
Вве д е н и е. Гипоталамус — филогенетиче-
ски старый отдел промежуточного мозга, кото-
рый играет важную роль в поддержании постоян-
ства внутренней среды и обеспечении интеграции 
функций автономной, эндокринной, соматиче-
ской систем. Есть предположение об участии гипо-
таламуса в механизмах старения, при этом важ-
ная роль отводится вентромедиальному (ВМЯ) 
и дорсомедиальному (ДМЯ) ядрам гипоталамуса 
[12, 14]. ВМЯ и ДМЯ участвуют в регуляции тро-
фики и поддержании энергетического гомеостаза, 
а также в контроле периферических циркади-
анных ритмов [11]. К числу важнейших ядер 
промежуточной гипоталамической области, уча-
ствующих в поддержании гомеостаза, относится 
и дугообразное ядро (ДЯ) [12].

В процессе возрастного развития изменяются 
цитохимические характеристики нейронов цент-
ральной и периферической нервной системы. 
В частности, происходят изменения содержания 
кальций-связывающих белков кальбиндина (КБ) 
и кальретинина (КР), нейропептидов, в том числе 

нейропептида Y (НПY), а также синтазы окси-
да азота (nNOS) [1, 8]. При старении проис-
ходят изменения экспрессии различных гипота-
ламических нейротрансмиттеров и гормонов [7]. 
Имеются сравнительно мало данных относитель-
но нейрохимических особенностей гипоталамиче-
ских нейронов при старении.

Цель исследования — выявление изменений 
иммуногистохимических характеристик нейро-
нов дугообразного, вентромедиального и дорсоме-
диального ядер гипоталамуса у крыс при старении.

Матери а л  и  ме т о ды. Работа выполнена на крысах-
самцах линии Вистар в возрасте 3–4 мес и 24–30 мес 
(по 5 животных в каждой группе). Исследование проводилось 
с соблюдением «Правил проведения работ с использованием 
экспериментальных животных» (приказ № 775 от 12.08.1977 г. 
МЗ СССР). На проведение исследования получено разреше-
ние этического комитета Ярославского государственного 
медицинского университета (№ 29 от 21.02.2019 г.). После 
введения летальной дозы уретана (3 г/кг внутрибрюшинно) 
животных перфузировали транскардиально раствором стан-
дартного фоcфатно-cолевого буфеpа (PBS, 0,01М, pH 7,4) 
(БиолоТ, Россия), затем 4 % pаcтвоpом паpафоpмальдегида 
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(Sigma, США) на PBS. После перфузии головной мозг извле-
кали и иссекали участок гипоталамуса, содержащий ДЯ, 
ВМЯ и ДМЯ согласно координатам атласа мозга крыс [10], 
после чего помещали в ту же фиксирующую смесь, в кото-
рой производили перфузию, на 1–2 ч. Серии срезов толщиной 
12 мкм изготовляли на криостате. Для выявления нейронов, 
содержащих nNOS, использовали первичные антитела козы 
(Abcam, США) в разведении 1:300. Для идентификации КБ, 
КР и НПY применяли антитела кролика (Abcam, США) 
в разведении 1:500, 1:100 и 1:500 соответственно. Вторичные 
антитела осла против козы или кролика были конъюгирова-
ны с флюорохромом флюоресцеин-изотиоцианатом (FITC, 
Jackson Immunoresearch, США) в разведении 1:100, дающим 
зеленую флюоресценцию. Негативный контроль проводили 
с отсутствием первичных или вторичных антител. Для рас-
чета доли иммунопозитивных нейронов производили мечение 
всей нейронной популяции красителем Neuro Trace Red, 
(Molecular Probes, США) в разведении 1:500, который явля-
ется селективным красителем вещества Ниссля с красной 
флюоресценцией.
Анализ препаратов проводили на флюоресцентном микро-

скопе Olympus BX43 (Токио, Япония) с соответствующим 
набором светофильтров и охлаждаемой цифровой CCD-
камерой Tucsen TCC 6.1ICE c программным обеспечением 
ISCapture 3.6 (Китай). Для анализа размеров и относитель-
ного содержания иммунопозитивных нейронов на цифро-
вых изображениях гистологических препаратов использо-
вали программу Image J (NIH, США, http://rsb.info.nih.gov/
ij/). Долю иммунопозитивных нейронов определяли как их 
отношение к общему числу нейронов, которое принимали 
за 100 %. Анализу подлежали нервные клетки, срез кото-
рых прошел через ядро. Для определения площади сечения 
нейронов в случайном порядке брали 100 нейронов, имму-
нопозитивных к каждому из исследованных маркеров в каж-
дой возрастной группе. Проводили количественную оценку 
интенсивности флюоресценции, она определялась в услов-
ных единицах яркости от черного (0) до белого цвета (255) 
также при помощи программы ImageJ.
Математическая обработка данных проведена с исполь-

зованием пакета прикладных программ Sigma Plot (StatSoft, 
USA). Все величины представлены как средняя арифметиче-
ская ± ошибка среднего (М±m). Значимость различий сред-

них величин определяли по методикам ANOVA, критериям 
Вилкоксона и Манна—Уитни. Значимыми считали различия 
при р<0,05.

Ре з у л ь т а ты  и с с л е д о в а н и я. Результаты 
показали, что КБ, КР, nNOS и НПY выявляются 
у молодых и старых животных, однако иммуноре-
активность к вышеуказанным маркерам различа-
ется у молодых и старых крыс.

Кальбиндин-иммунопозитивные (КБ-ИП) 
нейроны обладали интенсивной флюоресценцией 
в ДЯ и ДМЯ (рис. 1, таблица).

Интенсивность иммунофлюоресценции к КБ 
у нейронов в ВМЯ была ниже (p<0,001). В ДЯ 
и ВМЯ не наблюдалось различий по процентно-
му содержанию КБ-ИП-нейронов между молоды-
ми и старыми крысами (рис. 2).

В ДМЯ процентное содержание КБ-ИП-
нейронов уменьшалось у старых животных 
(p<0,001). Интенсивность иммунофлюоресценции 
КБ-ИП-нейронов во всех трех ядрах при старении 
не менялась (см. таблицу).

Кальретинин (КР) не обнаруживался в ДЯ 
в обеих группах. Интенсивно флюоресцентные 
КР-ИП-нейроны выявлялись в ДМЯ и ВМЯ. 
При старении в ДМЯ и ВМЯ относительное содер-
жание КР-ИП-нейронов значимо увеличивалось 
(см. рис. 2). Степень иммунофлюоресценции 
КР-ИП-нейронов в ДМЯ и ВМЯ при старении 
не изменялась (см. таблицу). У молодых живот-
ных nNOS не определялась в ДЯ, а в ДМЯ 
и ВМЯ выявлялись nNOS-ИП-нейроны со слабой 
иммунофлюоресценцией. Содержание nNOS-ИП 
у 3-месячных крыс в ДМЯ составляло 41±3,2 %, 
в ВМЯ — 58±7,4 %. У старых животных коли-
чество nNOS-ИП-нейронов и степень иммуно-
флюоресценции к nNOS увеличивались во всех 
исследуемых ядрах. При этом у старых крыс появ-
лялись в большом количестве nNOS-ИП-нейроны 
в ДЯ (86±4,5 %), в ДМЯ и ВМЯ все нейроны 
(100 %) приобретали ИП к nNOS.

Интенсивно флюоресцирующие НПY-ИП-
волокна выявлялись в ДЯ у молодых и старых крыс, 
при этом степени иммунофлюоресценции (77±5,1 
и 71±3,9 соответственно) ИП-волокон между воз-
растными группами были одинаковы. У молодых 
крыс выявлялась плотная сеть интенсивно флюо-
ресцирующих НПY-ИП-волокон в ДМЯ (47±2,3), 
в ВМЯ степень флюоресценции НПY-ИП-волокон 
была существенно меньше (15±0,9). При старении 
наблюдались обратные изменения распределения 
НПY-ИП-волокон в ДМЯ и ВМЯ. У старых крыс 
иммунофлюоресценция к НПY значительно уве-
личивалась в ВМЯ (61±3,7) и существенно  сни-
жалась в ДМЯ (23±1,8).

Интенсивность иммунофлюоресценции нейронов, 
иммунопозитивных к кальбиндину (КБ), 

кальретинину (КР) и нейрональной синтазе 
оксида азота (nNOS), в вентромедиальном (ВМЯ), 
дорсомедиальном (ДМЯ) и дугоообразном (ДЯ) 

ядрах гипоталамуса крыс

Иммуно-
мечение

Возраст, 
мес

ДЯ ДМЯ ВМЯ

КБ 3–4 47±2,8 43±1,3 18±1,2**

24–30 49±2,3 38±1,4 16±1,5**

КР 3–4 – 39±2,4 40±2,1

24–30 – 37±2,8 38±1,6

nNOS 3–4 – 18±1,4 18±1,4

24–30 27±2,1 34±2,4* 38±2,5*

* Различия значимы по сравнению с молодыми животными при 
p<0,001; ** различия значимы по сравнению с ДЯ и ДМЯ при 
p<0,001.
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Средняя площадь сечения ИП-нейронов 
в ДЯ, ДМЯ и ВМЯ варьировала от 119±9,6 
до 137±8,2 мкм2 у крыс обеих групп. Нейроны 
различных ядер, ИП к различным маркерам, 
не отличались по этому показателю.

Об с уж д е н и е  п о л у ч е н ны х  д а н ны х. 
К одной из наиболее известных и глубоко раз-
работанных концепций в геронтологии следует 
отнести элевационную теорию старения, придаю-
щую ключевое значение возрастному повышению 

Рис. 1.  Иммуногистохимическая реакция к кальбиндину (а, б), нейрональной синтазе оксида азота (в, г), нейропептиду Y в дор-
сомедиальном ядре (а–г) и группе ядер гипоталамуса (д, е) молодых (а, в, д) и старых крыс (б, г, е).

Двойное флюоресцентное иммуномечение: кальбиндин, нейрональная синтаза оксида азота, нейропептид Y (зеленый, FITC) и Neuro 
Trace Red (красный). ВМЯ — вентромедиальное ядро; ДМЯ — дорсомедиальное ядро; ДЯ — дугообразное ядро

а

в

д

б

г

е



42

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ Морфология. 2019

порога чувствительности гипоталамуса к гомео-
статическим сигналам [6]. ВМЯ и ДМЯ гипотала-
муса, ответственные за регуляцию обмена веществ 
и энергии в организме, предположительно играют 
важную роль и в процессах старения [4].

Среди факторов, регулирующих разви-
тие синапсов и их пластичность, большое значе-
ние имеет поддержание определенной концент-
рации ионов кальция. КБ и КР играют роль 
кальциевых сенсоров и участвуют в поддержании 
уровня кальция в клетках [13]. В литературе 
имеются данные о возрастном снижении экс-
прессии КБ и КР в коре больших полушарий 
у грызунов, что делает клетки более чувствитель-
ными к изменениям концентрации ионов кальция 
[2]. Избыточный кальциевый ток, направленный 
внутрь нейронов, своеобразная перегрузка нейро-
нов кальцием в настоящее время рассматриваются 
как важные механизмы старения мозга, в част-
ности, дегенерации нейронов и развития возраст-
зависимой патологии [9].

Экспрессия фермента синтеза NO — нейро-
нальной синтазы оксида азота (nNOS) в значи-
тельной степени ограничивается областями гипо-
таламуса, которые участвуют в контроле таких 
функций организма, как энергетический баланс 
и размножение [3]. Данные настоящего иссле-
дования свидетельствуют, что при старении 
иммуно флюоресценция к nNOS увеличивалась 
в ДЯ, ДМЯ и ВМЯ, что соответствует ранее 

полученным данным о возрастании экспрессии 
nNOS в преоптической области, супраоптическом 
и паравентрикулярном ядрах, а также в ДЯ у ста-
рых крыс [6].

Согласно литературным данным, в ДЯ с воз-
растом снижается содержание проопиомелано-
кортина и НПY [7]. Мы обнаружили, что при ста-
рении наблюдается увеличение плотности НПY-
ИП-волокон в ВМЯ и снижение в ДМЯ.

Заключени е. Таким образом, при старении 
изменяется нейрохимический состав исследован-
ных ядер гипоталамуса. При этом уменьшается 
процент КБ-ИП-, увеличивается доля КР-ИП- 
и nNOS-ИП-нейронов, изменяется плотность 
НПY-содержащих волокон в ВМЯ и ДМЯ.

Источник финансирования. Исследование выполнено 
за счет гранта Российского научного фонда (проект 
№ 19-15-00039).
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CHANGES OF THE IMMUNOHISTOCHEMICAL 
CHARACTERISTICS OF NEURONS 
OF THE MIDDLE GROUP 
OF THE HYPOTHALAMIC NUCLEI 
DURING AGING

V. V. Porseva 1, M. B. Korzina 2, A. A. Spirichev 2, 
P. A. Vyshnyakova 2, D. A. Aryaeva 2, A. D. Nozdrachev 3, 
P. M. Masliukov 2

The aim of the study — to identify differences in the immu-
nohistochemical characteristics of the neurons of the arcuate 
(ARС), ventromedial (VMH) and dorsomedial (DMH) hypo-
thalamus between young and old rats.

Material and methods. The work was performed on male 
Wistar rats aged 3–4 months and 2–2,5 years using immunohis-
tochemical methods.

Results. In DMH, the percentage of calbindin (CB)-
immunoreactive (IR) of neurons is significantly reduced, and the 
percentage of calretinin (CR)-IR of neurons increases in DMH 
and VMH during aging. In old animals, the number of neuro-
nal nitric oxide synthase (nNOS)-IR neurons and the degree 
of immunofluorescence to nNOS increased in all studied nuclei. 
In old rats, there is an increase in the density of neuropeptide 
Y-IR fibers in the VMH and a decrease in the DMH.

Conclusions. The neurochemical composition of the nuclei 
of the middle group (mainly DMH and VMH) of the hypothala-
mus changes during aging.

Key words: hypothalamus, middle group of nuclei, aging, 
immunohistochemistry
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