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Нейроэндокринная система — это сложный 
комплекс, главной функцией которого является 
поддержание гомеостаза на всех стадиях онтоге-
неза [3]. При старении в гипоталамусе увеличи-
вается число нейросекреторных клеток (НСК), 
гибнущих путем апоптоза [1]. Это ведет к гор-
мональному дисбалансу и нарушению адаптации 
организма.

Большинство внутриклеточных факторов, 
участвующих в регуляции апоптоза, являют-
ся белками или пептидами. Хорошо известно 
семейство белков Bcl-2. Антиапоптотический 
белок Bcl-2 предупреждает гибель клеток, огра-
ничивая выход цитохрома с из митохондрий в 
цитоплазму [7]. Другой член данного семейства, 
ингибитор апоптоза Mcl-1, предотвращает акти-
вацию прокаспазы-8, нарушая каскад апоптоза. 
Экспрессия Bcl-2 и Mcl-1 может активироваться 
различными факторами роста и выживания, в том 
числе цитокинами (интерферонами) и инсулином/
инсулиноподобными пептидами [9, 14]. К этому 
семейству принадлежит индуктор апоптоза белок 
Вах, активирующий через ряд факторов каспазу-9 
и далее каспазу-3 [7]. Известно, что белки семейс-
тва Bcl-2 существуют в клетке в виде гомо- и гете-
родимеров, состоящих из членов их семейства, 
и отношение активных про- и антиапоптотиче-
ских молекул в белковых комплексах определяет 
выживание клетки или гибель [15].

Мы предполагаем, что причиной гибели НСК 
при старении может быть дисбаланс анти- и про-

апоптотических белков, характерный, вероятно, 
для поздних этапов онтогенеза. Цель данной 
работы — проверить это предположение, для 
чего была изучена экспрессия апоптоз-ассоции-
рованных молекул в гипоталамусе мышей раз-
ного возраста в сравнении с уровнем апоптоза, а 
также исследовано действие интерферона-альфа 
(ИА) — фактора, регулирующего апоптоз — на 
зависимый от возраста апоптоз НСК гипотала-
муса.

М а т е р и а л  и  м е т о д ы .  Использованы молодые 
и старые (2 и 18 мес) белые беспородные мыши-самцы, 
разделенные на 2 группы: 1-я — интактные мыши (кон-
троль: 4 молодых и 4 старых); 2-я — 4 молодых и 4 ста-
рых мыши, получавшие ИА (Interferon leucocytic human 
siccum, 500 ME/ мл; НПО Биомед, Россия) интраназально 
по 50 мкл 2 раза в сутки в течение 3 сут, декапитацию 
производили на 4-е сутки. Материал — гипоталамическую 
область мозга — после фиксации в 4% параформальдегиде 
и проводки заливали в парафин. На чередующихся срезах, 
содержащих крупноклеточное супраоптическое (СОЯ) и 
крупноклеточную часть паравентрикулярного (ПВЯ) ядра, 
определяли уровень апоптоза, подсчитывая клетки с высокой 
интенсивностью свечения конденсированного хроматина, 
окрашенного этидием бромидом (апоптотические клетки). 
Для определения относительного соотношения апоптотиче-
ских клеток в изучаемых ядрах подсчитывали общее число 
НСК в ядре и отдельно число клеток, подвергшихся апопто-
зу. Затем определяли долю апоптотических клеток в каждом 
из нейросекреторных центров (НСЦ) на одно животное и 
далее на всю группу.

Для выявления апоптоз-ассоциированных молекул в НСК 
проводили: двойную иммуногистохимическую (ИГХ) реак-
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цию с немечеными поликлональными антителами к анти-
апоптотическим белкам Bcl-2 (1:600; BD Biosciences, США) 
(визуализация с помощью флюоресцентно меченных вто-
ричных поликлональных антител Су-2, 1:50; Acris Antibodies 
GmbH, Германия) и Mcl-1 (5 мкл/мл; BD Biosciences, США) 
(визуализация с помощью флюоресцентно меченных вто-
ричных поликлональных антител Су-3, 1:50; Acris Antibodies 
GmbH, Германия) и двойную ИГХ реакцию с немечеными 
поликлональными антителами к белку Bcl-2 (1:600; BD 
Biosciences, США) (визуализация — Су-2, 1:50) и проапоп-
тотическому белку Bax (1:500; BD Biosciences, США) (визу-
ализация — Су-3, 1:50).

В НСК определяли максимальную яркость Bcl-2-, Mcl-1- и 
Вах-иммунореактивного (ИР) вещества на 5–6 срезах для 
каждого животного, отдельно в каждом ядре. Затем вычис-
ляли среднюю максимальную яркость (в относительных 
единицах, представляющих отношение яркости фона к ярко-
сти объекта) изучаемых белков в НСЦ для группы мышей. 
Кроме того, подсчитывали число НСК с солокализацией 
Bcl-2 и Mcl-1, Bcl-2 и Вах.

Анализ изображения производили с помощью флюорес-
центного микроскопа PFM (WPI), цветной цифровой камеры 
Leika DFC 300 FX (Германия), разрешение 1392×1040 пиксе-
лей, об. 40 и программы VideoTest.

Значимость различий определяли с использованием t- кри-
терия Стьюдента, и считали их значимыми при P�0,05P�0,05�0,05 
(Microsoft Excel 5.0a).

Р е з у л ь т а т ы  и с с л е д о в а н и я .  У моло-
дых мышей уровень апоптоза НСК невысок и 
примерно одинаков в СОЯ и ПВЯ (рис. 1). Были 
выявлены значительные зависимые от возраста 
изменения в регуляции физиологического состо-
яния НСК. Это подтверждается резким возраста-
нием уровня апоптоза в СОЯ (см. рис. 1, 2) и ПВЯ 
при старении (см. рис. 1).

В НСЦ у молодых мышей синтезируются все 
изученные члены семейства Bcl-2, уровень их 
экспрессии примерно одинаков в СОЯ и ПВЯ. 
Обнаружено, что в СОЯ у старых интактных 
мышей экспрессия антиапоптотических белков 
Mcl-1 и Bcl-2 стабильна, с некоторой тенденцией 
к повышению (рис. 3, а, б). Однако эти белки не 
способны предотвратить возрастной апоптоз НСК 
СОЯ, вызванный, вероятно, повышением синтеза 
проапоптотического белка Вах (см. рис. 3, в). Это 
свидетельствует о значительном изменении про-
текания клеточных процессов при старении.

Обратное соотношение наблюдается в ПВЯ 
у старых контрольных мышей. Так, синтез Вах 
не изменяется (см. рис. 3, в), но экспрессия бел-
ков — ингибиторов апоптоза, Mcl-1 и Bcl-2 сни-
жена, что также может служить причиной повы-
шения клеточной гибели (см. рис. 3, а, б).

В НСК Mcl-1 в основном солокализован с 
Bcl-2, Вах также синтезируется большей частью-2, Вах также синтезируется большей частью 
в Bcl-2-ИР НСК как у молодых, так и у старых 
мышей.

Результаты исследования ИА не подтверди-
ли его позитивного влияния на выживаемость 
НСК у молодых и старых животных. Вместе с 
тенденцией возрастания апоптоза (см. рис. 1) в 
изученных НСЦ мышей обеих возрастных групп 
при введении ИА наблюдалось угнетение синтеза 
Bcl-2 (см. рис. 3, в; 4, а, б). У молодых мышей 
обработка ИА не повлияла на синтез Mcl-1 и Bax 
(см. рис. 3, а, в). Это можно объяснить тем, что 
молодой организм более устойчив к действию 
стресс-факторов, в частности ИА.

У старых мышей, получавших ИА, в обоих 
ядрах возросла экспрессия Mcl-1 (см. рис. 3, а). 
Белок Вах, однако, по-разному экспрессировал-
ся в НСЦ старых мышей, получавших ИА: его 

рис. 1.  относительное содержание апоптотических нейро-
секреторных клеток в супраоптическом (соя) и 
паравентрикулярном (Пвя) ядрах у молодых (I) и 
старых (II) мышей.
светлые столбики — интактные животные (контроль); 
заштрихованные столбики — животные, получавшие интер-
ферон-альфа. По оси ординат — исследованный параметр 
(%); звездочки — различия значимы между показателями у 
молодых и старых мышей. вертикальные отрезки — значе-
ния стандартной ошибки.

рис. 2.  нейросекреторные клетки супраоптического ядра ста-
рой интактной мыши.
апоптотические клетки обведены кружком. окраска эти-
дием бромидом.
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содержание было неизменным в нейронах СОЯ и 
повышалось в клетках ПВЯ (см. рис. 3, в; 4, в, г). 
Таким образом, уровень апоптоза в обоих НСЦ у 
старых подопытных животных остался прежним, 
хотя и высоким, в результате повышения содер-
жания Mcl-1.

Итак, введение ИА оказывает значительное 
действие на экспрессию белков семейства Bcl-2 в 
гипоталамических НСК, и оно зависит от стадии 
онтогенеза (таблица).

Изменение содержания апоптоз-ассоциированных 
молекул и уровня апоптоза в нейросекреторных 
центрах гипоталамуса молодых и старых мышей 

при введении интерферона-альфа

Исследованные показатели
Молодые мыши Старые мыши

СОЯ ПВЯ СОЯ ПВЯ

Апоптоз = = = =
Cодержание Мсl-1 = = ↑ ↑

Cодержание Bcl-2 ↓ ↓ ↓ ↓
Cодержание Bax = = = ↑

Cодержание инсулина [2] ↓ ↓ = =

П р и м е ч а н и е .   СОЯ — супраоптическое ядро; ПВЯ — 
паравентрикулярное ядро. Знак = — нет 
изменений показателя; ↓ — снижение 
показателя; ↑ — увеличение показателя; 
↓ — тенденция к снижению показателя.

о б с у ж д е н и е  п о л у ч е н н ы х  д а н н ы х . 
При старении апоптоз интенсифицируется во мно-
гих тканях, в том числе в нейронах мозга [13, 19]. 
По нашему мнению, этот факт свидетельствует 
о реализации клетками финальной стадии своей 
естественной программы развития, т. е. апоптоз 
при старении является показателем успешного 
завершения жизненного цикла клетки. доля гиб-
нущих нейронов зависит от возраста животного, 
области мозга, физиологического или патологи-
ческого (нейродегенеративные болезни и т. д.) 
старения. уровень апоптоза нсК при старении, 
наблюдаемый нами, сравним с таковым при физио-
логическом старении [4]. мы предполагаем, что 
физиологический статус нсК у старых живот-
ных сильно отличается от их состояния у моло-
дых мышей, прежде всего, вследствие появления 
проапоптозной составляющей, т. е. метаболизм 
стареющей клетки как бы направлен к смерти. 
Причины активации такой «апоптозной доми-
нанты» и возможные механизмы ее появления 
мы старались выяснить, анализируя содержание 
инсулина [2] — как фактора выживания клетки, 
а также белков вах, ���-2 и M��-1 — как про- и 
антиапоптозных факторов.

с возрастом в различных тканях меняется 
экспрессия апоптоз-зависимых молекул. Так, при 
старении содержание ���-2 повышается в лимфо-

рис. 3.  содержание M��-1-ир (а), ���-2-ир (б), �ах-ир (в) 
материала в нейросекреторных клетках в супраопти-
ческом (соя) и паравентрикулярном (Пвя) ядрах у 
молодых (I) и старых (II) мышей.
светлые столбики — интактные животные (контроль); 
заштрихованные столбики — животные, получавшие интер-
ферон-альфа. По оси ординат — исследованный параметр 
(усл. ед.); звездочка — различия значимы по сравнению 
с контролем, две звездочки — различия значимы между 
показателями у молодых и старых мышей. вертикальные 
отрезки — значения стандартной ошибки.

а б

в
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цитах человека [16], в нейронах мозжечка и гип-
покампа крыс [10], однако не изменяется в моно-
нуклеарных клетках крови человека [11]. мы 
показали, что при старении происходят глубокие 
изменения экспрессии белков в нсК, хотя некото-
рые физиологические критерии (синтез вазопрес-
сина) остаются неизменными [2, 6]. можно пред-
положить, что эти изменения направлены на раз-
витие внутриклеточной проапоптотической доми-
нанты в этих клетках, согласно их генетической 
программе. ранее в гипоталамических нсК был 
выявлен инсулин, который, вероятно, играет роль 
фактора выживания клетки. При старении содер-
жание инсулина снижается и в соя, и в Пвя [2]. 
анализ наших данных позволяет говорить о дис-
балансе апоптоз-ассоциированных молекул (���-
2, M��-1, ��x, инсулин [2]) в нсК при старении, 
что повышает чувствительность клетки к апопто-
зу и может являться одной из причин возрастания 
частоты нейрональной смерти.

регуляция апоптоза одинакова в изучаемых 
нсц у молодых мышей. однако пути, приводя-
щие стареющую клетку к гибели, различаются 
в соя и Пвя. в данных нсц по-разному сни-
жается синтез антиапоптотических молекул (в 
Пвя — уменьшение экспрессии M��-1, ���-2, 
инсулина [2], в соя — только инсулина [2]), а в 
соя, кроме того, усиливается проапоптотическое 
звено (повышается содержание вах). Это свиде-
тельствует о тесной связи старения и апоптоза.

По литературным данным, инсулин в ней-
ронах, связываясь со своим мембранным рецеп-

тором, активирует PI3K/Ak�-�AMP сигнальный 
путь, который может переключать внутрикле-
точные процессы, направляя текущий статус на 
метаболизм, клеточный рост и пролиферацию 
или апоптоз [12]. Предупреждая апоптоз, инсулин 
способен индуцировать экспрессию ���-2 [18] и 
подавлять активацию проапоптотических белков 
каспазы-3 и ��d [5, 17]. итак, низкое содержание 
инсулина в изучаемых нсК у старых животных 
изменяет физиологический статус этих клеток, 
способствуя клеточной смерти [2]. снижение 
содержания инсулина, вероятно, может также 
приводить к зависимому от возраста уменьшению 
экспрессии C-��� в нсц [1]. снижение способ-
ности нсК активировать гены предраннего ответа 
(с-���) в ответ на внеклеточные сигналы может 
быть одной из причин, приводящих к значитель-
ной потере нейронов соя и Пвя при старении.

в совокупности наши данные подтверждают 
предположение об апоптозе при старении как 
конечном пункте генетически программированно-
го плана развития.

По литературным данным, иа оказывает раз-
личное действие на регуляцию апоптоза [8, 9, 14]. 
наши результаты показывают, что, несмотря на зна-
чительные изменения в экспрессии белков семейства 
���-2 при кратковременном действии иа, отноше-
ния про- и антиапоптотических молекул, вероятно, 
остаются достаточно стабильными для поддержания 
уровня апоптоза, характерного для нсц на данной 
стадии онтогенеза (см. таблицу).

рис. 4.  нейросекреторные клетки (нсК) супраоптического ядра молодых мышей (а, б) и паравентрикулярного ядра старых 
мышей (в, г).
а, в — нсК интактных мышей; б, г — нсК мышей, получавших интерферон-альфа. а, б — иммуногистохимическая реакция с анти-
телами к ���-2; в, г — иммуногистохимическая реакция с антителами к вах.
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изменения белкового синтеза, обнаруженные 
нами, позволяют предположить, что долговре-
менное введение иа может привести к негатив-
ным последствиям, особенно у старых животных, 
более чувствительных к изменениям физиологи-
ческого статуса.

Проведенное исследование позволяет сделать 
ряд выводов. Причиной возрастания гибели нсК 
при старении является дисбаланс апоптоз-регу-
лирующих белков (���-2, M��-1, инсулин [2], 
��x). регуляция апоптоза нсК зависит от стадии 
онтогенеза. Так, механизмы реализации апоптоза 
в соя и Пвя примерно одинаковы у молодых 
животных, однако различаются при старении. 
Показано, что иа способен подавлять синтез ���-2 
в нсК у животных разного возраста, а также 
инсулина в нсК у молодых мышей [2]. участие 
иа в регуляции белкового синтеза в соя и Пвя 
имеет существенные отличия у мышей на поздних 
этапах онтогенеза в сравнении с таковым у моло-
дых животных.
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ChANgES IN ExpRESSION OF ApOptOSIS-
ASSOCIAtED MOLECULES IN hYpOthA-
LAMIC NEUROSECREtORY CELLS OF MICE 
DURINg AgINg

Ye.D. Bazhanova, V.N. Molodtzov ��d K.I. Pavlov

T��� ��� �� w�rk w�� �� ��udy­ ���� p���u���r������ �� �p�p����� 
r��gu������ �� ���ur�����r����ry­ �������r� �� ��d (�g��d 18 ������) 
����� �r������d w��� ���u����du����r �����r���r�� ��p�� (IFN-
��p��) �� ���p�r��d �� y­�u�g (�g��d 2 ������) �����. I� w�� 
���w� ���� �g��-r�������d �p�p����� ����������� �� �upr��p��� (SON) 
��d p�r�������r��u��r (PVN) �u����� w�� ���d�����d by­ d�����r���� 
������u��r ����������� ��d ��u�d r���u�� �r�� ���� �����r������ �� 
���� b������� �� �p�p�����-����������d pr�������, ����ud��g ���� �y­�-
������� �� pr��p�p����� (��x) ��d �����p�p����� (M��-1, ���-2) 
������u����. �����d���, ���� �p�p����� ��g��� �����d�� �� y­�u�g ����� 
�r������d w��� IFN-��p�� w�� �d�������� �� b��� �u�����, w���r���� �� 
��d ����� ����r�� w��r�� ����� d�����r������� b���w����� SON ��d PVN.

Key words: neurosecretory cells, apoptosis, aging, interferon-
alpha.
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