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ВЛИЯНИЕ ТЕМПЕРАТУРНОЙ СТИМУЛЯЦИИ НА ИЗМЕНЕНИЕ АКТИВНОСТИ 
NO-СИНТАЗЫ НЕЙРОНОВ ПЕРЕДНЕГО ГИПОТАЛАМУСА В ПРЕНАТАЛЬНОМ 

ОНТОГЕНЕЗЕ УТКИ МУСКУСНОЙ (CAIRINA MOSCHATA)

В статье представлены результаты исследования изменения активности нейрональной 
NO-синтазы под влиянием температурной стимуляции, рассмотрено действие гипо- и гипер-
термии на изменение сроков появления нейронов, содержащих NO-синтазу, а также доказано 
изменение активности данного фермента под действием температурного фактора в процессе 
онтогенеза. 

Ключевые слова: NO-синтаза, пренатальный онтогенез, монооксид азота

Введение 

Начиная с 80-х годов прошлого столетия, когда группой исследователей в составе Furchgott, 
Zavadzki и Palmer, Moncada была открыта биологическая роль оксида азота (NO), произошел 
существенный прорыв в различных областях знаний. За короткий промежуток времени была доказана 
роль NO в регуляции практически всех систем организма. Открытие NO принципиально изменило 
представления о механизмах передачи информации в нервной системе. Классическая картина, когда 
передача информации между нейронами осуществляется в строго определенных местах – синапсах, 
и в одном направлении, сменилась концепцией диффузной передачи сигнала [1].

В организме оксид азота образуется в результате окисления аминокислоты L-аргинина 
с одновременным синтезом другой аминокислоты цитруллина под влиянием фермента NO-
синтазы. В дальнейшем были открыты три изоформы этого фермента и оказалось, что  раз-
личные изоформы выполняют в организме различные функции. В наше время хорошо изучены: 
а) макрофагальная NO-синтаза, которая имеет микробицидное или цитотоксическое действие; 
б) эндотелиальная NO-синтаза, основная роль которой связана с тем, что NO является мощным 
сосудорасширяющим агентом и участвует в регуляции мозгового кровообращения [2]. Что ка-
сается нейрональной NO-синтазы, то сегодня ее функции и роль до конца не выяснены, но зна-
чение NO в ЦНС в нормальных условиях принято связывать с тремя процессами: 

1) участие NO в межнейронной связи в качестве нейромедиатора;
2) регуляция церебрального кровотока;
3) установление межнейронных синаптических взаимосвязей во время развития нервной 

системы [3].
Монооксид азота является одним из существенных факторов, обеспечивающих 

развитие нервной системы, а также выполняет важную функцию в механизмах роста 
нервных окончаний и в формировании синаптических контактов. Имеются данные, что NO 
участвует в централь-ных механизмах регуляции важных автономных функций: дыхания и 
кровообращения. Показано, что NO, синтезируемый нейронами терморегуляторных центров 
головного мозга, участвует в регуляции активности периферических эффекторов теплоотдачи 
и теплопродукции [4].

Материалы и методы исследования
Для исследования использовались 20, 23, 28 и 33-х дневные эмбрионы уток. Для исследо-

вания влияния перегревания на развитие нейронов, содержащих NO-синтазу, яйца утки инку-
бировали в течение 3-х часов непосредственно перед извлечением мозга эмбрионов, при темпе-
ратуре 38 ºС. Для изучения влияния низких температур яйца утки инкубировали в течение 3-х 
часов при температуре 34 ºС. Изучались серийные срезы гипоталамуса эмбрионов уток в воз-
расте от 20 до 33 дней.
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Для идентификации нейронов, содержащих нейрональную NO-синтазу, был использован 
гистохимический метод исследования, разработанный U. Scherer-Singler (1983) в модификации 
B. Hope и S. Vincent (1992). Извлекали головной мозг на определенной стадии развития 
эмбриона и фиксировали его 1 час при температуре 4 °С в 4%-м растворе параформальдегида, 
приготовленном на 0,1 М Na-фосфатном буфере (рН 7,4), после чего промывали в 15  % 
растворе сахарозы в течение 2 суток с 7–8-кратной сменой раствора. Кусочки замораживали 
в криостате, где изготавливали срезы толщиной 20 мкм, которые монтировали на предметные 
стекла и высушивали в токе холодного воздуха, подаваемом вентилятором. Высушенные срезы 
помещали в инкубационную среду и термостатировали 1 час при 37 °С. Состав инкубационной 
среды: 50 мМ Трис-буфер, 0,2 % Тритон X-100 (Sigma), 0,8 мг/мл β-NADPH (Sigma), 0,4 мг/мл 
НСТ; рН  8,0 (Hope, Vincent, 1989). После инкубации срезы 3-х-кратно промывали в дистилли-
рованной воде, обезвоживали в спиртах и заключали в бальзам. Интенсивность окрашивания 
нейроцитов соответствует активности выявляемого энзима.

Для определения изменения активности NO-синтазы в нейронах головного мозга был ис-
пользован «пиксельный метод» (М. С. Старцева, В. М. Черток). В его основе лежит совершенно 
иной, чем при цитофотометрии, принцип измерений, который заключается в подсчете стан-
дартными компьютерными программами Adobe Photoshop и Mathcad в автоматическом режиме 
суммы пикселей, образующих данное изображение в выделенном участке препарата. Для вы-
числения значений оптической плотности продукта гистохимической реакции в нейронах 
оцифрованное изображение препарата переносится на экран компьютера и вводится в окно 
программы Adobe Photoshop. Затем область фона выделяется и удаляется, а цвета инвертиру-
ются, что делает возможным автоматический подсчет суммы яркостей пикселей не только 
в  отдельных, обведенных «световым пером» нейронах, но и автоматизированное вычисление 
этого показателя во всех клетках выделенного участка препарата. Кроме того, после инверсии 
цвета в этой программе нейроны со светлой окраской имеют более привычные для нашего вос-
приятия меньшие значения интенсивности, а с более темной – большие, т. е. программа при-
сваивает белому цвету – значение 1 из 256 градаций интенсивности. После пересохранения 
документа из формата JPEG в формат BMP изображение автоматически перемещается в про-
грамму Mathcad с помощью встроенной функции READBMP. В программе Mathcad с исполь-
зованием функции imhist происходит автоматическое построение матрицы размерностью m×n, 
где m – количество пикселей в столбце, n – количество пикселей в строке. Каждому пикселю в 
такой матрице соответствует свой номер яркости. Данные, приведенные в матрице, использу-
ются для вычисления суммарной яркости пикселей в выявленных нами нейронах.

Для вычисления суммарной яркости пикселей (I) используется следующая формула:

I = j0 × 0 + j1 ×  1 + ... + j255 × 255 = Σ   ji× j,255
j=0

где ji – количество пикселей с определенной яркостью [5, 6, 7].
Статистическая обработка данных проводилась с использованием пакета программ Sta-

tistika 6.0, а все промежуточные расчеты выполнялись при помощи программы Microsoft Office 
Excel 2007.

Результаты и их обсуждение

Ранее было установлено, что в период между 20-м и 33-м днем эмбрионального развития 
в гипоталамической области уток происходят изменения в распределении нейронов, содержа-
щих NO-синтазу. Результаты представлены в табл. 1. В контрольной группе появление нейро-
нов, содержащих NO-синтазу, было зафиксировано, начиная с 23-го дня развития эмбриона. При 
воздействии гипертермии нейроны, содержащие NO-синтазу, также появлялись, начиная с  23-го 
дня развития, а при воздействии гипотермии NO-синтаза в нейронах начинала синтезироваться 
с 20-го дня развития эмбриона. Исходя из вышесказанного, можно сделать вывод, что гипотер-
мия является стимулирующим фактором в развитии NO-ергической системы [8]. 
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Таблица 1
Влияние температурного фактора на количество НАДФН-д-позитивных нервных клеток  

в переднем гипоталамусе у 20-, 23-, 28- и 33-дневных эмбрионов утки 

Дни/температура Контроль Влияние гипертермии Влияние гипотермии
20 дней 0 0 14,20 ± 6,12*
23 дня 25,20 ± 4,24 30,21 ± 6,22 32,33 ± 3,23

28 дней 36,11± 3,26 36,03 ± 4,64 40,22 ± 4,54
33 дня 44,24 ± 6,42 42,42 ± 4,26 48,03 ± 2,44

Примечание: * –  различия достоверны по отношению к контролю: p < 0,05

Для определения качественных изменений, которые наблюдаются в нейронах гипоталами-
ческой области уток, был использован «пиксельный метод». 

Установлено, что в пренатальном онтогенезе утки, начиная с 23-го дня развития эмбрио-
на, наблюдается увеличение концентрации нейрональной  NO-синтазы, с 11,21 ± 0,73 усл. ед., 
на 23-й день, до 17,62 ± 1,01 усл. ед, на 33-й день (рис. 1). Различия между показателями актив-
ности NO-синтазы в контрольной группе на 23 и 28 день развития статистически значимы, так 
как t = 8,07, при p > 0,05, и ν =39, а рассчитанное t > t табличного (t = 2,02). Различия между 
показателями активности NO-синтазы в контрольной группе на 28 и 33 день эмбрионального раз-
вития так же статистически значимы. Рассчитанное t = 5,51, при p > 0,05, и ν = 39.

При гипотермии NO-позитивные нейроны обнаруживаются, начиная с 20-го дня, и ак-
тивность фермента NO-синтазы увеличивается с 9,65 ± 1,01 усл. ед., на 20-й день, до 20,55 ± 0,76 
усл. ед., на 33-й день. Различия между показателями активности NO-синтазы в группе, подверг-
шейся гипотермии на 23 и 28 день развития, статистически значимы, т. к. t = 9,56, при p > 0,05, 
и  ν = 39, а рассчитанное t > t табличного (t = 2,02). Различия между показателями активности 
NO-синтазы в контрольной группе на 28 и 33 день эмбрионального развития так же статистиче-
ски значимы. Рассчитанное t = 7,47, при p > 0,05, и ν = 39.

При гипертермии также наблюдается постепенное увеличение активности фермента 
с 10,91 ± 1,18 усл. ед., на 23-й день, до 18,12 ± 1,32, на 33-й день (рис. 1). Различия между показа-
телями активности NO-синтазы в группе, подвергшейся гипертермии, на 23 и 28 день развития, 
статистически значимы, так как t = 6,21, при p > 0,05, и ν = 39, а рассчитанное t > t табличного 
(t = 2,02). Различия между показателями активности NO-синтазы в контрольной группе на 28 
и 33 день эмбрионального развития так же статистически значимы. Рассчитанное t = 5,84, 
при p > 0,05, и ν = 39.

Рис. 1. Изменение активности NO-синтазы при действии температурного фактора  
*– различия статистически значимы
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Выводы

1. Было выявлено, что начиная с 23-го дня эмбрионального развития, в гипоталамиче-
ской области уток происходят не только количественные изменения в виде увеличения количе-
ства нейронов, содержащих NO-синтазу, но и качественные, в виде увеличения активности 
данного фермента в каждом нейроне.

2. При воздействии холода активность NO-синтазы наблюдается уже с 20-го дня и воз-
растает с 9,65 ± 1,01 усл. ед., на 20-й день, до 20,55 ± 0,76 усл. ед., на 33-й день.

3.  При гипертермии также наблюдается увеличение активности NO-синтазы, но более 
медленными темпами, с 10,91 ± 1,18 усл. ед., на 23-й день, до 18,12 ± 1,32, на 33-й день.

4.  При сравнении изменения активности между контрольной группой и группой, под-
вергшейся гипотермии, установлены статистически значимые различия, что свидетельствует 
о стимулирующей функции действия холода, на развитие NO-ергической системы головного 
мозга.
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