
Возникающее в условиях микрогравитации 
снижение экстеро- и проприоцептивной афферен-
тации, прямые морфологические и цитохимиче-
ские доказательства которой обнаруживаются у 
животных после космических полетов [6], приво-
дит к частичной или полной сенсорной деприва-
ции двигательной функции и нарушению трофики 
скелетной мускулатуры. Разные в функциональ-
ном и топографическом отношениях мотонейроны 
и, соответственно, иннервируемые ими мышцы, 
неодинаково отвечают на воздействие факторов 
космического полета [13]. При этом микрограви-
тация вызывает в нейронах спинного мозга (СМ) 
комплекс морфологических и цитохимических 
изменений [8, 10, 13, 14], связанных с процессами 
адаптации. Тем не менее, направленность измене-
ний мотонейронов после космического полета до 
настоящего времени не изучена.

Цель настоящей работы — исследование 
мотонейронов грудного отдела СМ у мышей, 
находившихся в 30-суточном космическом полете 
на биоспутнике «Бион-М1».

Матери а л  и  ме т о ды .  Исследование проведено на сам-
цах мышей C57/BL6. Животные полетной группы (n=3) нахо-

дились в условиях микрогравитации в 30-суточном космиче-
ском полете биоспутника «БИОН-М1», а контрольная группа 
мышей (n=3) в то же время — в наземных условиях вивария. 
По завершении эксперимента [2] животные были подвергну-
ты эвтаназии методом цервикальной дислокации. Материал 
брали через 12 ч с момента посадки спутника на Землю. 
Эксперименты были выполнены в соответствии с решением 
Комиссии по биомедицинской этике ГНЦ РФ-ИМБП РАН 
(протокол № 319 от 04.04.2013 г.), одобряющем проведение 
исследования по проекту «БИОН-М» № 1.
Для исследования использованы Т

III
–Т

V
 сегменты СМ, 

которые фиксировали в 4% растворе параформальдегида на 
фосфатно-солевом буфере (PBS, 0,01 М, pH 7,4), криопро-
текцию проводили в 30% растворе сахарозы. Из образцов СМ 
в криостате Shandon E (Thermo Scientific, Великобритания) 
готовили поперечные серийные срезы толщиной 14 мкм. Для 
выявления нейронов использовали каждый 5-й из серийных 
срезов — всего 15 срезов с каждого объекта.
Иммунореактивные (ИР) нейроны определяли, исполь-

зуя антитела к белкам: холинацетилтрансфераза (ХАТ), 
белок нейрофиламентов 200 килодальтон (НФ), кальбиндин 
28 килодальтон (КАБ), нейрональная NO-синтаза (nNOS), 
каспаза-3, Кi-67. Эти белки выявляли иммуногистохими-
ческим (ИГХ) методом мечения антителами [7]: первичные 
антитела (Abcam, Великобритания); вторичные ослиные 
антитела к иммуноглобулинам первичных антител (Jackson 
ImmunoResearch Laboratories, США) конъюгированы с 
флюоресцеин-изотиоцианатом (FITC), разведение 1:100. При 
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выявлении белка НФ для предотвращения неспецифического 
окрашивания перед применением первичных антител (клон 
№ 52, ab82259 Abcam, Великобритания) использовали преин-
кубацию в течение 1 ч с Fab-фрагментом неконъю гированных 
ослиных антител к белкам мыши (Jackson Immunoresearch, 
США, разведение 10 мг/мл). Контроль без вторичных анти-
тел использовали для исключения неспецифической флюо-
ресценции.
Выявление всей популяции нейронов по Нисслю проводили 

с красителями, флюоресцирующими в красной области спек-
тра (NeuroTrace Red Fluorescent Nissl Stains, Molecular Probes, 
США), разведение 1:200. Флюоресцентный метод опреде-
ления нейронов служил для идентификации ИР-клеток в 
популяции мотонейронов. После этого срезы отмывали в PBS 
и заключали в среду для иммунофлюоресценции VectaShield 
(Vector Laboratories, США). Для исключения неспецифи-
ческой реакции часть срезов инкубировали без первичных 
или вторичных антител. Колокализацию белков в нейронах 
выявляли методом двойной метки, при котором вторичные 
антитела конъюгировали первично с FITC, вторично — с 
индокарбоцианином — Cy3 в разведениях 1:100 в следую-
щих комбинациях антигенов: ХАТ–НФ, КАБ–ХАТ, КАБ–
НФ, nNOS–ХАТ, nNOS–КАБ, nNOS–каспаза-3. Препараты 
анализировали под микроскопом Олимпус BX43 (Olympus 
Corporation, Япония), оснащенном набором флюоресцент-
ных фильтров-блоков. Изображения получали посредством 
охлаждаемой цифровой видеокамеры TСC-5.0ICE (Tucsen, 
Китай). На срезах под объективом 10х/0.30 изучали топо-
графию нейронов серого вещества вентрального рога СМ, 
устанавливали положение мотонейронов в пластинке IX СМ, 
конфигурация которой соответствовала верхним грудным 
сегментам [15]. Измерение площади сечения тел мотонейро-
нов проводили, используя программу Image J (NIH, США) на 
изображениях срезов, полученных под объективом 20х/0.50. 
На этих же срезах подсчитывали число ИР-мотонейронов в 
пластинке IX серого вещества СМ на каждом срезе (абсолют-
ное содержание). Долю ИР-мотонейронов определяли как их 
отношение к общему числу ИР-мотонейронов, выявленных 
NeuroTrace Red по Нисслю, которое принимали за 100%. 
Анализу подлежали мотонейроны, срез которых прошел 
через ядро с хорошо видимым ядрышком и флюоресценцией, 
превышающей фоновое свечение. Изучение структурных 
изменений мотонейронов СМ проводили на срезах, окрашен-
ных тионином.
Для определения средних арифметических и их стандарт-

ных ошибок использовали программу Statistica 10 (StatSoft, 
Inc., 2011). Для поиска различий средних показателей при-
меняли анализ вариаций ANOVA и считали значимыми при 
P<0,05.

Ре з у л ь т а ты  и с с л е д о в а н и я .  У мышей, 
находившихся в стандартных условиях вивария 
(группа контроля, масса тела 26,9±1,2 г), в сером 
веществе СМ были выявлены ХАТ-, НФ-, КАБ-, 
ИР-мотонейроны. Cубпопуляции мотонейронов, 
содержащих нейрональные белки, имели яркую 
флюоресценцию нейроплазмы, проксимальных 
частей волокон. Форма тел ИР-мотонейронов 
была полигональной.

Количество мотонейронов, содержащих ХАТ 
и НФ, было сопоставимо с таковым при окра-
ске NeuroTrace Red по Нисслю, выявляемых 

на каждом срезе в пределах пластинки IX СМ. 
Мотонейроны, содержащие КАБ, были единич-
ны и выявлялись только на каждом 3-м срезе 
СМ. В пластинке IX nNOS-, каспаза-3-, Ki-67- 
ИР-мотонейроны обнаружены не были.

Средняя площадь сечения тел мотонейронов 
различалась в зависимости от их нейрохимиче-
ской принадлежности. Так, наибольшие средние 
размеры имели НФ-ИР-, наименьшие — КАБ- 
ИР-мотонейроны; ХАТ-мотонейроны занимали 
промежуточное положение. Все мотонейроны 
изученных сегментов СМ являются субпопуля-
цией холинергических нейронов, маркером кото-
рых выступает в данном исследовании ХАТ. При 
использовании двойной ИГХ-метки было установ-
лено, что большинство холинергических мото-
нейронов одновременно содержали также НФ или 
КАБ: НФ содержались в 90,4% мотонейронов с 
ХАТ, а КАБ — в 1,4% мотонейронов с ХАТ. При 
этом в популяции мотонейронов присутствовали 
и клетки, которые одновременно содержали все 
3 нейрональных маркера — ХАТ, НФ, КАБ, что 
составило 1,4% от всей популяции мотонейронов.

У мышей полетной группы (масса тела 
28,9±1,7 г) в пластинке IX серого вещества 
СМ также были выявлены ХАТ-, НФ- и КАБ- 
ИР-мотонейроны, но в отличие от группы кон-
троля в полетной группе мотонейроны являлись 
nNOS- и каспаза-3-ИР. Ki-67-ИР-мотонейроны не 
выявлены.

При окраске тионином выявляются множе-
ство мотонейронов с неокрашенными отростками, 
вакуолизацией цитоплазмы, наличием краевого 
просветления цитоплазмы. Вместе с тем, при 
отсутствии глиальной реакции, характерной для 
некроза, в большинстве мотонейронов у мышей 
полетной группы были обнаружены дистрофиче-
ские изменения, включая перинуклеарный хрома-
толиз, сходный с реакцией на повреждение аксо-
на, пикноморфность, краевое расположения ядра 
(рисунок, а). Распад мотонейрона на фрагменты, 
напоминающие апоптозные (остаточные) тельца, 
наблюдался в единичных мотонейронах, содержа-
щих каспазу-3 (см. рисунок, б).

Подсчет мотонейронов показал значимое 
уменьшение количества ИР-клеток в субпопу-
ляциях, содержащих ХАТ и НФ. Было отмече-
но снижение их численности на 31,5 и 31,8%, 
соответственно по сравнению с показателями в 
группе контроля. Существенно, что при окраске 
NeuroTrace Red по Нисслю или тионином число 
мотонейронов в СМ оставалось неизменным по 
сравнению с таковым в контроле. В отличие от 
группы контроля в полетной группе КАБ-ИР-
мотонейроны выявлялись в пластинке IX посто-
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янно — на каждом срезе СМ. Их доля соста-
вила 28,2% от всей популяции мотонейронов. 
Мотонейроны, содержащие nNOS, составляли 
от числа мотонейронов, выявляемых при окраске 
NeuroTrace Red по Нисслю, 91,5%, а доля мото-
нейронов с каспазой-3 — 52%.

Средняя площадь сечения тел ИР-мотоней ро-
нов у мышей полетной группы превышала пока-
затель в группе контроля: нейронов, содержащих 
ХАТ, было больше в 1,8 раза, НФ — в 1,6 раза, 
КАБ — в 1,3 раза. Площадь сечения тел мотоней-
ронов СМ у мышей полетной группы при окраске 
флюоресцентным методом Ниссля в 2 раза пре-
вышала определяемую в контрольных исследова-
ниях.

Наибольшие размеры имели мотонейроны, 
окрашенные по Нисслю, меньшие — субпопуля-
ции мотонейронов с КАБ, nNOS и каспазой-3. 
Промежуточные значения площади сечения тел 
имели субпопуляции мотонейронов с НФ и ХАТ.

При использовании двойной ИГХ-метки 
было установлено, что в СМ у мышей полетной 
группы в 63,4% мотонейронов с ХАТ одновре-
менно вы являются НФ, в 28,2% — КАБ. Все 
холин  ергические мотонейроны содержали nNOS. 
В мотонейронах, ИР к НФ, КАБ и каспазе-3 одно-
временно выявлялась и nNOS. При этом были 
выявлены клетки, которые содержали все 4 ней-
рональных маркера — ХАТ, НФ, КАБ, nNOS, 
которые составили 28,2% от всей популяции мото-
нейронов. Колокализация nNOS–КАБ выявлена в 
30% мотонейронов, nNOS–каспаза-3 — в 57%, 

КАБ–НФ — в 44% мотонейронов. Как видно, 
мотонейроны СМ после пребывания мышей в кос-
мическом полете имеют функциональную харак-
теристику, отличающуюся от таковой в контроле.

Об с уж д е н и е  п о л у ч е н ны х  д а н ны х . 
Учитывая морфометрические характеристи-
ки ИР-мотонейронов в группе контрольных 
мышей, субпопуляции нейронов с НФ и ХАТ 
имели бóльшую среднюю площадь сечения тел, 
что дает основание отнесения их к крупным 
α-мотонейронам [9]. Напротив, нейроны, содер-
жащие КАБ, имели малую среднюю площадь 
сечения тел, но все проявляли ИР к ХАТ, что 
позволяет отнести их также к мотонейронам, воз-
можно — γ-мотонейронам.

В полетной группе отмечались разнонаправ-
ленные изменения ИР-мотонейронов, что прояви-
лось уменьшением числа мотонейронов с ХАТ и 
НФ, увеличением числа мотонейронов с КАБ и 
появлением в мотонейронах активности nNOS и 
каспазы-3.

Известно, что в условиях длительной микро-
гравитации ферментативная активность в мото-
нейронах СМ снижается [8, 12–14], показано 
также уменьшение экспрессии ХАТ на 54% в 
мотонейронах сегментов L

IV
–L

V
 СМ у крыс, нахо-

дящихся в условиях опорной разгрузки задних 
конечностей в течение 35 сут [4].

Имеются данные о связи изменений мото-
нейронов у крысы после космического полета с 
локализацией в сером веществе СМ и их мишеня-
ми иннервации. Так, в мотонейронах медиальной 

Мотонейроны грудного сегмента спинного мозга мыши после 30-суточного космического полета.

а — мотонейроны с перинуклеарным хроматолизом и отсутствием окрашенных отростков (стрелки), пикноморфные мотонейроны 
(звездочки), мотонейроны с краевым смещением ядра (ромбы), нейроны с вакуолизированной цитоплазмой (пунктирные стрелки); 
б — мотонейрон с белком в нейроплазме (стрелка); распадающийся иммунореактивный мотонейрон (пунктирная стрелка). а — окра-
ска тионином; б — иммуногистохимический метод определения каспазы-3. Об. 40, ок. 10

а б
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группы пояснично-крестцового утолщения СМ 
у крыс, находившихся в условиях 14-суточного 
космического полета, не обнаружено изменений, 
тогда как в мотонейронах дорсолатеральной груп-
пы того же уровня, иннервирующих мускулатуру 
задних конечностей, отмечено уменьшение актив-
ности сукцинатдегидрогеназы (СДГ) [11]. При 
этом в условиях невесомости в мотонейронах 
шейного и пояснично-крестцового утолщений СМ 
у мыши отмечены однотипные изменения мото-
нейронов одинакового размера, проявляющиеся 
снижением активности СДГ [10].

Мотонейроны Т
III

–Т
V
 сегментов СМ связаны с 

гипаксиальной мускулатурой туловища. В услови-
ях микрогравитации изменение уровня афферен-
тации, вызванной снижением легочного объема и 
скорости инспираторного потока, ведет к депри-
вации двигательной функции дыхательных мышц, 
что сопоставимо с изменениями в постуральных 
мышцах [1]. Вероятно, с этим связано снижение 
количества мотонейронов СМ, содержащих ХАТ 
и НФ. Существенно, что количество мотоней-
ронов, выявленных NeuroTrace Red по Нисслю, 
соответствует таковому в контроле, т. е. гибели 
мотонейронов не происходит. Структурные изме-
нения мотонейронов, выявленные при окраске 
тионином, следует отнести к реактивным, кото-
рые могут перейти как в восстановительные, так 
и в патологические.

Проведенное исследование свидетельствует о 
функциональной дестабилизации мотонейронов 
грудных сегментов СМ у мыши после пребыва-
ния в условиях микрогравитации. При этом часть 
мотонейронов переходят в инертные — «спящие» 
клетки, в которых в данный временной проме-
жуток ИР к ХАТ и НФ отсутствует, другие — в 
динамичные клетки, в которых экспрессируются 
нейрональные белки, что проявляется повышени-
ем количества мотонейронов с КАБ и появлением 
отсутствующих в контроле субпопуляций мото-
нейронов ИР к nNOS и каспазе-3.

Представляется важным, что указанные изме-
нения популяции мотонейронов СМ у мышей 
после пребывания в условиях космического поле-
та напрямую или опосредованно связаны с каль-
циевым обменом [17].

Универсальность кальция состоит в регуля-
ции разнообразных процессов в нейроне: синап-
тической пластичности, активации различных 
цитоплазматических ферментов и ионных кана-
лов; секреции нейромедиаторов в синаптическую 
щель [18]. Нейропротективное действие как NO, 
маркером которого является nNOS, так и КАБ 
заключается в уменьшении внутриклеточной кон-
центрации кальция. Вероятно, увеличение числен-

ности мотонейронов, содержащих КАБ и nNOS, 
свидетельствует о повышении концентрации каль-
ция. Деструктивное действие NO реализуется 
через энергетическую дестабилизацию клетки и 
дезаминирование молекул ДНК, необратимую же 
активацию этого процесса опосредуют проапоп-
тотические ферменты — каспазы [16]. При этом 
описывают выпячивания клеточной поверхно-
сти в виде пузырьков («закипание») цитоплаз-
мы, которая приобретает пузырчатый вид [3, 5]. 
Вакуолизация цитоплазмы в настоящем иссле-
довании отмечена в мотонейронах, окрашенных 
тионином, а также в мотонейронах ИР к КАБ. 
Однако гибель нейронов, несмотря на многочис-
ленность мотонейронов, содержащих каспазу-3, 
не выражена. Активация в мотонейронах СМ у 
мышей полетной группы эффекторной каспа-
зы-3 может иллюстрировать другую, неапопто-
тическую функцию — участие в структурной и 
функциональной адаптации мотонейронов СМ 
к меняющимся условиям внешней среды. Это 
наблюдение не единично: показано, что индук-
торная каспаза-9 в мотонейронах поясничного 
утолщения СМ у крыс, находящихся в условиях 
длительной опорной разгрузки конечностей, не 
активна [12]; несмотря на присутствие эффектор-
ной каспазы-3 в нейронах, признаков апоптозной 
клеточной гибели не было выявлено в условиях 
ишемического прекондиционирования [19].

Вместе с тем, после длительного космиче-
ского полета на фоне сохранения популяции 
мотонейронов, выявляемой окраской тионином, 
и существенного уменьшения количества мото-
нейронов с ХАТ и НФ, отмечается увеличе-
ние площади сечения тел иммунонегативных и 
ИР-мотонейронов, что связано с клеточным набу-
ханием, вследствие избыточного поступления в 
клетку ионов кальция, о чём также свидетель-
ствует повышение содержания КАБ.

Таким образом, в условиях длительного кос-
мического полета в мотонейронах изученных 
грудных сегментов СМ у мышей развиваются 
реактивные изменения, которые проявляются воз-
растанием размеров тел мотонейронов всей кле-
точной популяции, уменьшением количества суб-
популяций с ХАТ и НФ, увеличением — с КАБ 
и появлением мотонейронов, экспрессирующих 
nNOS и каспазу-3. Морфологические и ИГХ-
изменения мотонейронов отражают механизмы 
адаптации к условиям космического полета, иден-
тификация влияния отдельных факторов которо-
го пока не представляется возможной.

Работа выполнена по договору о НТ-сотрудничестве с 
ГНЦ РФ — ИМБП РАН и поддержана РФФИ (проект 12-04-
00621-а).
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CHANGES OF SPINAL MOTOR NEURONS 
IN MICE AFTER А SPACE FLIGHT

The expression of choline acetyltransferase (ChAT), neu-
rofilament (NF) protein 200 kDa, calbindin (CAB) 28 kDa, 
neuronal NO-synthase (nNOS), caspase 3, Ki-67 was studied in 
motor neurons from T

III
–T

V
 segments of the spinal cord in C57/

BL6 male mice by immunohistochemical methods 12 h after 
a 30 days-long space flight on the Bion-M1 biosatellite. Mice 
living under standard vivarium conditions served as a control. 
The motoneurons of experimental animals demonstrated the 
reactive changes that were manifested by the increase of their 
size, decrease in the number of subpopulations expressing ChAT 
and NF, increase of subpopulations containing CAB, appearance 
of motor neurons expressing nNOS, caspase-3, and the absence 
of Ki-67. The lack of proliferating gliocytes, the preservation of 
nucleolar component indicate the absence of necrobiotic changes 
characteristic of necrosis. The cytoplasmic vacuolization was 
observed in thionine-stained CAB-immunoreactive neurons. 
The disintegration of motor neurons into fragments resembling 
the apoptotic bodies was observed in single cells that contained 
caspase-3.

Key words: motor neuron, spinal cord, immunohistochemis-
try, microgravity
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