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Введение. Изучение иммунореактивности NeuN, Ngb и АТФ-синтазы в развивающихся гистаминергиче-
ских нейронах представляет значительный интерес, учитывая важность и недостаточную изученность 
этих нейронов.

Цель исследования. Оценка содержания NeuN, Ngb и АТФ-синтазы в гистаминергических нейронах ядра 
Е2 мозга крыс в динамике постнатального онтогенеза.

Материал и методы. Исследование выполнено на 5, 10, 20, 45 и 90-суточных беспородных белых крысах 
с применением иммуногистохимических, цитофотометрических и статистических методов исследования.

Результаты. В развивающихся гистаминергических нейронах мозга крыс с 5 по 90 сутки после рождения 
параллельно нарастает иммунореактивность МАО Б, NeuN, Ngb и АТФ-синтазы.

Выводы. В ходе постнатального развития гистаминергических нейронов параллельно их структурно-ме-
таболическому становлению происходит синхронное возрастание иммунореактивности МАО Б, NeuN, Ngb 
и АТФ-синтазы.
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Введение
Проблема формирования мозга в онтогенезе 

– одна из приоритетных в медицине и биоло-
гии. Большое число клинических наблюдений и 
экспериментальных исследований на животных 
свидетельствует о том, что воздействие небла-
гоприятных факторов среды в определенные 
периоды развития мозга (так называемые кри-
тические периоды) оставляют длительный след, 
создают основу для развития многообразных 
патологий ЦНС [1]. С появлением в арсенале 
нейроморфологов новых методов возможности 
исследования мозга значительно расширились. 
В последние десятилетия для изучения развития 
нейронов в постнатальном онтогенезе активно 
используются молекулярные маркеры, которые 
позволяют не только определять морфологиче-
ские особенности созревания клеток, но и полу-
чать сведения об их дифференцировке и функ-
циональном состоянии. 

Так, маркер зрелых нейронов – белок NeuN 
(neuronal nuclei) – локализован в ядрах и пери-
нуклеарной цитоплазме нейронов ЦНС млеко-
питающих. Данный белок активно используется 
в иммуногистохимических исследованиях как 
универсальный нейроспецифический маркер 
при изучении дифференцировки нейронов [2]. 
Нейроглобин (Ngb) – это железосодержащий бе-
лок, который, как правило, локализуется в нерв-
ной системе позвоночных, преимущественно в 
перинуклеарных областях нервных клеток. Он 
служит для депонирования и транспорта кисло-
рода к митохондриям нейронов, тем самым спо-
собствуя поддержанию кислородного гомеоста-
за мозга [3], а также влияет на некоторые мета-
болические пути, включая поддержание ионного 
гомеостаза, энергетического метаболизма и пе-

редачу клеточных сигналов [4]. АТФ-синтаза – 
интегральный белок внутренней мембраны ми-
тохондрий. Он расположен в непосредственной 
близости к дыхательной цепи и обозначается как 
V комплекс, осуществляющий реакцию синтеза 
АТФ из АДФ.

Одна из наиболее важных нейротрансмит-
терных систем головного мозга – гистаминер-
гическая. Тела гистаминергических нейронов в 
головном мозге взрослых позвоночных ограни-
чены туберомаммиллярной областью заднего ги-
поталамуса, где они располагаются в отдельных 
группах – ядрах (Е1-Е5). Ядро Е2 самое крупное 
и содержит более половины гистаминергиче-
ских нейронов [5]. Подобно большинству других 
аминергических систем, гистаминергическая си-
стема устроена по «древовидному» принципу: 
очень небольшое количество крупноклеточных 
нейронов (в мозге крысы – лишь 3-4 тысячи,  
в мозге человека – 64 тысячи) иннервируют мил-
лиарды клеток коры и подкорковых структур, и 
таким образом участвуют в регуляции многих 
функций ЦНС [6].

Представляет значительный интерес изуче-
ние иммунореактивности перечисленных выше 
молекулярных маркеров в развивающихся ги-
стаминергических нейронах, поскольку в миро-
вой литературе данные о подобных исследова-
ниях отсутствуют.

Цель – оценка содержания NeuN, нейрогло-
бина и АТФ-синтазы в гистаминергических ней-
ронах ядра Е2 мозга крыс в динамике постна-
тального онтогенеза.

Материал и методы
Исследование выполнено на потомстве беспо-

родных белых крыс (всего 15 крысят) в соответ-
ствии с принципами биоэтики и требованиями 
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Директивы Европейского Парламента и Совета 
№ 2010/63/EU от 22.09.2010 о защите животных, 
использующихся для научных целей [7]. На дан-
ное исследование получено разрешение комите-
та по биомедицинской этике Гродненского госу-
дарственного медицинского университета (про-
токол № 1 от 30.01.2018). Животные находились 
на стандартном рационе вивария. Декапитация 
крысят осуществлялась на 5, 10, 20, 45 и 90 сут-
ки после рождения (для лучшей оценки динами-
ки развития из каждого помета брали по одному 
крысенку на каждый срок), быстро извлекали 
головной мозг, вырезали гипоталамус. Образцы 
гипоталамуса фиксировали в цинк-этанол-фор-
мальдегиде [8] при +4ºС (на ночь), затем заклю-
чали в парафин. Парафиновые срезы толщиной  
5 мкм готовили с помощью микротома (Leica RM 
2125 RTS, Германия), монтировали на предмет-
ные стекла. Препараты обрабатывали согласно 
протоколу иммуноцитохимической реакции для 
световой микроскопии, исключающей процеду-
ру теплового демаскирования антигенов [9].

Для идентификации гистаминергических 
нейронов срезы гипоталамуса обрабатывали на 
выявление маркера этих нейронов, ключевого 
фермента метаболизма гистамина моноамино-
оксидазы типа Б (МАО Б) [10]. Для иммуноги-
стохимического выявления МАО Б применяли 
первичные поликлональные кроличьи  анти-
тела против МАО Б фирмы Elabscience, cat.
No.EPP15673 (Китай) в разведении 1:100, при 
+4ºС, 20 часов, во влажной камере. Связавши-
еся первичные антитела выявляли с помощью 
набора детекции Elabscience cat.No. E-IR-R213 
(Китай).

С целью оценки созревания гистаминергиче-
ских нейронов в гипоталамусе определяли ней-
рональный ядерный белок NeuN (маркер зрелых 
нейронов) [2]. Для иммуногистохимического 
выявления NeuN применяли первичные поли-
клональные кроличьи антитела фирмы Abcam 
(Великобритания) – ab.128886 (в разведении 
1:400, при +4ºС, 20 ч, во влажной камере). Для 
выявления связавшихся первичных антител 
использовали набор EXPOSE Rabbit specific 
HRP/DAB detection IHC kit ab.80437 Abcam 
(Великобритания).

Для иммуногистохимического выявления 
нейроглобина – белка, вовлеченного в поддер-
жание газового гомеостаза клетки, – применяли 
первичные моноклональные мышиные антитела 
Anti-Ngb antibody фирмы Abcam (Великобрита-
ния, ab. 14748) в разведении 1:600 при +4ºС, экс-
позиция 20 ч, во влажной камере [3]. Для выяв-
ления связавшихся первичных антител исполь-
зовали набор EXPOSE Mouse and Rabbit specific 
HRP/DAB detection IHC kit Abcam (Великобри-
тания, ab. 80436).

Для определения иммунореактивности моле-
кулярного маркера митохондрий АТФ-синтазы 
(комплекса V, образующего АТФ из АДФ), при-
меняли первичные моноклональные мышиные 
антитела Anti-ATP5A antibody фирмы Abcam 
(Великобритания, ab. 14748) в разведении 1:2400 
при +4ºС, экспозиция 20 ч, во влажной камере. 

Для выявления связавшихся первичных антител 
использовали набор EXPOSE Mouse and Rabbit 
specific HRP/DAB detection IHC kit Abcam (Ве-
ликобритания, ab. 80436). 

Гистологические препараты изучали, фотогра-
фировали и анализировали с помощью микроско-
па Axioskop 2 plus (Zeiss, Германия), встроенной 
цифровой видеокамеры Leica (DFC 320, Герма-
ния), а также программы компьютерного анализа 
изображения Image Warp (Bit Flow, США). 

Полученные данные обрабатывали метода-
ми непараметрической статистики с помощью 
программы Statistica 10.0 (StatSoft, Inc., США). 
Сравнение групп по одному признаку проводи-
ли с помощью критерия Манна-Уитни для неза-
висимых выборок (Mann-Whitney U-test). Разли-
чия между группами считали статистически зна-
чимыми, если вероятность ошибочной оценки 
не превышала 5% (p<0,05, где р – критическое 
значение уровня значимости). 

Результаты и обсуждение
Результаты проведенного нами иммуногисто-

химического исследования показали, что с 5 по 
90 сутки постнатального развития крыс содер-
жание всех изученных молекулярных маркеров 
в гистаминергических нейронах значительно 
возрастает (рис. 1). На фотографиях видно, что 
они располагаются в виде мелкой зернистости, 
преимущественно в цитоплазме перикарионов, 
не выявляются в ядрах нейронов, их мало в ней-
ропиле, между телами нейроцитов. Отчетливо 
видно увеличение размеров гистаминергических 
нейронов и увеличение содержания изученных 
молекулярных маркеров в их цитоплазме в пост-
натальном онтогенезе (рис. 1). 

Установлено, что на пятые сутки после 
рождения в гистаминергических нейронах МАО 
Б не выявляется, с 10 по 90 сутки возрастает в 
3,7 раза (р<0,001).  С  10 по 20 сутки данный 
показатель увеличивается в 2 раза, с 20 по 45 –  
в 1,4 раза, с 45 по 90 – в 1,3 раза (рис. 2А).

Иммунореактивность ядерного белка NeuN 
(маркер зрелых нейронов) в гистаминергиче-
ских нейронах гипоталамуса с пятых по 90 сут-
ки постнатального развития возрастает в 1,4 раза 
(р<0,001). Так, в интервалах с пятых по 10 сутки, 
с 10 по 20 и с 20 по 45 сутки иммунореактив-
ность данного маркера увеличивается в 1,1 раза, 
а с 45 по 90 сутки не претерпевает значительных 
изменений (рис. 2 B).

Экспрессия Ngb (белок, вовлеченный в под-
держание кислородного гомеостаза клетки) с 
пятых по 90 сутки постнатального развития в 
гистаминергических нейронах мозга крыс воз-
растает в 1,6 раза (р<0,001). При этом с пятых 
по 10 сутки иммунореактивность данного мар-
кера увеличивается в 1,2 раза, с 10 по 20  сутки –  
в 1,1 раза, с 20 по 45 сутки – в 1,2 раза, а с 45 по 
90 сутки существенно не меняется (рис. 2 C).

Экспрессия маркера внутренней мембраны 
митохондрий АТФ-синтазы в гистаминергиче-
ских нейронах гипоталамуса крыс с пятых по 90 
сутки постнатального развития возрастает в 1,5 
раза (р<0,001). При этом в интервалах с пятых  
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Пятые сутки (C, E, G), 10 сутки (А), 90 сутки (B, D, F, H) 
Иммуноцитохимическая реакция. Цифровая микрофотография. Ув. 800

Рисунок 1. – Иммунореактивность МАО Б (A, B), NeuN (C, D), Ngb (E, F) и АТФ-синтазы (G, H) в гистаминергиче-
ских нейронах ядра Е2 гипоталамуса крыс 

Figure 1. – Immunoreactivity of MAO B (A, B), NeuN (C, D), Ngb (E, F) and ATP synthase (G, H) in E2 nucleus histaminergic neurons  
of rat hypothalamus

по 10, с 20 по 45 и с 45 по 90 сутки иммунореак-
тивность данного белка увеличивается в 1,1 раза, 
а с 10 по 20 сутки не претерпевает существенных 
изменений (рис. 2 D).

В наших предварительных исследованиях 
показано, что переход гистаминергических ней-

ронов от малодифференцированного к зрелому 
состоянию в постнатальном онтогенезе сопрово-
ждается определенными изменениями их струк-
туры. Так, с пятых по 90 сутки после рождения в 
ядре Е2 гипоталамуса крыс наблюдается значи-
тельное увеличение размеров гистаминергиче-
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Примечание: # – р<0,001, сравнение клеточных показателей гистаминергических нейронов между пятыми и 90 сутками;  
* – р<0,001, при сравнении показателей с предыдущим сроком

Рисунок 2. – Иммунореактивность МАО Б (А), NeuN (B), Ngb (C) и АТФ-синтазы (D) в гистаминергических нейро-
нах ядра Е2 гипоталамуса крыс в динамике постнатального онтогенеза (Me+IQR) 

Figure 2. – Immunoreactivity of MAO B (A), NeuN (B), Ngb (C) and ATP synthase (D) in histaminergic neurons of the nucleus E2 of rat 
hypothalamus in the dynamics of postnatal ontogenesis (Me + IQR)

ских нейронов (особенно с пятых по 10 сутки), 
при этом расстояние между их перикарионами 
возрастает (преимущественно в период синапто-
генеза, с пятых по 20 сутки), что отражает уско-
ренный рост нейропиля и приводит к существен-
ному уменьшению количества тел нейронов на 
единицу площади гистаминергического ядра 
Е2 [11]. В процессе постнатального развития в 
гистаминергических нейронах происходит ре-
организация ядерного аппарата, в результате ко-
торой в ядрах уменьшается число ядрышек и ко-
личество субъединиц рибосом, скапливающихся 
между ядрышками и кариолеммой, осуществля-
ется переход от компактных ядрышек, наблю-
даемых  у пятисуточных животных, к более 
крупным ядрышкам классического ретикуляр-
ного типа, при этом в цитоплазме увеличивается 
количество всех органелл. Таким образом, идет 
закономерное развитие функциональных аппа-
ратов клетки: энергетического, синтетического, 
а также переваривания и защиты [12].

Следует отметить, что к моменту рождения 
и в первые две недели жизни животных гиста-
минергические нейроны не выполняют в полной 
мере функцию продукции гистамина. Ранее вы-
явленное нами отсутствие на пятые сутки пост-
натального развития активности моноаминоок-
сидазы типа Б (МАО Б), маркерного фермента 
гистаминергических нейронов, свидетельствует 
о низком окислительном дезаминировании ги-

стамина в исследуемых нейронах [11]. В это 
время за формирование значительной части об-
щего пула данного биогенного амина в головном 
мозге отвечают тучные клетки [13, 14]. Однако в 
возрасте примерно двух недель постнатального 
развития общее содержание гистамина, проду-
цируемого мастоцитами, постепенно снижается 
до уровня, характерного для взрослых особей 
[14], при этом активность МАО Б в цитоплаз-
ме гистаминергических нейронов прогрессивно 
нарастает [11]. Это подтверждается данными, 
полученными при иммуногистохимическом 
исследовании, которое демонстрирует нараста-
ние иммунореактивности маркерного фермента 
гистаминергических нейронов с 10 по 90 сут-
ки постнатального развития. По мнению ряда 
ученых, снижение синтеза гистамина в тучных 
клетках обусловлено функциональным станов-
лением гистаминергических нейронов туберо-
маммиллярной области, которые также начина-
ют его вырабатывать [14].

Таким образом, после рождения животных 
дифференцировка гистаминергических нейро-
нов активно продолжается. Это сопровождается 
постепенно нарастающей в них (вплоть до 45 
суток постнатального онтогенеза)  иммуноре-
активности белка NeuN (маркера дифференци-
рующихся нервных клеток). Высокий уровень 
экспрессии NeuN сохраняется в исследованных 
нами нейроцитах и на 90 сутки. Согласно лите-
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ратурным данным, экспрессия NeuN выявляет-
ся в течение всей жизни нейрона [15]. Следует 
отметить, что присутствие данного белка ис-
ключительно в нейронах, его преимущественно 
внутриядерная локализация и способность свя-
зываться с РНК позволили ученым высказать 
предположение об участии NeuN в процессах 
нейронспецифического сплайсинга пре-мРНК. 
Косвенное подтверждение его функционирова-
ния как регулятора сплайсинга – концентриро-
вание данного белка в составе ядерных спеклов 
(ядерных телец, состоящих из интерхроматино-
вых гранул), которые являются местами хране-
ния и модификации факторов сплайсинга. Пред-
полагается участие NeuN в процессинге первич-
ной микроРНК [2]. Присутствие NeuN в течение 
всей жизни нейрона в свою очередь указывает 
на роль этого белка как постоянного регулято-
ра общих проявлений нейронального фенотипа,  
т. е. специфических признаков нейронов [15]. 

В растущей и развивающейся клетке проис-
ходит усиленный синтез пластических веществ, 
сопровождающийся активацией окислитель-
ных процессов и, соответственно, увеличени-
ем потребности клеток в кислороде. Поскольку 
нейроглобин служит для депонирования и пе-
реноса кислорода к митохондриям нейронов с 
целью обеспечения функционирования системы 
окислительного фосфорилирования [3], вполне 
закономерна его возрастающая иммунореак-
тивность в гистаминергических нейронах с пя-
тых по 90 сутки постнатального развития крыс. 
Предполагается, что белок нейроглобин должен 
концентрироваться в цитоплазматических ком-
партментах, где непосредственно происходят 
окислительные процессы [16]. Следовательно, 
наиболее вероятна его локализация в митохон-
дриях или вблизи этих органелл. Проведенные 
Lechauve и соавторами биохимические исследо-
вания указывают на присутствие нейроглобина 
в составе именно митохондриальной фракции 
[17]. Однако данные о совместном расположе-
нии этого белка и митохондриальных маркеров 
пока не получены, поэтому можно предполо-
жить, что нейроглобин локализуется только в 
части митохондрий нервных клеток. 

Активно дифференцирующиеся гистаминер-
гические нейроны нуждаются в значительном 
количестве энергии, запасаемой в макроэрги-
ческих связях АТФ, синтез которой – одна из 
основных функций митохондрий. Митохондри-
альная мембранная АТФ-синтаза продуцирует 
АТФ из АДФ с помощью трансмембранного гра-
диента протонов, который генерируется элек-
трон-транспортными комплексами дыхатель-
ной цепи. Энергия трансмембранного градиента 
используется для синтеза АТФ и для активного 
транспорта необходимых субстратов через вну-
треннюю митохондриальную мембрану. Соче-
тание этих реакций обеспечивает эффективный 
обмен ATФ-AДФ между митохондрией и ци-
тозолем, что позволяет поддерживать в клетке 
высокий уровень энергообеспечения. Во время 

дифференцировки клеток АТФ-синтаза также 
способствует формированию крист митохон-
дрий [18]. Ранее проведенное нами электрон-
но-микроскопическое исследование показало, 
что количество митохондрий в цитоплазме 
гистаминергических нейронов по мере их раз-
вития динамично нарастает, происходит раз-
витие их крист [12]. Поэтому продемонстриро-
ванное нами возрастание иммунореактивности 
АТФ-синтазы с пятых по 90 сутки постнаталь-
ного развития гистаминергических нейронов 
гипоталамуса крыс вполне соответствует нашим 
электронно-микроскопическим данным.

В цитоплазме гистаминергических нейронов, 
окрашенных на выявление иммунореактивности 
АТФ-синтазы, наблюдается преимущественно 
равномерное распределение иммунопозитивных 
гранул и глыбок. У части исследуемых нейронов 
скопление этих агрегатов визуализируется в пе-
ринуклеарной области. Поскольку АТФ-синтаза 
локализуется на внутренней мембране митохон-
дрий, расположение этих гранул и глыбок в ци-
топлазме гистаминергических нейронов, по-ви-
димому, соответствует распределению в них 
данных органелл. Такое расположение митохон-
дрий действительно характерно для гистами-
нергических нейронов гипоталамуса крыс [12]. 
В ходе дифференцировки гистаминергических 
нейронов наблюдается контакт митохондрий с 
ядерной оболочкой [12], что соответствует уста-
новленному  нами в данном исследовании ско-
плению иммунопозитивных агрегатов в перину-
клеарной области описываемых нейроцитов, ко-
торое указывает на высокий уровень обменных 
процессов со значительными энергетическими 
затратами именно в этой зоне.

Нарастание в цитоплазме гистаминергиче-
ских нейронов иммунореактивности фермента 
окислительного дезаминирования гистамина, 
МАО Б свидетельствует о формировании спе- 
цифического нейромедиаторного метаболизма 
этих нейронов в постнатальном онтогенезе. 

Результаты проведенного нами иммуноги-
стохимического исследования демонстрируют, 
что в развивающихся гистаминергических ней-
ронах гипоталамуса с пятых по 90 сутки после 
рождения синхронно нарастает  иммунореактив-
ность МАО Б, NeuN, Ngb и АТФ-синтазы. Это 
соответствует литературным данным, согласно 
которым установлена положительная корреля-
ция в мозге между экспрессией Ngb и маркера 
зрелых нейронов NeuN, а также нейроглобина и 
АТФ-синтазы [19, 20].

Заключение
В период постнатального развития гистами-

нергических нейронов ядра Е2 гипоталамуса с 
пятых по 90 сутки после рождения параллельно  
структурному и метаболическому становлению 
этих нейронов, в их цитоплазме происходит син-
хронное возрастание иммунореактивности ряда 
молекулярных маркеров: МАО Б, NeuN, нейро-
глобина и АТФ-синтазы. 
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IMMUNOREACTIVITY OF NEUN, NEUROGLOBIN AND ATP 
SYNTHASE IN DEVELOPING HISTAMINERGIC NEURONS OF THE 

RAT HYPOTHALAMUS
Zimatkin S. M., Zaerko A. V., Phedina K. М.

Grodno State Medical University, Grodno, Belarus

Of particular interest is the study of the immunoreactivity of NeuN, Ngb, and ATP synthase in developing 
histaminergic neurons, since their importance and insufficient knowledge.

Objective. Assessment of NeuN, Ngb, and ATP synthase content in E2 nucleus histaminergic neurons of rat brain 
in the dynamics of postnatal ontogenesis.

Material and methods. The study was performed on 5-, 10-, 20-, 45- and 90-day old outbred white rats using 
immunohistochemical, cytophotometric and statistical methods.

Results. In developing histaminergic neurons of rat brain the immunoreactivity of MAO B, NeuN, Ngb, and ATP 
synthase simultaneously increases from day 5 to 90 after birth.

Conclusions. During the postnatal development of histaminergic neurons in parallel with their structural and 
metabolic formation, a simultaneous increase in the immunoreactivity of MAO B, NeuN, Ngb and ATP synthase occurs.

Keywords: histaminergic neurons, NeuN, Ngb, ATP synthase, postnatal development.
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