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Распределение нитроксидергических нейронов в ядрах продолговатого мозга у крыс линии Вистар (n=8) исследовано 
гистохимическим (NADPH-диафораза) и иммуногистохимическим методом с использованием антисыворотки к нейрональ-
ной форме синтазы окиси азота (nNOS). Установлено, что NADPH-диафораза определяется в крупных и мелких нейронах 
чувствительных, вегетативных и двигательных ядер. В последних обнаружено особенно много нейронов с активностью 
этого фермента. В отличие от NADPH-диафоразы, nNOS в одноименных ядрах всегда выявляется в меньшем количестве 
преимущественно небольших по размеру нейронов. В чувствительных ядрах (ядро одиночного пути, ретикулярные мелко-
клеточное и латеральное ядра, спинномозговое ядро тройничного нерва) находится в 1,5–3 раза больше nNOS-нейронов, 
чем в двигательных ядрах. В некоторых ядрах (двойное ядро, ядро подъязычного нерва), включающих многочисленные 
NADPH-диафоразо-позитивные нейроны, иммунореактивные клетки выявляются особенно редко.
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В настоящее время накоплен большой объем 
информации о нейронной организации нитрокси-
дергических систем мозга. Повышенный интерес 
исследователей к оксиду азота (NO) во многом 
объясняется его участием в обеспечении много-
образных функций нейрона [2, 5, 6, 8, 12, 17, 21]. 
В связи с этим приобретают особую важность 
знания о распределении NO-ергических нейронов 
в мозгу. Однако пока не сложилось единого мне-
ния ни о топографии, ни о численности нейронов, 
в которых экспрессируются ферменты синтеза 
NO, и, прежде всего, нейрональная форма син-
тазы NO (nNOS), которая в физиологических 
условиях участвует в синтезе этого газа в нервных 
клетках [8, 9, 12].

О локализации nNOS в структурных образова-
ниях мозга часто судят по наличию в них активно-
сти NADPH-диафоразы, поскольку в некоторых 
нейронах последняя колокализована с nNOS [11, 
14–16]. Хотя результаты гистохимического выяв-
ления NADPH-диафоразы и иммуногистохимиче-
ского — nNOS довольно часто не совпадают [13, 
19, 21], для изучения NO-ергических систем мозга 
до сих пор широко используется гистохимическая 
реакция на NADPH-диафоразу.

Цель настоящего исследования — сравни-
тельное исследование топографии и численности 

NADPH-диафоразо- и nNOS-позитивных нейро-
нов в некоторых ядрах продолговатого мозга 
крыс.

Мате ри а л  и  ме т о ды .  Исследование проведено на 
крысах линии Вистар (n=8) массой 240–280 г, содержав-
шихся в условиях лабораторного вивария на стандартном 
рационе. Экспериментальные манипуляции производили в 
соответствии с требованиями «Правил проведения работ 
с использованием экспериментальных животных» (приказ 
№ 755 от 12.08.1077 г. МЗ СССР). Животных выводили 
из эксперимента передозировкой 3% раствора тиопентал-
натрия. Из полости черепа извлекали головной мозг, отде-
ляли продолговатый мозг, фиксировали его в течение 1 ч в 
4% растворе параформальдегида, приготовленном на 0,1 М 
фосфатном буфере (рН 7,4) при 4 ºС, после чего на криостате 
делали срезы толщиной 30 мкм.

NADPH-диафоразу в нейронах выявляли гистохимическим 
(ГХ) методом B. T. Hope и S. R. Vinсent [16]. Специфичность 
реакции проверяли инкубацией нескольких срезов в раство-
рах, не содержащих NADPH или содержащих NADP вместо 
NADPH. Для иммуногистохимического (ИГХ) исследования 
использовали поликлональные антитела кролика против 
nNOS (ICN, Biomedicals, СШA, 1:5000). Для выявления про-
дукта реакции срезы инкубировали, используя стрептовидин-
пероксидазный комплекс (Biomedicals, Германия), стан-
дартную авидин-биотиновую систему визуализации ABC-
комплекса (Vectastain Elite АВС Kit, Vector Labs, Burlingame, 
США). Оценку специфичности реакции проводили при окра-
шивании срезов без первичных или вторичных антител.
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Изучали ядро одиночного пути (ЯОП), ретикулярные 
гигантоклеточное (РГЯ), парагигантоклеточное (РПГЯ), мел-
коклеточное (РМЯ) и латеральное (РЛЯ) ядра, дорсальное 
ядро блуждающего нерва (ДЯБН), двойное ядро (ДЯ), ядро 
подъязычного нерва (ЯПН), спинномозговое ядро тройнич-
ного нерва (СПМЯ). Для этого в серии из последовательных 
срезов мозга один — окрашивали раствором метиленового 
синего, 2-й — использовали для ГХ, третий — для ИГХ-
исследования. В проекции среза каждого ядра определяли 
площадь профильного поля нейронов (мкм2), общее количе-
ство клеток, выявленных при окраске метиленовым синим, 
долю, приходящуюся отдельно на NADPH-диафоразо- и 
nNOS-позитивные нейроны, а также количество этих клеток 
из расчета на 0,01 мм3 (относительную плотность), как это 
было описано нами ранее [6]. Все нейроны в соответствии с 
площадью их тела были разделены на 3 размерные группы: 
мелкие (50–250 мкм2), средние (251–680 мкм2) и крупные 
(свыше 681 мкм2). Количественную обработку материала 
проводили с использованием компьютерных программ авто-
матизированной системы анализа изображений Allegro-MC 
[1]. Данные количественного анализа представляли в виде 
среднего значения и стандартной ошибки среднего, полу-
ченных при обработке не менее 12 срезов каждого ядра. Для 
оценки значимости цифровых данных применяли t-критерий 
Стьюдента. Различия считали значимыми при Р<0,05.

Ре з у л ь т а ты  и с с л е д о в а н и я .  Во всех изу-
ченных ядрах мозга выявляются NO-позитивные 
нейроны, которые различаются по форме, размеру, 
плотности расположения, интенсивности реакции 
(рис. 1). Большинство тел нейронов имеют округ-
лую, веретеновидную или треугольную форму. 
Реже наблюдаются клетки полигональной, а в 
единичных случаях звездчатой формы. В отдель-
ных ядрах (РГЯ, РПГЯ) или между ними встреча-
ется ограниченное количество (около 1%) гигант-
ских пирамидных нейронов с площадью сечения 
тела свыше 2–2,5 тыс. мкм2, которые обладают 
активностью NADPH-диафоразы, но не выявля-
ются при реакции на nNOS. Иммунонегативными 
являются многие отростки нейронов и капилля-
ры, а также более крупные сосуды, которые при 
ГХ-исследовании нередко в большом количестве 
наблюдаются в проекции ядер (см. рис. 1, а, в).

При сопоставлении данных, полученных при 
ГХ- и ИГХ-исследовании одноименных ядер, в 
ряде случаев определяются существенные раз-
личия доли мелких, средних и крупных нейронов 

Рис. 1.  Нитроксидергические нейроны ядра языкоглоточного нерва (а, б) и спинномозгового ядра тройничного нерва (в, г) 
крысы.

а, в — гистохимическая реакция на NADPH-диафоразу; б, г — ииммуногистохимическая реакция на nNOS. Об. 20, ок. 15
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(рис. 2). Как видно, экспрессия nNOS наблю-
дается преимущественно в мелких нейронах. 
Локализация NADPH-диафоразы в меньшей сте-
пени связана с их размерами: наряду с неболь-
шими нейронами, активность фермента часто 
определяется в средних и крупных. Доля крупных 
NADPH-диафоразо-позитивных нейронов выше 
в двигательных ядрах, в которых метиленовым 
синим также определяется наибольшее количе-
ство таких клеток (ДЯ, ЯПН, РГЯ, РПГЯ). В 
ДЯ и ЯПН на долю мелких клеток, содержащих 
этот фермент, приходится чуть больше 20%, 
но свыше 70% иммунопозитивных нейронов. В 
ядрах, известных своими сенсорными или ассоци-
ативными функциями (ЯОП, РМЯ, РЛЯ, СПМЯ), 
крупные нейроны встречаются относительно 
редко при ГХ- и в единичных случаях — при ИГХ-
исследовании (см. рис. 2).

Количество NO-ергических нейронов напря-
мую не связано с численностью клеток, окраши-
вающихся метиленовым синим (рис. 3, а). При 
этом ГХ-методом всегда определяется больше 
NO-позитивных нейронов, чем при использовании 
ИГХ-реакции. Например, из 696 нейронов, кото-
рые выявляются при окраске метиленовым синим 
в проекции ЯОП, 170 (24,4%) обладают активно-
стью NADPH-диафоразы и лишь 86 (12,6%) — 
являются иммунопозитивными. Тогда как в 
СПМЯ на долю NADPH-диафоразо-позитивных 
нейронов приходится 18,9%, ИМХ — лишь 9,7% 
(из 812 клеток, окрашивающихся метиленовым 
синим, ГХ-методом определяются 154 нейрона, 
ИМХ — 79). В РМЯ из 704 клеток, окрашиваю-
щихся метиленовым синим, ГХ-методом выявля-

ются 287 (40,8%), ИМХ — 201 (28,6%). Сходные 
результаты получены при изучении количествен-
ного распределения NADPH-диафоразо- и имму-
нопозитивных нейронов в других исследованных 
ядрах (см. рис. 3, а).

Наиболее значительные отличия количества 
нейронов, связанные с методом их выявления, 
установлены в ДЯ и ЯПН. В первом — на долю 
NADPH-диафоразо-позитивных клеток приходит-
ся 75,8%, маркированных при реакции на nNOS — 
около 8%, во втором — ГХ-методом определяется 
87,9%, ИГХ — 5,8%.

В тех случаях, когда NO-ергических нейро-
нов много и они располагаются довольно плотно, 
значения концентрации клеток в ядре выше (см. 
рис. 3, б). Поэтому в одноименных ядрах вели-
чина показателя при ИМХ-исследовании всегда 
ниже, чем при использовании ГХ-метода. Однако 
поскольку величина этого показателя зависит не 
только от количества нейронов, но и от их раз-
меров, даже не самое большое количество клеток 
при их малых размерах приводит к существенно-
му приросту их относительной плотности. В связи 
с этим, различия величины показателя, вычис-
ленные при использовании ГХ-и ИГХ-методов, в 
СПМЯ и ДЯБН выражены меньше, чем в других 
центрах (РГЯ, РПГЯ, ДЯ), в которых определяют-
ся хотя и крупные, но многочисленные нейроны, 
обладающие активностью NADPH-диафоразы, 
однако имеется весьма ограниченное число имму-
нопозитивных клеток.

Об с уж д е н и е  п о л у ч е н ны х  д а н ны х . 
В начале 60-х годов E. Thomas и A. G. E. Pearse [18] 
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Рис. 2.  Процентное соотношение мелких, средних и крупных нейронов в ядрах продолговатого мозга при окрашивании клеток 
метиленовым синим (I), а также при гистохимическом (II) и иммуногистохимическом (III) выявлении нитроксидерги-
ческих нейронов у крысы.

РГЯ — ретикулярное гигантоклеточное ядро; РПГЯ — ретикулярное парагигантоклеточное ядро; РМЯ — ретикулярное мелкокле-
точное ядро; РЛЯ — ретикулярное латеральное ядро; ЯОП — ядро одиночного пути; ДЯБН — дорсальное ядро блуждающего нерва; 
ДЯ — двойное ядро; ЯПН — ядро подъязычного нерва; СПМЯ — спинномозговое ядро тройничного нерва
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при изучении мозга использовали новый тогда 
гистохимический метод для выявления актив-
ности NADPH-диафоразы, способной восстанав-
ливать окисленную форму NADP. В различных 
отделах мозга авторами было выявлено неболь-
шое количество (около 2%) редко расположенных 
нейронов с интенсивной ферментной реакцией, за 
что они получили название «одиночные активные 
клетки». Однако интерес к этому ферменту вновь 
возродился после появления публикаций (преж-
де всего, B. T. Hope и S. R. Vincent — авторов 
усовершенствованной версии использованного 
ранее метода) — о том, что высокой активно-
сти NADPH-диафоразы в отдельных нейронах 
сопутствует экспрессия конститутивных форм 
NOS, участвующих в синтезе одного из важней-
ших представителей нового класса передатчиков 
нервного импульса — NO [11, 15, 16]. Нашлось 
и объяснение этому феномену. Оказалось, что в 
некоторых случаях конститутивные NOS, кроме 
способности катализировать образование NO, 
обладают NADPH-диафоразной активностью, 
используя восстановленную форму NADPH как 
кофактор в качестве донора электронов при син-
тезе NO. Позднее как-то забылось, что речь шла 
об «отдельных клетках» и о «высокой активно-
сти NADPH-диафоразы», явление распространи-
ли на всю популяцию NO-ергических нейронов. 
NADPH-диафоразу стали отождествлять с кон-
ститутивными NOS, в частности, с nNOS, несмот-
ря на то, что они отличаются не только функцио-
нально и биохимически [8, 12, 17], но и распре-

делением на клеточном и субклеточном уровнях 
[9, 10, 13, 20, 21]. Неслучайно многие клетки, 
обладающие активностью NADPH-диафоразы, 
при двойном маркировании остаются иммуноне-
гативными после использования антисыворотки 
к nNOS, что нашло подтверждение на материале, 
полученном от различных видов животных при 
изучении нескольких отделов головного, а также 
спинного мозга и некоторых других органов [10, 
13, 17, 19, 21]. Однако эти, несомненно, интерес-
ные наблюдения оставляли сомнения, поскольку в 
большинстве случаев не были подкреплены коли-
чественными данными.

Восполняя этот пробел, мы провели сравни-
тельное изучение топографии и количественного 
распределения нейронов, выявленных каждым из 
указанных методов, в ядрах продолговатого мозга 
крыс. Полученные данные показывают, что в 
стволе мозга NO-ергические нейроны распределе-
ны крайне неравномерно, но во всех ядрах, наря-
ду с NADPH-диафоразо-позитивными, находятся 
нейроны с положительной реакцией на nNOS. 
Вместе с тем, установлены существенные отли-
чия локализации и численности каждого из этих 
двух типов нейронов в исследованных нами ядрах. 
Так, в двигательных ядрах доля нейронов, обла-
дающих активностью NADPH-диафоразы, всегда 
выше, чем в чувствительных и ассоциативном 
ядрах. В некоторых ядрах (ДЯ, ЯПН), вклю-
чающих многочисленные NADPH-диафоразо-
позитивные нейроны, клетки, экспрессирующие 
nNOS, выявляются особенно редко. При ИГХ-
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Рис. 3.  Доля (а) и относительная плотность (б) нитроксидергических нейронов в ядрах продолговатого мозга крысы.

Тёмные столбики — при гистохимической реакции на NADHP-диафоразу; светлые столбики — при иммуногистохимической реакции 
на nNOS. По горизонтальной оси — ядра продолговатого мозга (обозначения см. на рис. 2); по оси ординат — исследованные пара-
метры (%). За 100% принята величина показателей в одноименных ядрах при окраске препаратов метиленовым синим. Вертикальные 
отрезки — значения стандартной ошибки

а б
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исследовании наблюдается обратная зависимость: 
в чувствительных и ассоциативном ядрах (ЯОП, 
РЛЯ, СПМЯ, РМЯ) содержание таких нейронов 
выше, чем в двигательных ядрах. Во всех случаях 
в одноименных ядрах ГХ-методом определяется 
в 1,5–3 раза больше клеток, чем ИГХ. Причину 
этих различий еще предстоит выяснить, но стоит 
заметить, что специфичность ИГХ-метода для 
определения локализации nNOS доказана много-
численными работами и сомнений не вызывает, 
в связи с чем для идентификации NO-ергических 
нейронов он имеет несомненное преимущество 
перед ГХ-методом, при котором количество выяв-
ленных клеток зависит от большого числа факто-
ров [3, 14–16].

Сравнительное изучение клеточного состава 
ядер, проведенное нами на параллельных сре-
зах, обработанных метиленовым синим, а также 
для ГХ- и ИГХ-исследования, позволило уста-
новить еще одно различие в распределении двух 
типов нейронов. Оказалось, что nNOS находится 
преимущественно в мелких клетках, тогда как 
NADPH-диафораза, кроме того, выявляется в 
довольно многочисленной группе средних и круп-
ных нейронов. В том и другом случае соотноше-
ние мелких, средних и крупных клеток отличает-
ся от соответствующих значений, вычисленных 
на препаратах, окрашенных метиленовым синим. 
Хотя по этому поводу высказывается и другое 
мнение: соотношение мелких и крупных NADPH-
диафоразо-позитивных нейронов в ядрах мозга 
вполне сопоставимо со значениями численности 
таких клеток, выявленных метиленовым синим 
[4].

Отдельный вопрос — об отростках NO-по-
зитивных нейронов. При ГХ-исследовании 
постоян но выявляются клетки с многочислен-
ными длинными или короткими отростками. 
Наличие хорошо развитой системы чувствитель-
ных и эфферентных проводников с разной степе-
нью активности NADPH-диафоразы неоднократно 
отмечалось в головном и спинном мозгу, в составе 
сосудистых и интрамуральных нервных сплете-
ний, методами световой и электронной микроско-
пии [2, 3, 6, 7, 12]. В отличие от него, ИГХ-метод 
позволяет выявить ограниченное число отрост-
ков, которые, по оценкам специалистов [9, 10, 17], 
являются исключительно дендритами нейронов.

Таким образом, несмотря на некоторые 
общие признаки клеточной локализации NADPH-
диафоразы и nNOS в ядрах продолговатого мозга, 
существуют явные различия топографии и коли-
чественного распределения нейронов, экспресси-
рующих эти два фермента, что заставляет с необ-
ходимой осмотрительностью относиться к мате-

риалам, полученным при изучении NO-ергических 
нейронов ГХ-методом на NADPH-диафоразу.
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THE DISTRIBUTION OF NADPH-DIAPHORASE 
AND NEURONAL NO SYNTHASE IN RAT 
MEDULLA OBLONGATA NUCLEI

V. M. Chertok and A. Ye. Kotsyuba

The distribution of nitroxide ergic neurons in the medulla 
oblongata nuclei in Wistar rats (n=8) was studied histochemi-
cally (NADPH-diaphorase) and using immunohistochemistry 
with an antiserum against neuronal form of nitric oxide synthase 
(nNOS). NADPH-diaphorase activity was found in large and 
small neurons of the sensory, autonomic and motor nuclei. The 
latter were especially rich in the cells demonstrating the activ-
ity of the enzyme. Unlike NADPH-diaphorase, nNOS in the 
corresponding nuclei was always detected in the fewer number 
of neurons, predominantly of small sizes. The sensory nuclei 
(nucleus of solitary tract, reticular parvocellular and lateral 
nuclei, spinal nucleus of the trigeminal nerve) contained 1.5–3 
times more nNOS neurons than in motor nuclei. In some nuclei 
(nucleus ambiguus, hypoglossal nerve nucleus), containing 
numerous NADPH-diaphorase-positive neurons, immunoreac-
tive cells were particularly rare

Key words: medulla oblongata nuclei, nitroxidergic neurons, 
NADPH-diaphorase, neuronal NO-synthase
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