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Аннотация

Работа выполнена на  крысах-самках линии Вистар 
в возрасте 1, 10, 20, 30, 60 суток, 1 и 2 лет после рожде-
ния (5 животных в каждой возрастной группе). Выявле-
ние нейронов, содержащих кальбиндин и кальретинин, 
проводили при  помощи меченых антител. Вторич-
ные антитела были конъюгированы с  флюорохрома-
ми FITC и CY3. Анализ препаратов проводили на флу-
оресцентном микроскопе с соответствующим набором 
светофильтров и  охлаждаемой цифровой CCD-каме-
рой Tucsen  TCC  6.1ICE. Для  анализа размеров и  про-
центного соотношения иммунопозитивных нейронов 
на цифровых изображениях гистологических препара-
тов использовали программу  Image J. В раннем пост-
натальном онтогенезе происходит увеличение доли 
кальбиндин- и  кальретинин-содержащих нейронов 
в  интрамуральных узлах кишки, что противоположно 
возрастным изменениям содержания кальций-связы-
вающих белков в  спинномозговых и  симпатических 
узлах.

Ключевые слова: автономная нервная система, 
интрамуральные узлы, кальций-связывающие белки, 
онтогенез.

Abstract

The  work was  done on  female Wistar rats aged 
1, 10, 20, 30, 60 days, 1 and 2 years after birth (5 animals 
in  each age  group). Identifi cation of  neurons containing 
calbindin and calretinin, was performed using labeled an-
tibodies. Secondary antibodies were conjugated with FITC 
and  CY3 fl uorochrome. Analysis of  drugs was  carried 
out on a fl uorescent microscope with the appropriate fi lter 
set and a  cooled digital CCD camera Tucsen TCC 6.1ICE. 
To  study the  size and  percentage of  neurons in  digital 
images of histological preparations the program Image J 
was used. In the early postnatal ontogenesis there is an in-
crease in  the  share of  calbindin- and  calretinin  — con-
taining neurons in  the  intramural nodes of  the  intestine, 
which is  the opposite of age-related changes in  the con-
tent of calcium-binding proteins in  the cerebrospinal and 
the sympathetic nodes.

Keywords: autonomic nervous system, intramural nodes, 
calcium-binding proteins, ontogenesis.
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Ионы кальция регулируют многочисленные 

биохимические процессы, происходящие в клетке. 

В современной литературе описаны разнообразные 

кальций-связывающие белки [1–3]. В структуре кле-

ток вегетативной нервной системы самые распро-

страненные это кальбиндин (КБ), кальретинин (КР) 

и парвальбумин, они относятся к EF-семейству 

кальций-связывающих белков [4]. В зависимости 

от концентрации ионов кальция эти белки по-раз-

ному взаимодействуют со своими белками-мише-

нями и регулируют активность последних [2]. В ме-

тасимпатической нервной системе относительно 

много кальбиндин-содержащих нейронов отмечено 

в симпатических сплетениях [5, 6] и интрамураль-

ных узлах кишки [7].

В процессе развития после рождения в нейро-

нах автономной нервной системы происходит ряд 

изменений нейрохимического состава [8, 9]. В том 

числе в клетках меняется процентная доля содержа-

ния различных типов кальций-связывающих бел-

ков. У крыс и кошек от момента рождения до десяти 

суток количество КБ-содержащих симпатических 

нейронов увеличивается, затем постепенно сни-

жается до конца первого месяца жизни [3, 6]. В со-

временной литературе мало данных о возрастных 

колебаниях содержания в клетках интрамуральных 

сплетений кишки КБ и КР. Целью этого исследова-

ния явилось выявление количественного содержа-

ния, морфометрических характеристик и определе-

ние топики КБ- и КР-иммунопозитивных нейронов 

в узлах межмышечного и подслизистого сплетений 

двенадцатиперстной кишки крыс в динамике от мо-

мента рождения до старости.

Исследование проведено на крысах-самках 

линии Вистар в возрасте 1, 10, 20, 30, 60 суток, 

1 и 2 лет после рождения (5 животных в каждой 

возрастной группе). При проведении эксперимен-

тов были соблюдены основные правила биоэти-

ки [10]. КБ- и КР-содержащие нейроны выявляли 

с использованием меченых антител по методике, 

ранее описанной П.М. Маслюковым и соавт. [5, 6]. 

Вторичные антитела были конъюгированы с флюо-

рохромами FITC и CY3. Препараты анализирова-

ны на флуоресцентном микроскопе Olympus BX43 

(Токио, Япония) с необходимым набором свето-

фильтров и охлаждаемой цифровой CCD-камерой 

Tucsen TCC 6.1ICE (программное обеспечение 

ISCapture 3.6, Китай). Измерение и определение 

процентного содержания иммунопозитивных ней-

ронов на цифровых микрофотографиях гистологи-

ческих срезов осуществляли с помощью програм-

мы Image J (NIH, США; http://rsb.info.nih.gov/ĳ /). 

Статистический анализ основан на определении 

среднего арифметического значения и стандартной 

ошибки. Результаты различий считали статисти-

чески значимыми при p < 0,05, ориентировались 

по величине t-критерия Стьюдента.

Исследование показало: у крыс всех исследо-

ванных возрастных групп в межмышечном спле-

тении двенадцатиперстной кишки выявлялись 

КБ- и КР-иммунопозитивные нейроны, появление 

этих нейронов в подслизистых узлах начинается 

с возраста десяти суток. Сразу после рождения про-

центная доля КБ- и КР-реактивных клеток не пре-

вышала 24 % и 20,3 % соответственно. В первые 

десять дней жизни крысят доля КР-иммунореактив-

ных нейронов росла существенно — до 43 % и далее 

достоверно не колебалась до самой смерти. Количе-

ство КБ-содержащих нейронов заметно увеличива-

лось в первые 20 суток жизни, к концу обозначенно-

го периода доходя до пика своего значения в 64,3 %, 

затем их процентная доля несущественно снижалась 

к концу 30-го дня (до 56,3 %) и далее достоверно 

не изменялась на протяжении всей жизни крыс.

Площадь сечения КБ- и КР-позитивных ней-

ронов в подслизистом и межмышечном нервных 

сплетениях двенадцатиперстной кишки крыс так-

же подвержена возрастным колебаниям, и значения 

этого параметра приведены в табл. 1.

Обращает внимание, что площадь сечения им-

мунопозитивных нейронов в нервных сплетениях 

двенадцатиперстной кишки крысы всех исследован-

ных возрастных периодов превышает аналогичный 

показатель по иммунонегативным нейронам. Пло-

щадь сечения КР-позитивных нейронов снижается 

к возрасту 10 дней и возвращается почти к исходно-

му показателю к 20-му дню жизни. В целом отмеча-

ется тенденция к увеличению этого параметра в те-

чение жизни. Площадь сечения иммунопозитивных 

нейронов в стенке кишки старых крыс практически 

такая же, как и в возрасте 6 месяцев.

Поддержание определенной концентрации ионов 

кальция имеет важное значение как один из факто-

ров, регулирующих пластичность синапсов и их фор-

Таблица 1

Площадь сечения клеток (в мкм2)

Возраст

Межмышечное 

нервное сплетение

Подслизистое нерв-

ное сплетение

КР(+) КР(−) КБ(+) КБ(−)

Новорожденные 168 ± 8 128 ± 4 — —

10 дней 131 ± 6** 112 ± 4 121 ± 6** 104 ± 5

20 дней 169 ± 9* 120 ± 6 170 ± 6* 125 ± 7

1 месяц 195 ± 11* 152 ± 7 206 ± 10* 157 ± 6

2 месяца 265 ± 18* 158 ± 14 282 ± 19* 159 ± 12

6 месяцев 257 ± 13** 161 ± 12 270 ± 17** 173 ± 12

1 год 271 ± 19* 171 ± 16 266 ± 15* 176 ± 16

2 года 268 ± 15* 169 ± 15 261 ± 13* 169 ± 15

* p < 0,05, ** p < 0,01, в сравнении с иммунонегативными нейронами.
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мирование. Концентрация Са2+ может изменяться 

в пространстве и во времени, и существенная роль 

в ее регуляции отводится КБ и КР [1, 2, 10]. В фор-

мирующихся нейронах ионы кальция участвуют 

в регуляции роста клеток и развитии их структурной 

пластичности. В частности, в формировании конуса 

роста и развития дендритов, что по времени совпада-

ет с ростом процентной доли нейронов, содержащих 

кальций-связывающие белки [11]. У взрослых живот-

ных кальций-связывающие белки играют роль каль-

циевых сенсоров и участвуют в поддержании уровня 

кальция в нейронах интрамуральных сплетений.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Доля кальбиндин- и кальретинин-иммунопози-

тивных нейронов в интрамуральных вегетативных 

сплетениях двенадцатиперстной кишки крыс в ран-

нем постнатальном онтогенезе возрастает, тогда как 

с увеличением возраста животных количество каль-

ций-связывающих белков в сенсорных спинномоз-

говых и симпатических узлах наоборот — снижает-

ся. Полное формирование нейронов вегетативной 

нервной системы, содержащих различные виды 

кальций-связывающих белков, завершается к концу 

первого месяца жизни. У пожилых и старых крыс ко-

личество кальбиндин- и кальретинин-позитивных 

нейронов в межмышечном и подслизистом сплете-

ниях кишки не изменяется.
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