
оригина льные статьи 53

forcipe том 3   спецвыпуск 2   2020 eiSSn 2658-4182

УДК 612.336+591.1+616-092.9+661.98+616.839+616.834

no-ергические нейроны метасимпатической 
нервной системы в постнатальном онтогенезе
© Маслюков Петр Михайлович1, Будник Антонина Францевна2

1ФГБоУ Во «Ярославский государственный медицинский университет» минздрава РФ, 150000, г. Ярославль, ул. 
Революционнная, 5
2Кабардино-Балкарский государственный университет имени Х. м. Бербекова, 360004, Нальчик, ул. Чернышевского, 173

контактная информация: маслюков Петр михайлович — заведующий кафедрой нормальной физиологии с 
биофизикой. Е-mail: mpm@ysmu.ru

РЕЗЮМЕ: Цель исследования — выявление локализации, процентного содержания и мор-
фометрических характеристик No-иммунореактивных (ИР) нейронов в интрамуральных 
ганглиях межмышечного (мС) и подслизистого сплетения (ПС) тонкой кишки крыс различ-
ных возрастных групп. материал и методы. Работа выполнена на крысах линии Вистар в 
возрасте 1, 10, 20, 30, 60 суток и 2 года с использованием иммуногистохимических методов. 
Результаты. nNos-ИР нейроны обнаруживаются в тонкой кишке уже с момента рождения и 
на протяжении остальных изучаемых возрастных периодов. В интрамуральных узлах мС 
процент изменялся от 43 ± 4,3 у новорожденного до 41 ± 3,8 у 60-суточного и достоверно сни-
жался у старых крыс до 27 ± 2,5. В узлах ПС nNos-ИР нейроны в наибольшем количестве 
выявлялись у новорожденных (64 ± 3,1 %;), в последующие 20 суток процент значительно 
уменьшался до нескольких процентов, но у старых крыс опять увеличивался до 27 ± 1,9. За-
ключение. таким образом, в раннем постнатальном и в старческом периоде nNos экспресси-
рует большее число энтеральных нейронов по сравнению с юными и взрослыми.
кЛЮЧЕВыЕ СЛОВА:  оксид азота, автономная нервная система, интрамуральные 
ганглии, тонкая кишка, онтогенез.
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ABStRACt: The aim of the study was to identify the localization, percentage and morphometric 
characteristics of NPY-immunoreactive (IR) neurons in the intramural ganglia of the myenteric (mP) 
and submucous plexus (sP) of the small intestine of rats of different age groups. material and methods. 
The work was performed on Wistar rats aged 1, 10, 20, 30, 60 days and 2 years using immunohisto-
chemical methods. Results. nNos-IR neurons are detected in the small intestine from the moment 
of birth and throughout the remaining studied age periods. In the intramural ganglia of the mP, the 
percentage varied from 43 ± 4.3 in the newborns to 41 ± 3.8 in the 60-day-old rats and significantly de-
creased to 27 ± 2.5 in aged rats. In the sP ganglia, nNos-IR neurons were detected in most number in 
newborns (64 ± 3.1 %;). In the next 20 days, the percentage decreased significantly to several percent, 
but in old rats it increased again to 27 ± 1.9. Conclusions. Thus, in the early postnatal and senile period, 
nNos expresses a greater number of enteric neurons in comparison with young and adult.
KEY WORdS: nitric oxide, autonomic nervous system, intramural ganglia, small intestine, 
ontogenesis.
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В нервной системе оксид азота (No), синте-
зируемый при помощи No-синтазы (nNos), 
участвует в регуляции кровообращения, высво-
бождении нейромедиаторов и нейромодулято-
ров, процессах нейрогенеза и синаптической 
пластичности [3, 4, 7, 10, 12]. Значительная 
часть нейронов автономной нервной системы, в 
том числе энтеральных метасимпатических уз-
лов содержит No-синтазу. Холинергические эн-
теральные нейроны являются возбуждающими 
нейронами, тогда как No-ергические нейроны 
могут быть тормозящими двигательными ней-
ронами или интернейронами [6, 11].

В процессе развития после рождения в ней-
ронах автономной нервной системы происхо-
дит ряд изменений нейрохимического состава 
[1, 2, 9]. тем не менее современной литературе 
мало данных о возрастных изменениях содер-
жания в энтеральных метасимпатических ней-
ронах nNos. Поэтому целью настоящего ис-
следования явилось выявление морфо-функци-
ональных особенностей No-ергических 
нейронов тонкой и толстой кишки в постна-
тальном онтогенезе у крысы.

материал и методы

Работа выполнена на новорожденных, 10-, 
20-, 30-, 60-суточных, 2-х-летних крысах (по 5 в 
каждой возрастной группе). Исследование про-
водилось с соблюдением «Правил проведения 
работ с использованием экспериментальных 
животных» (приказ № 775 от 12.08.1977 г. мЗ 
СССР). На проведение исследования получено 
разрешение Этического комитета Ярославского 
государственного медицинского университета 
(№ 29 от 21.02.2019 г.). После введения леталь-
ной дозы уретана (3 г/кг, внутрибрюшинно), жи-
вотных перфузировали транскардиально рас-
твором стандартного фоcфатно-cолевого буфеpа 
(PBs; 0.01 м, pH 7.4) (Биолот, Россия), затем 
4 % pаcтвоpом паpафоpмальдегида (sigma, 
США) на PBs. После перфузии участок двенад-
цатиперстной кишки длиной 0,5 см извлекался и 
помещались в ту же фиксирующую смесь, в ко-
торой производили перфузию, на 1–2 часа. Се-
рии срезов толщиной 12 мкм изготовляли на 
криостате.

Для выявления нейронов, содержащих nNos, 
использовались первичные антитела кролика 
(Abcam, США, разведение 1:500), вторичные 
антитела были конъюгированы с флюорохро-
мом — индокарбоцианином (Cy3, Jackson, 
США, разведение 1:100), дающим красную 
флюоресценцию. Для расчета процента имму-
нопозитивных нейронов кроме метки к nNos 

производилось иммуномечение всей нейронной 
популяции при помощи антител от морской 
свинки к протеиновому генному продукту 9,5 
(PGP9.5, Abcam, США, разведение 1:200), вто-
ричные антитела были конъюгированы с флюо-
рохромом флюоресцеин-изотиоцианатом (FITC, 
разведение 1:100, Jackson Immunoresearch, 
США), дающим зеленую флюоресценцию.

Анализ препаратов проводили на флуорес-
центном микроскопе olympus BX43 (токио, Япо-
ния) с соответствующим набором светофиль-
тров и охлаждаемой цифровой CCD камерой 
Tucsen TCC 6.1ICe c программным обеспечени-
ем IsCapture 3.6 (Китай). Для анализа размеров 
и процентного соотношения иммунопозитивных 
нейронов на цифровых изображениях гистологи-
ческих препаратов использовали программу 
Image J (NIH, США, http://rsb.info.nih.gov/ij/). 
Долю иммунопозитивных нейронов определяли 
как их отношение к общему числу нейронов, ко-
торое принимали за 100 %. Анализу подлежали 
нервные клетки, срез которых прошел через ядро 
с ядрышком. Для определения площади сечения 
нейронов в случайном порядке брались 100 ней-
ронов, иммунопозитивных к каждому из иссле-
дованных маркеров в каждой возрастной группе.

математическая обработка данных проведе-
на с использованием пакета прикладных про-
грамм sigma Plot (statsoft, usA). Все величины 
представлены как средняя арифметиче-
ская ± ошибка среднего (м ± m). Достоверность 
различий средних величин определяли по мето-
дикам ANovA, критериям Вилкоксона и ман-
на — Уитни. Достоверными считали различия 
при р<0,05.

результаты исследования и их 
обсуждение

Результаты исследования свидетельствуют, 
что nNos-иммунореактивные (nNos-ИР) ней-
роны обнаруживались в тонкой кишке в интра-
муральных ганглиях межмышечного (мС) и 
подслизистого (ПС) сплетения уже с момента 
рождения. В интрамуральных узлах мС про-
цент изменялся от 43 ± 4,3 у новорожденного до 
41 ± 3,8 у 60-суточного и достоверно снижался у 
старых крыс до 27 ± 2,5. В узлах ПС nNos-ИР 
нейроны в наибольшем количестве выявлялись 
у новорожденных (64 ± 3,1 %), в последующие 
20 суток процент значительно уменьшался до 
нескольких процентов, но у старых крыс опять 
увеличивался до 27 ± 1,9. Средняя площадь сече-
ния nNos-ИР клеток в mС являлась достоверно 
большей по сравнению с иммунонегативными 
нейронами у крыс во всех возрастных группах.
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Ранее было показано, что метасимпатиче-
ских интрамуральных узлах кишки у мыши и 
человека Nos-иммунореактивные нейроны в 
эмбриогенезе созревают раньше, чем холинер-
гические [8]. В позднем эмбриональном и ран-
нем постнатальном периоде Nos экспрессирует 
большее число нейронов по сравнению с более 
взрослыми [5]. Есть предположения, что запоры 
в раннем детском возрасте связаны с гиперакти-
вацией No-ергической энтеральной системы.

заключение

таким образом, в раннем постнатальном и в 
старческом периоде nNos экспрессирует боль-
шее число энтеральных нейронов по сравнению 
с юными и взрослыми. тем не менее, значение 
повышенной экспрессии нейрональной Nos у 
животных в раннем онтогенезе остается неяс-
ным.
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