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В предыдущих исследованиях нами было обнаружено подавление пролиферации клеток в герми-
нативной области зубчатой извилины после однократного введения хемоконвульсанта пентилен-
тетразола в субконвульсивной дозе. В настоящей работе мы показали, что это снижение проли-
ферации развивается на фоне острого анксиогенного эффекта пентилентетразола и характерно 
для задней части гиппокампа, где происходит также снижение числа клеток, экспрессирующих 
нейрональную NO-синтазу. Наблюдаемые изменения сопровождаются также снижением уровня 
белка nNOS в гиппокампе. В совокупности данные наблюдения могут указывать на возможное 
участие nNOS в подавлении пролиферации клеток зубчатой извилины заднего гиппокампа при 
развитии анксиогенного эффекта пентилентетразола.
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 ВВЕДЕНИЕ

Постнатальный нейрогенез, то есть образование 
новых нейронов после рождения и в течение всей 
жизни, происходит в  зубчатой извилине гиппо-
кампа у большинства видов млекопитающих, вклю-
чая человека [1], хотя активный нейрогенез у взрос-
лых людей все еще остается в существенной степени 
предметом дискуссий [2–4]. Клетки-предшествен-
ники нейронов пролиферируют в зубчатой извилине 
на границе между гранулярным слоем и лежащим 
под ним полиморфным слоем (хилусом). Большин-
ство новых клеток становятся гранулярными нейро-
нами, и весь процесс созревания занимает у грызу-
нов около 30 дней [5, 6]. Существующие гипотезы 
предполагают участие новых нейронов в выполне-
нии ряда функций, зависящих от гиппокампа, таких 
как обучение, память и регуляция эмоций. С другой 
сторны, нарушения нейрогенеза в гиппокампе мо-
гут участвовать в патогенезе различных нейропси-
хических расстройств, таких как генерализованное 

тревожное расстройство, депрессия и эпилепсия, 
и развитии коморбидности между ними [7, 8]. 

Ранее мы обнаружили снижение пролиферации 
клеток в нескольких герминативных зонах мозга 
(субвентрикулярной области боковых желудочков 
и субгранулярном слое зубчатой извилины гиппо-
кампа) на ранних этапах эпилептогенеза в модели 
пентилентетразолового киндлинга [9]. Известно, 
что снижение пролиферации новых клеток в гип-
покампе может наблюдаться при стрессе и связан-
ном с ним повышенном уровне глюкокортикои-
дов [10, 11]. Кроме того, существенную роль в регу-
ляции пролиферации и дифференцировки клеток 
играет система оксида азота [12].

В связи с  этим мы предположили, что обна-
руженное подавление пролиферации может быть 
связано с анксиогенным действием пентилентетра
зола (ПТЗ) в субконвульсивной дозе, которая была 
использована для выработки киндлинга, и сопро-
вождаться локальными изменениями активности 
нитрергической системы. Проверка этого предпо-
ложения была целью нашей настоящей работы.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ 
РАБОТЫ
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МЕТОДЫ

Исследование тревожности после однократного 
ведения ПТЗ. Для оценки тревожности в поведе-
нии животных после введения ПТЗ в субконвуль-
сивной дозе использовали тест в приподнятом кре-
стообразном лабиринте. В данном эксперименте 
было использовано 20 крыс-самцов линии Вистар 
массой 200–250 г в возрасте 3 мес. Животных со-
держали в условиях вивария при искусственном 
световом режиме (день 8:00 – 20:00) и свободном 
доступе к  воде и  пище по 5 животных в  клетке. 
Перед экспериментом животных приучали к ру-
кам в течение 4 дней. Десяти животным вводили 
ПТЗ внутрибрюшинно в субконвульсивной дозе 
37.5 мг/кг. ПТЗ растворяли в изотоническом (0.9%) 
растворе NaCl из расчета 1 мл/кг. Десяти крысам 
контрольной группы вводили чистый раствор NaCl 
в эквивалентном объеме. Через 5 мин после инъ-
екции животных помещали в центр приподнятого 
крестообразного лабиринта, и в течение 5 минут 
записывали поведение животного при помощи ви-
деокамеры. После окончания теста животных воз-
вращали в домашнюю клетку. Между животными 
лабиринт очищали от загрязнений и обрабатывали 
70° этиловым спиртом. 

Маркирование пролиферации и  подготовка 
ткани к исследованию. На следующий день после 
введения ПТЗ или NaCl и  теста в  крестообраз-
ном лабиринте части животных (n = 4 для каждой 
группы) производили мечение пролиферирующих 
клеток при помощи синтетического нуклеотида 
5-бром-2’-дезоксиуридина (BrdU), который вво-
дили внутрибрюшинно 4 раза в дозе 50 мг/кг с ин-
тервалами по 2 часа. Спустя 30 минут после четвер-
той инъекции BrdU животных перфузировали рас-
твором AFA (96%-ный этиловый спирт, 39%-ный 
формалин, ледяная уксусная кислота, в отношении 
7:2:1), извлекали головной мозг и дофиксировали 
его в фиксаторе AFA. Мозг хранили в 70% этаноле 
до использования. Перед дегидратацией мозг пе-
реносили в  96% этанол на ночь. Дегидратацию 
и парафинирование образцов осуществляли в сле-
дующем порядке: изопропанол (2 раза по 30 мин) ‒ 
смесь изопропанол:хлороформ (2:1, затем 1:1, за-
тем 1:2, во всех случаях – до погружения образца 
на дно) ‒ хлороформ (2 раза по 20 мин) ‒ заливка 
в две смены жидкого парафина (в термостате при 
t = 56–60°C, первый раз в течение ночи, второй 
раз  в течение 2–3 часов) ‒ окончательная заливка 
парафином. После затвердения парафиновых бло-
ков готовили ленты серийных фронтальных срезов 
толщиной 10 мкм на всем протяжении мозга.

Иммуногистохимическое окрашивание. В  ра-
боте  исследовали включение BrdU в ядра и экс-
прессию нейрональной NO-синтазы (nNOS) 
в  клетках мозга. В  обоих случаях применяли 
непрямой иммунопероксидазный метод. Для 

окрашивания в каждом случае отбирали серийные 
срезы мозга на всем его протяжении с интервалом 
250 мкм между срезами и наклеивали их на стекла 
Superfrost/Plus (Fisher Scientific, USA). Затем полу-
ченные препараты депарафинировали и промы-
вали в дистиллированной воде. Перед окрашива-
нием и в промежутках между различными стади-
ями срезы промывали в 0.01 М фосфатно-солевом 
буфере (PBS). Для подавления эндогенной перок-
сидазной активности на срезы наносили 3% рас-
твор Н2О2 в 0.01 М PBS на 10 мин. При окраши-
вании BrdU проводили дополнительное кислотное 
экспонирование антигенных участков ДНК в 2 M 
HCl при 37°C в течение 30 мин, после чего ней-
трализовали кислый pH инкубацией в щелочном 
0.1 М растворе Na2B2O7 (pH = 9.5; 10 мин). При 
окрашивании nNOS этап кислотного экспонирова-
ния пропускали, переходя непосредственно к ста-
дии блокировки. Блокировку проводили в течение 
1 часа раствором, содержащим 5% козьей сыво-
ротки (Gibco, USA) и 0.3% Тритона X-100 в 0.01 M 
PBS. Раствор такого же состава использовали 
в дальнейшем для растворения первичных и вто-
ричных антител. С первичными антителами срезы 
инкубировали в течение ночи при +4°C (монокло-
нальные IgG мыши к BrdU BD Pharmingen, США, 
1:2000 или поликлональные IgG кролика к nNOS, 
Chemicon, США, 1:4000). После этого на 2 часа 
наносили вторичные антитела – биотинилирован-
ные IgG козы к IgG мыши или биотинилирован-
ные IgG козы к IgG кролика (Sigma, USA) в разве-
дении 1:800. Затем на связавшиеся биотинилиро-
ванные антитела осаждали авидин-пероксидазный 
комплекс ABC Vectastain kit (Vector Laboratories, 
США), растворенный в 0.01 M PBS в соотноше-
нии 1:100 (1 час). Для проявки пероксидазной ак-
тивности использовали хромогенный субстрат 3, 
3’-диаминобензидин (DAB, SigmaFast kit, Sigma, 
США). Рабочий раствор DAB наносили на срезы 
и следили за развитием окраски под бинокуляр-
ной лупой. Через 3−5 мин реакцию останавливали 
промывкой в 0.01 M PBS. Затем срезы отмывали от 
остатков раствора DAB и заключали под покровное 
стекло с использованием раствора Permount (Fisher 
Scientific, США).

Количественный анализ результатов иммуноги-
стохимического окрашивания. Подсчет BrdU-по-
зитивных (BrdU+) клеток проводили в зубчатой 
извилине гиппокампа вручную на микроскопе 
Olympus CX-41 (Olympus Optical, Япония) при уве-
личении ×200. В качестве позитивно окрашенных 
подсчитывали клетки, имеющие выраженное тем-
но-коричневое окрашивание ядра или имеющие 
прозрачное ядро с сильноокрашенными глыбча-
тыми включениями в нем; в обоих случаях крите-
рием учета было наличие видимой четкой границы 
ядра в  плоскости среза. Качество окраски сре-
зов предварительно проверяли по интенсивности 
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окрашивания ядер пролиферирующих клеток 
мягкой мозговой оболочки. В зубчатой извилине 
подсчет BrdU+ клеток осуществляли на всем про-
тяжении ее герминативной зоны, т.е. в грануляр-
ном и  субгранулярном слое, определяемом как 
область толщиной в два тела нейрона (~ 20 мкм), 
прилежащую к гранулярному слою с его внутрен-
ней стороны [13]. Затем срезы фотографировали 
и определяли площадь герминативной зоны на ка-
ждом срезе, используя программу Image Pro (Media 
Cybernetics, Inc.). Итоговый результат выражали 
в виде числа BrdU+ клеток на мм2. Объем исследо-
ванных герминативных зон достоверно не разли-
чался у животных разных групп.

Клетки, окрашенные на нейрональную изо-
форму NO-синтазы (nNOS+), обнаруживались 
во всех основных отделах мозга. Подсчет nNOS+ 
клеток выполняли как в гиппокампе, так и в коре 
больших полушарий. В гиппокампе анализировали 
зубчатую извилину (гранулярный слой), поле СА4, 
поле CA1 (пирамидный слой), а также радиальный 
слой в пределах полей СА1−CA3. В указанных от-
делах подсчитывали все nNOS+ клетки в границах, 
определяемых согласно атласу [14]. Число nNOS+ 
клеток в каждой исследуемой структуре соотно-
сили с площадью, занимаемой данной структурой 
на микрофотографиях, и выражали в виде числа 
nNOS+ клеток на мм2. В коре больших полуша-
рий (неокортексе) nNOS+ клетки подсчитывали на 
каждом срезе в 5 случайно выбранных полях зрения 
площадью по 1 мм2 каждое при увеличении ×100. 
Совокупно данные области подсчета охватывали 
практически всю площадь коры на срезе в пределах 
всех шести слоев коры. Результаты усредняли по 
всем полям зрения для каждого животного и выра-
жали как число nNOS+ клеток на мм2.

В связи с  предполагаемой неоднородностью 
структур гиппокампа вдоль его передне-задней 
оси проводили раздельный анализ плотности 
клеток (BrdU+ и nNOS+) в передней и задней его 
частях. Условной границей между этими частями 
был выбран уровень 4.3 мм каудальнее брегмы. 
Установка границы на этом уровне была обуслов-
лена тем, что данная фронтальная плоскость де-
лит гиппокамп примерно поровну в передне-за-
днем направлении (от –2.3 до –4.3 и от –4.3 до 
–6.3 мм), а также с наличием удобного анатоми-
ческого ориентира – появления вентральной пор-
ции зубчатой извилины на более каудальных сре-
зах. В передней и задней частях гиппокампа число 
клеток так же приводили к площадям соответству-
ющих структур. 

Подготовка ткани к биохимическому исследованию. 
На следующий день после инъекции ПТЗ или NaCl 
часть животных, которым не вводили BrdU (n = 6 для 
каждой группы), декапитировали, извлекали голов-
ной мозг и на льду выделяли кору больших полуша-
рий и гиппокамп, которые замораживали в жидком 

азоте и до использования хранили при t = ‒80°C. 
Гомогенизацию струкутр проводили в тризол-бу-
фере в соотношении 15:1 (мл:г). Белок выделяли для 
каждого животного из двух параллельных порций 
гомогената (по 0.5 мл). В дальнейшем параллель-
ные пробы обрабатывали независимо, при анализе 
из двух параллельных результатов учитывали одно 
наиболее высокое значение.

Выделение белковой фракции из гомогенатов: 
1) к 0.5 мл гомогената добавляли равный объем 

глицерина и  смешивали, после чего добавляли 
0.2  мл хлороформа, тщательно перемешивали 
в шейкере в течение 15 с, после чего оставляли на 
15 мин до разделения фаз;

2) центрифугировали пробы при 12000 g и +4°С 
в течение 15 мин, после чего отбирали всю верх-
нюю фазу, добавляли к остаткам 0.15 мл этанола, 
перемешивали top-bottom и через 1 мин повторно 
центрифугировали при тех же условиях в течение 
5 мин; 

3) отбирали 300−400 мкл органической фазы, 
к которой добавляли ацетон в соотношении 1:3 и вы-
держивали в течение 2 мин, после чего в течение 
5 мин центрифугировали при 1000 g и +4°С;

4) отбирали надосадочную жидкость, к осадку до-
бавляли 500 мкл суспендирующего буфера (0.3 М ги-
дрохлорида гуанидина и 2.5% глицерина в 96%-ном 
этаноле), затем тщательно перемешивали в шей-
кере в  течение 5 мин и  центрифугировали при 
12000 g и 4°С в течение 5 мин;

5) отбирали надосадочную жидкость, к осадку 
добавляли растворяющий буфер (25 мМ HEPES, 
0.1 мМ ЭДТА, 0.01 мМ неокуприна, 2.5% SDS) 
и размешивали в шейкере в течение 1 часа.

После выделения белковой фракции проводили 
определение концентрации белка в каждой пробе 
по поглощению света при 280 и 260 нм при помощи 
спектрофотометра Ultrospec II (LKB  Biochrom, 
UK), после чего разводили все образцы до концен-
трации белка 6 мг/мл.

Определение содержания белка nNOS в тканях 
коры и гиппокампа. Для оценки изменений коли-
чества белка nNOS в тканях коры и гиппокампа 
крыс после однократного введения ПТЗ использо-
вали метод Western-blot. Все пробы нормировали 
по содержанию α-тубулина, определяемому тем же 
методом. Перед использованием в белковые пробы 
добавляли 5-кратный буфер в соотношении 4:1, 
после чего кипятили с целью денатурации струк-
туры белка. Для гель-электрофореза готовили по-
лиакриламидный гель (7.5% для nNOS и 12% для 
тубулина) толщиной 0.75 мм. Электрофорез про-
водили в течение 2 часов при силе тока 45 мА/пла-
стину. После окончания электрофореза вырезали 
полосы геля, соответсвующие массе целевых бел-
ков, и укладывали их в систему для переноски на 
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нитроцеллюлозную мембрану. Перенос осущест-
вляли влажным способом в течение ночи при силе 
тока 90 мА/контейнер при +4°С. Нитроцеллюлоз-
ные мембраны промывали в TNT 3 раза по 5 мин, 
после чего блокировали в обезжиренном молоке, 
разведенном в TNT (10% для nNOS, 5% для тубу-
лина), в течение 1 часа. Затем проводили инкуба-
цию с первичными антителами (кроличьими поли-
клональными к nNOS, Chemicon Int., США, 1:4000 
в 10% молоке, или мышиными моноклональными 
к α-тубулину, Sigma, США, 1:10000 в 2% молоке) 
в течение 2 часов. После этого мембраны промы-
вали в TNT 4 раза по 5 мин, наносили вторичные 
антитела, коньюгированные с пероксидазой (для 
nNOS ‒ IgG козы к IgG кролика, Bio-Rad, США; 
для α-тубулина ‒ IgG козы к IgG мыши, Bio-Rad, 
США; в обоих случаях антитела разводили в обе-
зжиренном 1% молоке в  соотношении 1:1000) 
и инкубировали в течение 1 часа. После отмывки 
вторичных антител (4 раза по 5 мин в TNT) мем-
браны инкубировали в течение 3 минут c люми-
нол-перекисной смесью ECL Plus (Amersham, 
США) и регистрировали свечение на пленке X-Ray 
RetinA XBM Blue sensitive, после чего проявляли 
и фиксировали фотоизображение. Цифровую об-
работку фотоизображений проводили с помощью 
программы Total Lab.

Статистическая обработка результатов. Резуль-
таты обрабатывали с использованием программы 
Statistica 8.0 (StatSoft, США). Поскольку распре-
деление сравниваемых параметров носило не-
правильный характер, а число значений в каждй 
группе было небольшим, группы сравнивали между 

собой методом Mann-Whitney. Различия считали 
достоверными при p < 0.05. Данные представлены 
в виде M±S.E.M.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Поведение животных после однократного введе-
ния ПТЗ в субконвульсивной дозе. Введение ПТЗ 
в дозе 37.5 мг/кг не вызывало существенных внеш-
них проявлений судорожной активности, за ис-
ключением кратковременных периодов замирания 
или лицевых автоматизмов, тремора вибрисс, что 
оценивалось не выше 1 балла по шкале Racine [15]. 
В приподнятом крестообразном лабиринте, куда 
животных помещали спустя 5 минут после введе-
ния ПТЗ или раствора NaCl, крысы обеих групп 
большую часть времени теста проводили в закры-
тых рукавах. Время, проведенное в открытом ру-
каве, имело тенденцию (p < 0.1) к снижению после 
введения ПТЗ (таблица 1, рис. 1). Число посещений 
открытого рукава у животных, получивших ПТЗ, 
было достоверно ниже, чем у животных контроль-
ной группы (таблица 1, рис. 1а). Тем не менее, 
число посещений закрытого рукава также отли-
чалось в меньшую сторону у животных после вве-
дения ПТЗ, что дало основание заподозрить сни-
жение двигательной активности. Действительно, 
подсчет длины пройденного пути по числу пере-
сеченных квадратов в  лабиринте показал досто-
верное снижение этого показателя у  крыс после 
введения ПТЗ (рис. 1в). Для того, чтобы оценить 
тревожность животных с учетом различной двига-
тельной активности, отдельно подсчитывали число 

Таблица 1. Поведение животных в тесте приподнятого крестообразного лабиринта. Жирным шрифтом отмечены 
различия, которые считали достоверными при принятом уровне значимости p < 0.05 (тест Манна-Уитни)

 
 

контроль ПТЗ (37,5)
p (M-W test)

среднее ± S.E.M. среднее ± S.E.M.

Входов в:

открытый рукав 0.9 0.4 0.1 0.1 0.0435

закрытый рукав 2.5 0.4 1.0 0.0 0.0017

центр 2.4 0.6 0.1 0.1 0.0036

Время 
в (с):

открытом рукаве 10.5 6.1 3.6 3.6 0.0858

закрытом рукаве 274.7 7.7 286.3 4.2 0.2451

центре 14.8 3.0 10.1 1.7 0.2429

Число стоек 17.2 1.6 0.6 0.4 0.0003

Число свешиваний 3.1 0.9 0.1 0.1 0.0015

Число пересеченных секторов 29.8 4.6 9.6 2.7 0.0021

Двигательная активность в светлом рукаве, % 9.5 3.0 4.2 4.2 0.0290
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пересеченных секторов в светлой (открытый рукав 
и центр) и темной (закрытый рукав) частях лаби-
ринта. У животных контрольной группы по сравне-
нию с животными, получившими ПТЗ, достоверно 
большая доля двигательной активности приходилась 
на открытую часть лабиринта (p < 0.05; M-W test, 
таблица 1, рис. 1г). Кроме того, действие ПТЗ про-
являлось также в  подавлении исследовательской 
активности (снижение числа стоек с 17.2 ± 1.6 до  
0.6 ± 0.4, p < 0.001, M-W test; числа свешиваний 
с 3.1 ± 0.9 до 0.1 ± 0.1, p < 0.005, M-W test; таблица 1, 
рис. 1д – е).

Таким образом, можно заключить, что введе-
ние ПТЗ в дозе 37.5 мг/кг не сопровождалось раз-
витием видимых моторных судорог, но приводило 
к угнетению моторной и исследовательской актив-
ности, а также к повышению уровня тревожности 
крыс.

Пролиферация клеток в  герминативной зоне 
гиппокампа. В  передней части зубчатой изви-
лины (ростральнее уровня брегма –4.3 мм) после 
введения ПТЗ плотность пролиферирующих кле-
ток достоверно не изменялась (p > 0.1, M-W test). 
В задней же, каудальной части, где у контрольных 

Рис. 1. Поведение животных в тесте приподнятого крестообразного лабиринта. Число входов (а) и время в откры-
том рукаве (б), общее число пересеченных секторов (в) и их доля в светлом рукаве (г), число стоек (д) и свешива-
ний (е). Данные приведены в виде M ± SEM. # – p < 0.1, * – p < 0.05, *** – p < 0.005, тест Манна-Уитни, отличие 
от контрольной группы.

Рис. 2. Пролиферация клеток в герминативной зоне зубчатой извилины после введения ПТЗ в субконвульсивной 
дозе. а – стрелками отмечено иммуногистохимичесоке окрашивание включения BrdU в ядра клеток на границе 
гранулярного (гр) и полиморфного (пол) слоев зубчатой извилины (увеличение ×400, шкала 100 мкм). б – число 
BrdU+ клеток в зубчатой извилине переднего и заднего гиппокампа. Данные приведены в виде M ± SEM. * – от-
личие от контрольной группы, p < 0.05, тест Манна-Уитни.
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Рис. 4. Определение белка nNOS методом вестерн-блот в мозге после введения ПТЗ в субконвульсивной дозе. а – 
гиппокамп, б – неокортекс. Резкультаты представлены как отношение оптических плотностей полос nNOS и α-ту-
булина и выражены в относительных единицах. Данные приведены в виде M ± SEM. * – отличие от контрольной 
группы, p < 0.05, тест Манна-Уитни.

Рис. 3. Иммуногистохимическое окрашивание nNOS в клетках мозга после введения ПТЗ в субконвульсивной 
дозе. а – г, число nNOS+ клеток в различных отделах гиппокампа (а – в пирамидном слое поля СА1, б – в зуб-
чатой извилине, в – в поле СА4, г – в радиальном слое полей СА1-СА3). Данные приведены в виде M ± SEM 
отдельно для передней и задней частей гиппокампа. * – отличие от контрольной группы, p < 0.05, тест Ман-
на-Уитни. д – число nNOS+ клеток в неокортексе, различий между группами нет. е – з, примеры иммуногисто-
химического окрашивания nNOS в различных отделах мозга (е – неокортекс, ж – зубчатая извилина, з – после 
СА1, увеличение ×400, шкала 100 мкм для всех изображений). Пунктирной линией указаны границы между гра-
нулярным (гр) и полиморфным (пол) слоями зубчатой извилины (ж) и пирамидным (пир) и радиальным (рад) 
слоями поля СА1 (з). 
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животных плотность расположения BrdU+ клеток 
была заметно выше, после введения ПТЗ наблюда-
лось достоверное снижение интенсивности проли-
ферации (p < 0.05; M-W test; рис. 2б).

Изменения в  нитрергической системе. Число 
nNOS+ клеток в переднем гиппокампе значимо не 
менялось, тогда как в заднем гиппокампе отмеча-
лось достоверное снижение числа nNOS+ клеток 
в пирамидном слое поля СА1 (рис. 3а). Уровень 
белка nNOS в  тканях гиппокампа также досто-
верно снижался после введения ПТЗ (рис. 4а).

В неокортексе число nNOS+ клеток значимо не 
менялось, чему соответствовало отсутствие изме-
нений в содержании белка nNOS в тканях коры, 
определямом по методу вестерн-блот (рис. 3д; 
рис. 4б).

ОБСУЖДЕНИЕ

Пентилентетразол (ПТЗ) является блокатором 
пикротоксинового сайта ГАМКA-рецептора [16], на-
рушающим вход ионов Cl− в нейрон и приводящим 
к ослаблению торможения и развитию деполяриза-
ции [17]. Кроме того, ПТЗ вызывает снижение плот-
ности ГАМКА-рецепторов в мозге, а также усиление 
глутаматергической передачи [18–20]. Следствием 
этого является повышение возбудимости нейронов, 
снижение судорожного порога и развитие судорож-
ной активности. Эти свойства определяют ценность 
ПТЗ в качестве препарата в различных схемах моде-
лирования судорог. В малых дозах ПТЗ может об-
ладать также анксиогенными свойствами [21–24], 
связанными с тем же механизмом блокады ГАМ-
КA-рецептора. В нашем исследовании для оценки 
тревожности мы использовали тест в  приподня-
том крестообразном лабиринте [25]. Введение ПТЗ 
в субконвульсивной дозе приводило к угнетению 
моторной и исследовательской активности, а также 
уменьшало число выходов в светлый рукав и двига-
тельную активность в светлом рукаве. Последний 
показатель подсчитывали для того, чтобы внести по-
правку на общее уменьшение двигательной активно-
сти после введения ПТЗ. Таким образом, поведение 
животных в крестообразном лабиринте свидетель-
ствовало в пользу анксиогенного эффекта исполь-
зованной нами дозы ПТЗ (37.5 мг/кг). Известно, 
что глюкокортикоидные гормоны, выделяющиеся 
во время стресса, способны подавлять клеточную 
пролиферацию в герминативных зонах мозга [26]. 
По-видимому, наблюдавшееся снижение проли-
ферации клеток в зубчатой извилине частично свя-
зано с повышением уровня тревожности у подо-
пытных животных после введения субконвульсив-
ной дозы ПТЗ.

Ранее нами было показано снижение проли-
ферации клеток в  герминативных зонах мозга 
(субвентрикулярной области боковых желудоч-
ков и  субгранулярном слое зубчатой извилины 

гиппокампа) после однократного введения ПТЗ 
в субконвульсивной дозе в ходе развития пенти-
лентетразолового киндлинга [9]. Результаты дан-
ного исследования предполагают, что обнаружен-
ное подавление пролиферации более характерно 
для задних (каудальных или вентральных) отделов 
гиппокампа крыс, но не для передней его части. 
Известно, что задний гиппокамп, благодаря своим 
тесным анатомическим связям с миндалевидным 
комплексом, задействуется в формировании эмо-
циональных реакций [27, 28]. В этой связи можно 
предположить наличие связи между наблюдающи-
мися реакциями тревожного поведения и селек-
тивным снижением пролиферации клеток в ней-
рогенной нише задней части зубчатой извилины.

Ранее было показано, что и  однократные, 
и  хронические судороги, вызванные введением 
ПТЗ (в  частности, киндлинг), сопровождаются 
увеличением экспрессии nNOS в зубчатой изви-
лине и увеличением продукции NO [29–32]. При 
этом увеличение экспрессии nNOS в гиппокампе 
на фоне острой судорожной активности сопрово-
ждалось также увеличением числа пролифериру-
ющих клеток, а ингибирование nNOS приводило 
к относительному ослаблению вызванной судоро-
гами клеточной пролиферации [29]. В нашей ра-
боте, напротив, снижение пролиферации клеток 
после введения ПТЗ в субконвульсивной дозе, не 
приводящей к развитию моторных судорог, сопро-
вождалось снижением уровня белка nNOS и числа 
nNOS+ клеток в гиппокампе, причем и снижение 
пролиферации, и снижение числа nNOS+ клеток 
происходило в заднем отделе гиппокампа.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В нашей работе показано, что обнаруженное 
ранее снижение пролиферации клеток в зубчатой 
извилине гиппокампа после однократного введе-
ния ПТЗ в субконвульсивной дозе развивается на 
фоне острого анксиогенного эффекта ПТЗ и харак-
терно лишь для задней части гиппокампа. Там же, 
в задней чаcти гиппокампа, введение ПТЗ приво-
дит к снижению числа nNOS+ клеток в поле СА1. 
В гиппокампе в целом также снижается уровень 
белка nNOS, тогда как в неокортексе ни уровень 
белка, ни число nNOS+ клеток достоверно не ме-
няются. В совокупности данные наблюдения могут 
указывать на возможное участие nNOS в локаль-
ном подавлении пролиферации клеток зубчатой 
извилины заднего гиппокампа при развитии анк-
сиогенного эффекта ПТЗ. 
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Anxiogenic Effect of Pentylenetetrazole in a Subconvulsive Dose is Accompanied  
by Decreased Cellular Proliferation and Neuronal NO-Synthase Expression  

in the Posterior Portion of the Hippocampus

V. A. Aniol1, M. Yu. Stepanichev1, A. A. Yakovlev1, N. A. Lazareva1, and N. V. Gulyaeva1

1Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology, RAS, Moscow, Russia

In our previous studies, we have found a suppressive effect of a single administration of pentylenetetrazole 
(PTZ) in a subconvulsive dose on cellular proliferation in the dentate gyrus. In the present work, we 
show that this decrease in proliferation develops after acute anxiogenic effect of PTZ and is present only 
in the posterior portion of the hippocampus, where a decrease in the number of neuronal NO synthase 
expressing cells has been also found. These changes are also accompanied by a decrease in the level 
of nNOS protein in the hippocampus. Taken together, these observations may indicate the possible 
involvement of nNOS in the suppression of cellular proliferation in the dentate gyrus of the posterior 
hippocampus during the development of the anxiogenic effect of PTZ.

Key words: adult neurogenesis, BrdU, pentylenetetrazole, nNOS, hippocampus, dentate gyrus, anxiety
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