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Монооксид азота (NO) принимает участие в ре-
гуляции различных физиологических функций [1, 2,
6]. Имеются данные о том, что NO может являться
одним из важнейших факторов, участвующих в
развитии структуры и функции центральной нервной
системы, являясь молекулой, вызывающей гибель
определенных клеточных структур, а также играя
важную роль в механизмах роста нервных оконча-
ний и формирования синапсов [4]. Получены дока-
зательства участия NO в центральных механиз-
мах терморегуляции при перегревании и экспери-
ментальной лихорадке [3].

Несмотря на обилие фактического материала,
свидетельствующего об участии NO в регуляции
различных физиологических функций, а также в
развитии центральной нервной системы, становле-
ние центральных NO-ергических структур в эмб-
риональном периоде остается неизученным.

Целью данной работы явилось изучение ста-
новления NO-ергических структур переднего ги-
поталамуса эмбрионов утки в пренатальном онто-
генезе, а также влияния температурного фактора
на этот процесс.

Материалы и методы исследования.
В экспериментальной части работы использо-

вались эмбрионы утки в возрасте 20, 23, 28 и 33
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Целью работы было изучение становления NO-ергических структур пере-
днего гипоталамуса эмбрионов утки как представителя гомотермных птиц в
период эмбрионального развития. Эксперименты показали, что субталами-
ческая область 23-дневного эмбриона утки имела НАДФН-д-содержащие ней-
роны. Также было установлено, что 20-дневный эмбрион, инкубированный при
низкой температуре, обладал СNО активностью. Этот факт следует учиты-
вать при дальнейшем исследовании влияния NO-зависимых механизмов на тер-
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The aim of this work was the study of the formation of NO-ergic structures of the

frontal hypothalamus of duck embryos as the representative of homoiotermic birds
within the period of embryo development in this process. The experiments showed
that the subthalamic area of 23-day-old duck embryos containsed NADFH-d/CNO-
positive neurons. It was also found out that 20-day-old embryos incubated at low
temperature had CNO activity. This fact should be taken into account for the further
investigation of influence of NO-dependent mechanisms in embryonic ontogenesis
on thermoregulation under the influence of warmth, cold with the aim of correlation
of embryonic development.
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дней. Группа животных № 1 – контрольная, эмбри-
оны уток инкубировались при температуре 37°С;
2-я группа животных – эмбрионы уток инкубиро-
вались при температуре 39°С в течение 3-х часов;
3-я группа животных – эмбрионы уток инкубиро-
вались при температуре 34°С в течение 3-х часов.

Специальными исследованиями было убеди-
тельно доказано, что нейронная синтаза NO (CNO)
является никотинамидаденинди-нуклеотидфосфат-
диафоразой [8]. Во-первых, локализация в централь-
ной и периферической нервной системе НАДФН-
д-содержащих нейронов, окрашенных гистохими-
чески, соответствует локализации нервных клеток,
содержащих CNO, окрашенных с применением
методов иммуногистохимии. Во-вторых, CNO и
НАДФН-д обнаруживают сходные иммунохими-
ческие и биохимические свойства. В-третьих,
НАДФН-д активность выявляется de novo у кле-
ток с трансформированной кДНК к CNO. Исполь-
зование гистохимической реакции на НАДФН-д
для идентификации CNO-содержащих нейронов
возможно только при условии, что исследуемая
ткань проходит фиксацию в параформальдегиде.
Установлено, что при фиксации с использованием
параформальдегида инактивируются все НАДФН-
зависимые ферменты-окислители, за исключени-
ем CNO [8]. Таким образом, при условии фикса-
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ции ткани в параформальдегиде, использование
гистохимической реакции на НАДФН-д для иден-
тификации NO-синтезирующих нервных клеток
является адекватным методом и широко исполь-
зуется в настоящее время.

В работе использован метод идентификации
НАДФН-д-содержащих нейронов, разработанный
Scherer-Singler et al [9], в модификации Hope и
Vincent [5].

Для выделения гипоталамуса у эмбрионов це-
ликом извлекали головной мозг. Отделяли гипота-
ламус и дополнительно фиксировали согласно ре-
комендации Matsumoto et al. 90 минут в 4 % пара-
формальдегиде на фосфатном буфере (0.1M, pH7.4)
[7]. Участки мозга шесть раз по 30 мин. отмыва-
ли на холоде с использованием 0,1 М раствора
Трис-НСl (pH 8,0) и инкубировали в 10 % и 25 %
растворах сахарозы на Трис-НСl (0,1M, pH8,0) в
течение 1,5 и 12 часов соответственно.

Объекты помещали на охлажденные металли-
ческие блоки, которые ставили в криостат (–25oC)
на 20 минут для замораживания. Из заморожен-
ной ткани готовили серийные срезы толщиной 25
мкм, которые наклеивали на предметные стекла,
предварительно подвергшиеся хром-желатиновой
обработке, и высушивали.

Срезы отмывали от сахарозы в 0,1 М растворе
Трис-НСl (pH8.0) в течение 5 мин. Гистохимичес-
кая процедура заключалась в инкубации срезов в
растворе 0,1 М Трис-HCI (рН8,0), содержащем
НАДФН (1 мМ), нитросиний тетразолий (0.5 мМ),
Тритон X-100 (0,3 %) и дикумарол (0,1мМ) на про-
тяжении 1-2 ч при 22оC и относительной влажнос-
ти 95-100 %. По окончании гистохимической реак-
ции срезы промывали в растворе Трис-НСl в тече-
ние 5 минут, обезвоживали в этаноле, заключали в
канадский бальзам и накрывали покровными стек-
лами.

Специфичность гистохимической реакции про-
верялась инкубацией нескольких срезов в раство-
рах, не содержащих нитросиний тетразолий или
НАДФН, а также в растворе, содержащем НАДФ
вместо НАДФН. Химическая основа реакции зак-
лючается в образовании преципитата формазана
при восстановлении солей тетразолия НАДФН-
диафоразой (CNO) в присутствии НАДФН. Таким
образом, гистохимическая реакция не должна на-
блюдаться в случае отсутствия в инкубационной
среде любого из основных компонентов (нитроси-
ний тетразолий, НАДФН), а также в случае исполь-
зования НАДФ вместо НАДФН.

Результаты
Опыты показали, что в период между 20-м и

33-м днем эмбрионального развития в гипотала-
мусе уток происходят изменения в распределении
НАДФН-д/СNO – позитивных нейронов (табл.).

При изучении серийных срезов гипоталамуса
эмбрионов уток в возрасте 20 дней не обнаружены

НАДФН-д/СNO – позитивные нейроны в паравен-
трикулярном ядре, латеральной гипоталамической
области, в медиальной преоптической области, в
переднем гипоталамусе, вентромедиальном ядре.

Гипоталамическая область 23, 28 и 33-дневных
эмбрионов уток содержит НАДФН-д/СNO-пози-
тивные нейроны в переднем гипоталамусе, лате-
ральной гипоталамической области.

У эмбрионов в возрасте 23 дня нейроны, входя-
щие в состав ядер переднего гиппоталамуса, име-
ют различные размеры, колеблющиеся от 10-12 до
20-25 мкм (рис. 1). Форма нейронов округлая,
овальная, веретенообразная, а также приближаю-
щаяся к треугольной. Крупное ядро, имеющее ок-
руглую форму, занимает большую часть клетки и
находится в большинстве случаев в эксцентрич-
ном положении, смещаясь к одному из полюсов
клетки. В некоторых нейронах цитоплазма имеет
вид узкого ободка серповидной формы, окружаю-
щего с одной стороны ядро. Гранулы фермента в
цитоплазме нейронов у эмбрионов 23 суток распо-
лагаются диффузно по всей цитоплазме, плотность
расположения их невелика. Начальные отделы от-
ростков нейронов не прокрашиваются. В составе
ядер нейроны располагаются, как правило, диффуз-
но с небольшой плотностью расположения нервных
клеток. Наряду с этим, выявлены незначительные
области концентрации нейронов с формированием
одиночных групп клеток, состоящих из 4-5 единиц.

Рис. 1. НАДФН-д-позитивные нервные клетки
в переднем гипоталамусе 23-дневного эмбриона утки.

Микрофото (x 40)

Таблица. Распределение нервных клеток, содержащих  
НАДФН-д/СNO, в структурах гипоталамуса у эмбрионов уток  
в разные сроки пренатального онтогенеза 
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«+» –  структура содержит НАДФН-д/CNO-позитивные нервные клетки; 
«-» –  структура не содержит НАДФН-д/CNO-позитивные нервные клетки. 
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При изучении серийных срезов переднего гипо-
таламуса эмбрионов уток в возрасте 28 дней на-
блюдается увеличение степени дифференцировки
нервных клеток. Нейроны начинают группировать-
ся в ядра. Наряду с увеличением размеров клеток
происходит изменение ядерно-цитоплазматическо-
го отношения вследствие того, что объем цитоп-
лазмы увеличивается по сравнению с объемом
ядра. Изменяется и характер окрашивания цитоп-
лазмы. Плотность расположения гранул фермента
увеличивается. Наряду с диффузным расположе-
нием гранул фермента в нейронах наблюдаются их
конгломераты, образующие более крупные струк-
туры. Начинают окрашиваться начальные отделы
отростков нервных клеток.

При изучении серийных срезов мозга 20, 23, 28
и 33-дневных эмбрионов утки, которые инкубиро-
вались в течение 3-х часов, непосредственно пе-
ред извлечением мозга при температуре 39°С не
обнаружены изменения в распределении НАДФН-
д/СNO-позитивных нейронов в переднем гипота-
ламусе. Однако наблюдалось выявление меньше-
го числа нейронов, которые располагаются диф-
фузно по сравнению с контролем. Также умень-
шается интенсивность окрашивания нервных кле-
ток из-за более низкой плотности расположения
гранул фермента в цитоплазме нейронов за счет
уменьшения активности фермента.

При изучении влияния переохлаждения установ-
лено, что у эмбрионов, которые инкубировались при
температуре 34°С, НАДФН-д/СNO – позитивные
нейроны обнаружены в переднем гипоталамусе в
возрасте 20 дней (рис. 2), а также наблюдалось
незначительное увеличение активности фермента
в нервных клетках ядер переднего гипоталамуса у
23, 28 и 33-дневных эмбрионов.

Таким образом, опыты показали, что гипотала-
мическая область 23-дневных эмбрионов уток со-
держит НАДФН-д/СNO – позитивные нейроны.
Также установлено, что у 20-дневных эмбрионов,
которые инкубировались при низких температурах,
наблюдалась активация СNO. Полученные данные
могут свидетельствовать о том, что низкие тем-
пературы стимулируют активность НАДФН-д/
СNO – позитивных нейронов и NO может высту-
пать сигнальной молекулой охлаждения эмбрионов
для взрослых животных. Данный факт следует
учитывать для дальнейшего изучения роли NО-
зависимых механизмов в эмбриональном онтоге-
незе на терморегуляцию при действии холода, теп-

ла и с целью корреляции сроков эмбрионального
развития.
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Рис. 2. НАДФН-д-позитивные нервные клетки в переднем
гипоталамусе 20-дневных эмбрионов утки, которые

инкубировались в течение 3-х часов, непосредственно
перед извлечением мозга при температуре 34°С.
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