
48

Журнал ГГМУ 2004 № 1ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

УДК 611.81+611-018.82): 547.781.5 (047)

ЭЛЕКТРОННО-МИКРОСКОПИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ
НЕЙРОНОВ ГИСТАМИНЕРГИЧЕСКОГО ЯДРА Е2

ГИПОТАЛАМУСА КРЫСЫ
С.М. Зиматкин д.б.н., профессор; В.Б.Кузнецова;

Р.И. Кравчук к.б.н.
Кафедра гистологии и ЦНИЛ ГГМУ

Исследование проведено на взрослых крысах-самцах Вистар. Описан метод подготовки образцов мозга для
электронно-микроскопического исследования с использованием криостатных срезов и гистохимического конт-
роля на МАО Б, который позволяет избирательно изучать ультраструктуру мелких гистаминергических ядер
гипоталамуса крысы. Дана ультрамикроскопическая характеристика нейронов гистаминергического ядра Е2
гипоталамуса крысы. Цитоплазма изученных нейронов богата органеллами, а в нейропиле выявляются много-
численные активные синапсы. В целом, ультраструктура нейронов гистаминергического ядра Е2 хорошо корре-
лирует с высокой метаболической активностью, показанной ранее гистохимически, и свидетельствует об их
высокой функциональной активности.
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The studies were carried out on adult Wistar rats. The method of preparation of the brain samples for electron microscopy

using crioslides and histochemical control for MAO B is described. It lets to investigate specifically the fine structure of
the small histaminergic nucleus of rat hypothalamus. The fine structure description of the neurons of hypothalamus
histaminergic nucleus Е2 is given. The cytoplasm of the neurons studied is full of organelles, in the neuropil numerous
active synapses are revealed. In general, the fine structure of neurons of histaminergic nucleus Е2 correlates well with the
high metabolic activity of these neurons which was shown histochemically earlier and testifies their high functional activity.

Keywords: brain, histaminergic neurons, fine structure.

Гистамин – биогенный диамин, широко распро-
странённый в тканях животных и человека. Он яв-
ляется биологически активным соединением, уча-
ствующим в передаче межклеточных сигналов, в
том числе и в ЦНС, где он выполняет функции ней-
ромедиатора. В головном мозге гистамин локали-
зуется преимущественно в гистаминергических
нейронах, которые локализуются только в заднем
гипоталамусе, где они образуют 5 скоплений (ядер,
групп Е1-Е5), а их отростки распространяются во
все отделы мозга [9, 11, 13]. Гистамин действует
на клетки-мишени через гистаминовые (Н) рецеп-
торы трёх типов, которые широко и гетерогенно
распределены в мозге. Гистамин образуется в моз-
ге из гистидина с помощью фермента гистидинде-
карбоксилазы (ГДК) и инактивируется (метилиру-
ется) с помощью гистаминметилтрансферазы, а
затем окисляется с помощью моноаминооксидазы
типа Б (МАО Б) и альдегиддегидрогеназы [2, 6, 9].
Высокая активность МАОБ гистохимически выяв-
ляется во всех гистаминергических нейронах ги-
поталамуса [3] и может служить хорошим маркё-
ром этих нейронов [1]. Центральный гистамин уча-
ствует в регуляции различных функций, систем и
реакций организма: нейроэндокринной и сердеч-
но-сосудистой систем, кровотока мозга, темпера-
туры тела, сна и бодрствования, пищевого и пить-

евого поведения, памяти и обучения, и др. Пред-
полагается участие гистамина мозга в патогенезе
многих патологических состояний и заболеваний:
мышечная слабость, болезнь Альцгеймера, болезнь
Паркинсона, эпилепсия, морфиновая наркомания,
и др. [2, 6, 9]. Всё это определяет важность иссле-
дования гистаминергической нейронной системы
мозга для биологии и медицины.

В предыдущих работах для ультраструктурной
характеристики гистаминергических нейронов
мозга крысы использовали традиционные методы
подготовки тканей. При этом в качестве маркёра
использовали ГДК, которую выявляли с помощью
специфических антител [10, 16].

Целью настоящего исследования явилась раз-
работка метода подготовки образцов мозга для при-
цельной электронной микроскопии мелких струк-
тур мозга и его использование для ультраструктур-
ной характеристики нейронов гистаминергическо-
го ядра Е2 гипоталамуса крысы. Выбор ядра Е2
обусловлен тем, что в нём сосредоточено больше
половины всех гистаминергических нейронов моз-
га крысы.

Материалы и методы
Исследования проведены на 5 белых крысах –

самцах Вистар в возрасте 3-4 мес., массой 190-210
г. Животных содержали в стандартных условиях
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Рис. 1. Локализация гистаминергического ядра Е2 на

схеме фронтального среза мозга крысы [14].

вивария, на полноценном рационе. Соблюдались
все правила гуманного обращения с животными.
Забой животных, находящихся под глубоким эфир-
ным наркозом, проводили с 900 до 1100 утра. После
декапитации крыс вскрывали черепную коробку,
извлекали головной мозг и выделяли из него гипо-
таламус. Образцы мозга, предварительно выдер-
жав в парах азота, замораживали путем погруже-
ния в жидкий азот, где хранили до начала исследо-
вания.

Два соседних фронтальных криостатных среза
гипоталамуса, толщиной 20 и 60, готовили при
–150С на уровне Р – 3.80 [14]. Первый срез мон-
тировали на предметное стекло, быстро расправ-
ляли и размораживали в криостате, а затем подсу-
шивали при комнатной температуре. В дальнейшем
его окрашивали гистохимическим методом на вы-
явление активности МАО Б [3, 5]. Второй срез в
камере криостата помещали в предварительно ох-
лаждённый до +4оС 1% Os-фиксатор. После чего
его извлекали из камеры криостата во флаконе с
фиксатором и фиксировали дополнительно в тече-
ние 2 часов при +4оС в двух порциях 1% Os-фик-
сатора, приготовленного на буфере Миллонига рН
7,4 [12]. В дальнейшем, после промывки в р-ре (бу-
фер Миллонига (рН 7,4) (20мл) + сахароза (900мг),
проводили обезвоживание материала в 50% и 70%
спиртах. После этого под контролем маркирован-
ного среза (окрашенного на выявление МАО Б) вы-
резали зоны, содержащие гистаминергическое
ядро Е2 гипоталамуса крысы. Далее материал вы-
держивали ночь при +4оС в 2% уранилацетате, ра-
створённом в 70% спирте. Дальнейшее обезвожи-
вание материала проводили в спиртах возрастаю-
щей концентрации, смеси ацетона и спирта, аце-
тоне. После обезвоживания материал заключали в
заливочную смолу, с предварительным проведени-
ем через смеси смолы (Аралдит М + Аралдит Н +
Дибутилфталат + ДМР-30) и ацетона. Срезы изго-
тавливали на ультрамикротоме МТ-7000 (США).
На окрашенных метиленовым синим полутонких
срезах толщиной 0,5 мкм уточняли локализацию
гистаминергического ядра E2. Ультратонкие сре-
зы контрастировали уранилацетатом [17] и цитра-
том свинца [15]. При этом сеточки опускали в кап-
лю раствора уранилацетата и выдерживали 30 мин.
под темной крышкой при комнатной температуре.
Затем их промывали 50% спиртом 3 сек. и в 2-х
порциях бидистилированной воды по 5 сек., и пе-
реносили в каплю контрастёра Реёнольдса на 10
мин. Промывали в 3-х порциях воды по 10 сек. Пре-
параты изучали в электронном микроскопе ПЭМ-
100 (Украина). Получаемое изображение препара-
тов фотографировали при помощи цифровой ка-
меры Cannon S45 (Япония) с разрешением 4 мега-
пикселля.

Результаты и обсуждение
Результаты исследования показали, что разра-

ботанный нами метод подготовки образцов мозга
для электронно-микроскопического исследования
с использованием криостатных срезов и гистохи-
мического контроля на МАОБ позволяет избира-
тельно изучать ультраструктуру нейронов мелких
гистаминергических ядер гипоталамуса крысы, в
частности, ядра Е2 (Рис. 1). При этом ультраструк-
тура перикарионов нейронов и нейропиля гиста-
минергического ядра Е2 хорошо выявляется. В
клетках сохраняется целостность биологических
мембран клеток, в том числе во всех мембранных
органеллах, включая и митохондрии. Получаемая
при этом электронно-микроскопическая картина
несколько уступает по качеству таковой при тра-
диционной подготовке образцов для электронно-
микроскопического исследования.

В результате исследования установлено, что
ядра гистаминергических нейронов крупные, рас-
полагаются в центре перикарионов, отличаются не-
правильной формой: чаще всего веретеновидной,
реже палочковидной, иногда подковообразной.
Хроматин мелкозернистый, с формированием рых-
лых гранулярных скоплений в центре и более плот-
ных на периферии ядра. Ядрышко компактное, с
преимущественно гранулярным компонентом, име-
ющее, как правило, эксцентричное положение в
ядре. Мембраны, составляющие ядерную оболоч-
ку, местами смыкаются и образуют типичные поры.
Небольшое количество рибосом прикрепляется к
наружной поверхности ядерной оболочки.

Цитолемма нейронов гистаминергического ядра
Е2 крысы имеет структуру. Локальные отклонения
от основной структуры плазматической мембраны
встречаются в области синапсов, а также в местах
образования сложных пузырьков. Цитоплазма ней-
ронов гистаминергического ядра гипоталамуса
крысы богата органеллами. Митохондрии много-
численны, овальной и круглой формы, преимуще-
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Рис. 2. Перикарион нейрона гистаминергического ядра Е2
гипоталамуса крысы. Выявляется крупное округлое ядро

(Я), многочисленные митохондрии в цитоплазме.
Цифровая электронограмма. Ув.х 7000.
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Рис. 3. Край перикариона нейрона и нейропиль
гистаминергического ядра Е2. Видны мультивезикулярные

тельца (МВТ), аксосоматические (АсС) и
аксодендритические (АдС) синапсы с синаптическими
пузырьками (СП) и крупными митохондриями (Мх).

Цифровая электронограмма. Ув.х 22000

ственно мелких и средних размеров, окружены
двойной мембраной (наружной и внутренней) и
имеют внутренний матрикс умеренной электрон-
ной плотности. Наружная мембрана митохондрий
гладкая, внутренняя образует складки в виде не-
многочисленных пластинчатых крист (рис. 1). Хо-
рошо развиты гранулярная (ГрЭС) и гладкая (ГлЭС)
эндоплазматическая сеть, цистерны которой, как
правило, располагаются упорядоченно, с содержа-
нием на наружной поверхности умеренного коли-
чества связанных рибосом. Помимо упорядочен-
ной ГрЭС, встречаются небольшие, беспорядочно
разбросанные каналы и цистерны (рис. 2). В ци-
топлазматическом матриксе, между мембранами
ГрЭС выявляется значительное количество свобод-
ных рибосом, преимущественно в виде полисом.
В цитоплазме перикарионов нейронов хорошо раз-
вит комплекс Гольджи (КГ), представленный как
пластинчатыми структурами, так и большим коли-
чеством крупных и мелких вакуолей. КГ чаще все-
го локализуется возле ядра (рис. 2). В цитоплазме
нейронов гистаминергических ядер гипоталамуса
крысы встречаются многочисленные первичные
лизосомы мелких размеров, заполненные гомоген-
ным зернистым веществом равномерной плотнос-
ти, и лизосомы более крупных размеров и с более
гетерогенным содержимым (вторичные лизосомы),
некоторые из которых содержат расположенные по
периферии вакуоли низкой плотности – липидо-
лизосомы (рис. 2). В цитоплазме нейронов часто
обнаруживаются мультивезикулярные тельца. Это
сферические образования, окружённые мембра-
ной, содержащие различные количества неболь-
ших округлых или эллипсоидных мембранных пу-
зырьков, а также другие включения, среди кото-

рых регистрируются гранулы, филаменты, элект-
ронно-плотные массы и мембраны (рис. 3).

В нейропиле гистаминергических ядер гипота-
ламуса крысы встречаются немногочисленные ми-
елиновые нервные волокна, большое количество
фрагментов дендритов, не покрытых миелиновой
оболочкой, окруженных глиальными клетками:
олигодендроцитами и отростками астроцитов. Ча-
сто выявляются отростки астроцитов, цитоплазма
которых обладает низкой электронной плотностью.
При изучении синаптического аппарата гистами-
нергических нейронов хорошо определяются аксо-
соматические, аксо-дендритические и, изредка,
аксо-аксональные синапсы (рис. 3). В аксо-сома-
тических синапсах пост- и пресинаптические мем-
браны имеют одинаковую толщину. Синаптичес-
кая щель равна расстоянию между мембранами
соседних с областью синапса участков (рис. 3). Два
эти признака позволяют отнести аксо-соматичес-
кие синапсы, характерные для гистаминергичес-
ких нейронов, ко II типу межнейрональных кон-
тактов по строению синаптических мембран [8]
или симметричным межнейрональным контактам
[7]. Синаптические пузырьки в этих синапсах свет-
лые (незначительно осмиофильны по сравнению
с окружающей цитоплазмой), округлые, крупные
(80-120 нм), распределены по всей площади про-
света аксона. Небольшое количество пузырьков (8-
20) находится у пресинаптической мембраны. В ак-
содендритических синапсах постсинаптическая
мембрана толще пресинаптической, утолщение по-
стсинаптической мембраны представлено субси-
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наптической сетью, скоплением электронно-плот-
ных точечных и нитевидных субстанций. При этом
межсинаптическая щель больше, чем расстояние
между мембранами соседних с областью синапса
участков. Вышеперечисленные признаки позволя-
ют отнести аксо-дендритические синапсы, харак-
терные для гистаминергических нейронов, к I типу
межнейрональных контактов [8] или асимметрич-
ным межнейрональным контактам [7]. Синапти-
ческие пузырьки в этих синапсах такие же, как в
аксо-дендритических синапсах. Немногочислен-
ные аксо-аксональные синапсы по строению си-
наптических мембран относятся ко II типу меж-
нейрональных контактов [8] или к симметричным
межнейрональным контактам [7].

Представленная нами электронно-микроскопи-
ческая картина в целом не отличается от таковой,
описанной другими исследователями с использо-
ванием других маркёров гистаминергических ней-
ронов [10, 18, 16], а также группы El [18] и E4 [18,
10]. Ультраструктура нейронов гистаминергичес-
кого ядра Е2 хорошо коррелирует с высокой мета-
болической активностью этих нейронов, выявлен-
ных в нашем предыдущем исследовании гистохи-
мически [4]. В частности, высокой активности мар-
керных ферментов митохондрий, сукцинатдегид-
рогеназы и МАО, соответствует большое количе-
ство митохондрий в их цитоплазме, а высокой ак-
тивности дегидрогеназы восстановленного НАДФ
– развитая цитоплазматическая сеть.

Заключение
Предложенный метод подготовки образцов моз-

га для электронномикроскопического исследова-
ния с использованием криостатных срезов и гис-
тохимического контроля на МАО Б позволяет из-
бирательно изучать ультраструктуру мелких гис-
таминергических ядер гипоталамуса крысы.

Дана ультрамикроскопическая характеристика
нейронов гистаминергического ядра Е2 гипотала-
муса крысы. Ядра этих нейронов складчатые, со-
держат мелкозернистый хроматин и ядрышко, при-
лежащее к ядерной оболочке, имеющей много пор.
Цитоплазма изученных нейронов богата органел-
лами, а в нейропиле выявляются многочисленные
активные синапсы. В целом, ультраструктура ней-
ронов гистаминергического ядра Е2 хорошо кор-
релирует с высокой метаболической активностью
этих нейронов, показанной гистохимически, и сви-
детельствует об их высокой функциональной ак-
тивности.
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Resume
ELECTRON MICROSCOPY STUDIES OF

NEURONS OF HISTAMINERGIC NUCLEUS Е2
OF RAT HYPOTHALAMUS

S.M.Zimatkin, V.B.Kuznetsova, R.I.Kravchuk.
The method of preparation of the brain samples for

electron microscopy using crioslides and histochemical
control for MAO B is described. It lets to investigate
specifically the fine structure of the small histaminergic
nucleus of rat hypothalamus. The fine structure
description of the neurons of hypothalamus
histaminergic nucleus Е2 is given. The cytoplasma of
the neurons studied is full of organelles, in the neuropil
numerous active synapses are revealed. In general,  the
fine structure of neurons of histaminergic nucleus Е2
correlates well with the high metabolic activity of these
neurons which was shown histochemically earlier and
testifies their high functional activity.
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