площади сечения 
ИР-интернейронов обнаружено, что в дорсаль-
ном роге СМ размеры клеток находятся в преде-
лах от 37,2 до 175 мкм2 (табл. 2). При этом 
в субпопуляциях самыми крупными являлись 
интернейроны пластинки V — иммунореак-
тивные ко всем кальций-связывающим белкам 
и ОМК — им мунореактивные к ПАВ (ПС пре-
вышала 100 мкм2), а самыми мелкими — интер-
нейроны пластинки I — ИР к КАБ, пластинок 
I и II — ИР к КАР, пластинки II — ИР к ПАВ. 
При этом размеры клеток были максимальными 
в субпопуляции ИР-интернейронов к КАР в пла-
стинках I и III, к КАБ — в пластинках II, IV и V, 
а к ПАВ — в ОМК.

Об с уж д е н и е  п о л у ч е н ны х  д а н ны х. 
Результаты проведенного исследования показали, 
что во всех пластинках дорсального рога верх-
них грудных сегментов СМ мыши выявляют-
ся субпопуляции интернейронов, которые содер-
жат КАБ, КАР и ПАВ, за исключением пластин-
ки I, где ПАВ-интернейроны отсутствуют.

Относительное содержание ИР-интер ней ро-
нов максимально в пластинках I и II дорсального 
рога СМ для субпопуляции клеток, содер жа щих 
КАБ (более 25 %), и только в пластинке II — 
содержащих КАР (более 20 %). Во всех остальных 
пластинках содержание ИР-субпопуляций интер-
нейронов не превышает 11 % для КАБ, 3 % — для 
КАР и 6 % — для ПАР. По данным других иссле-
дований, количественное распределение субпопу-
ляций кальций-связывающих белков в дорсальном 
роге СМ является преобладающим для КАБ [2, 4, 

6, 7, 9] и КАР [3] и немногочисленным для ПАВ 
[3, 4] в поверхностной области дорсального рога 
(ПОДР), объединяющей пластинки I–II. В то же 
время, в нашей работе у самок мышей в пластин-
ке I ПАВ-интернейроны не выявлены, а коли-
чественное распределение КАР-интернейронов 
не превышает 5 %.

Распределение субпопуляции ПАВ-интер-
нейронов в пластинках IV и V ИР-клеток ока-
залось большим, чем в других пластинках дор-
сального рога СМ. Это может быть обуслов-
лено преимущественной выявляемостью ПАВ 
в нейронах дорсального ядра СМ и высоким 
уровнем экспрессии этого белка, определяемо-
го методом вестерн-блоттинга, непосредственно 
в грудных сегментах СМ [3]. Возможно, большая 
выявляемость ПАВ в интернейронах пластинок 
IV и V по сравнению с другими пластинками опре-
деляется и его преимущественной экспрессией 
в тормозных интернейронах серого вещества СМ, 
содержащих ГАМК/глицин [11].

Самой малочисленной ИР-субпопуляцией ока-
зались интернейроны, содержащие КАР в плас-
тинках III, IV, V и ОМК и содержащие ПАВ — 
в пластинке III и ОМК.

Особое внимание уделяют ОМК дорсального 
рога из-за преобладания клеточной плотности 
интернейронов в медиальной трети дорсального 
рога по сравнению со срединной и латеральной 
частями [9]. Именно здесь и локализуются пре-
моторные интернейроны [5], содержащие КАБ 
[2, 7]. В то же время, нейроны ОМК дорсального 
рога, экспрессирующие нейрональные кальций-
связывающие белки (NECAB 1/2), участвуют 
в формировании дорсальной комиссуральной 
области СМ, нейроны которой соединяют пра-
вый и левый дорсальные рога [11]. Как видно 
из полученных нами данных, в ОМК выявляются 

Таблиц а  2

Площадь сечения иммунореактивных к кальбиндину, кальретинину, парвальбумину интернейронов 
в дорсальном роге верхних грудных сегментов спинного мозга мыши (x–±sx–, мкм2)

Область дорсального рога 
спинного мозга

Кальбиндин Кальретинин Парвальбумин

Пластинка I 48,9±2,4 * 55,6±6,0 не выявлено

Пластинка II 65,8±2,5 54,9±1,5 ** 37,2±1,3 **

Пластинки III 65,9±3,0 79,2±4,1 ** 56,3±3,0 **

Пластинки IV 95,1±5,7 * 83,5±6,1 78,9±3,7 **

Пластинка V 175±10 * 127±13 *, ** 103,7±9,1 **

Медиальный край 85,3±6,1 93,8±4,5 119±35 *, **

  * p<0,05, различия значимы внутри сегментов.

** p<0,05, различия значимы по сравнению с кальбиндином.
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ИР-интернейроны, содержащие все исследуемые 
кальций-связывающие белки, но содержание суб-
популяции КАБ-интернейронов преобладает.

Субпопуляции ИР-интернейронов отличают-
ся по своим морфометрическим характеристикам 
и, как видно из табл. 2, представлены нейро-
нами различных размеров — от очень мелких 
до крупных. Но несмотря на значительную вариа-
бельность показателя, средние размеры оказа-
лись больше у интернейронов, содержащих КАБ 
в пластинках II, IV и V, КАР — в пластинках I 
и III, ПАВ — в ОМК. Меньшие размеры имели 
интернейроны, содержащие ПАВ, которые рас-
положены в пластинках II, III, IV и V. В преды-
дущих исследованиях ПАВ выявляли в более 
крупных интернейронах дорсального рога СМ 
на поясничном уровне [3], а КАБ и КАР — в пла-
стинках глубокой области дорсального рога, объ-
единяющей III–V пластинки грудных сегментов 
у взрослых крыс [2, 3].

Заключени е. Топографически можно выде-
лить четыре области расположения суб популяций 
ИР-интернейронов, содержащих исследуемые 
кальций-связывающие белки, с характерны-
ми для каждой формами клеток: поверхностная 
область — пластинки I и II; глубокая область — 
пластинки III и IV, пластинка V, область меди-
ального края. Количественные и морфометри-
ческие характеристики каждой субпопуляции 
ИР-интернейронов различны для каждой пластин-
ки дорсального рога СМ.
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SUBPOPULATIONS OF CALBINDIN-, 
CALRETININ- AND PARVALBUMIN-
IMMUNOREACTIVE INTERNEURONS 
OF THE DORSAL HORN OF THE SPINAL CORD 
OF FEMALE C57BL/6 MICE

V. V. Porseva 1, A. I. Emanuilov 2, P. M. Masliukov 3

Objective — to make a comparative analysis of interneurons 
subpopulations that contain calbindin (CAB), calretinin (CAR) 
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and parvalbumin (PAV) in the dorsal horn of the TIII–TV seg-
ments of the spinal cord (SC).

Material and methods. Immunoreactive (IR) interneurons 
in 16-week-old female C57BL/6 mice were studied using immu-
nohistochemical methods.

Results. All subpopulations of IR interneurons were located 
in all laminae of the dorsal horn of the SC; however, inter-
neurons IR to PAV were not detected in plate I. The relative 
content of CAB interneurons was greatest in laminae I (27 %) 
and II (29 %), CAR interneurons — in lamina II (21,5 %), PAV 
interneurons — in laminae IV (5,7 %) and V (6,2 %). In addition, 
a subpopulation of PAV interneurons in plates II, III and in the 
region of the dorsal horn medial border (MB) was represented 
by a small group of cells, in contrast with other calcium-binding 
proteins. The same was true for CAR interneurons in plates III, 

IV, V and MB. The quantitative distribution of the subpopulation 
of calbindin-containing interneurons prevailed in all laminae 
of the dorsal horn of SC. The differences in cell sizes in the 
mentioned subpopulations of IR interneurons were statistically 
significant, with CAB and CAR interneurons being larger and 
PAV interneurons — smaller.

Conclusions. In the dorsal horn of the SC, various subpopula-
tions of interneurons immunoreactive to calbindin, calretinin, 
and parvalbumin were identified, and the subpopulations were 
specific in each lamina.

Key words: interneuron, dorsal horn, spinal cord, immuno-
histochemistry
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МОРФОЛОГИЧЕСКОЕ ОБОСНОВАНИЕ ВОЗМОЖНОСТИ СОЗДАНИЯ 
БИЛАТЕРАЛЬНОЙ МОДЕЛИ ИШЕМИИ—РЕПЕРФУЗИИ
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Цель — выявить и изучить степень выраженности морфологических изменений структур коркового и мозгового вещества 
почки на фоне смоделированной билатеральной модели ишемии—реперфузии.
Материал и методы. Эксперименты проведены на 50 крысах-самцах линии Вистар массой 180–220 г. Моделирование била-
теральной модели ишемии—реперфузии проводилось путем наложения атравматичных зажимов на обе почечные ножки 
на 40 мин. Через 24 или 72 ч реперфузии проводили оценку выраженности структурных изменений в корковом и мозговом 
веществе почки с использованием гистологических и морфометрических методик. Измеряли высоту эпителиоцитов в прок-
симальном и дистальном извитых канальцах нефрона, площадь поперечного сечения почечного тельца, клубочка и капсу-
лярного пространства.
Результаты. Полученные морфологические изменения в виде нарушения структурности эпителия как в корковом, так 
и в мозговом веществе почки на 1-е сутки эксперимента имеют тенденцию к увеличению степени их выраженности. 
К 3-м суткам эксперимента наиболее выраженные реактивно-деструктивные изменения визуализируются в реабсорбционно-
секреторных отделах нефрона, которые проявляются в виде снижения высоты эпителиоцитов проксимальных и дистальных 
канальцев, отслоением их от базальной мембраны и слущиванием. Усугубление схожей морфологической картины проис-
ходило в собирательных трубках, в просветах которых определялись конгломераты из отслоившихся от базальной мембра-
ны погибших клеток эпителия. Выявленные реактивно-деструктивные изменения в почках морфологически обосновывают 
адекватность создания модели ишемии—реперфузии.
Выводы. 40-минутная билатеральная ишемия почек с последующей реперфузией в течение 1–3 сут приводит к выражен-
ным структурным изменениям в почках, что соответствует характеристике острого почечного повреждения.

Ключевые слова: почки крысы, ишемия—реперфузия, острое почечное повреждение


