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Исследовали иммунолокализацию гемоксигеназы-2 в нейронах некоторых ядер спинного и ствола головного мозга у 6 мужчин 18–44 лет, 

умерших в результате причин, не связанных с повреждением центральной нервной системы. Нейроны с позитивной реакцией определяют-

ся во всех исследованных отделах мозга, где их содержание в различных ядрах варьирует от 0,5 до 16% от общего числа клеток, обнаружен-

ных посредством окраски метиленовым синим. Во всех чувствительных ядрах велика доля мелких нейронов с высокой или умеренной плотно-

стью отложения продукта реакции. Крупные клетки двигательных ядер чаще демонстрируют отрицательную или низкую интенсивность 

ферментативной реакции.
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Введение

Несмотря на то, что известные газотрансмиттеры 

(оксид азота, сероводород и монооксид углерода) явля-

ются высокотоксичными веществами, они проду-

цируются практически во всех органах, что указывает 

на высокую значимость газообразных молекул в жизне-

деятельности организма [1, 2]. Наименее изученным 

из этого класса газообразных регуляторов по разным 

причинам оказался монооксид углерода (СО), функ-

циональные свойства и механизмы действия которого 

до сих пор вызывают противоречивые оценки [1, 3]. 

Несколько лет назад появились сообщения о том, что 

в центральной нервной системе (ЦНС) СО играет важную 

роль в обеспечении эффекта долговременной потенци-

ации, ноцицептивной сигнализации, регуляции гемоди-

намики [4].

Непосредственным и, возможно, единственным 

субстратом для эндогенного образования СО служит 

молекула гема, расщепление которой катализируется 

ферментом гемоксигеназой (НО). При этом высвобож-

даются также биливердин, быстро превращающийся под 

действием биливердинредуктазы в билирубин, и двух-

валентное железо, участвующее в синтезе активных форм 

кислорода [1]. Установлено 3 изоформы гемоксигеназы: 

одна индуцибельная — НО-1 (белок теплового шока 

HSP32, который играет важную роль в адаптации клеток 

к действию стрессорных факторов) и две конститутивные — 

НО-2 и НО-3. Последняя в синтезе СО участия не прини-

мает, и ее функциональное значение в организме пока 

не известно.

В головном мозге крыс определяется высокая актив-

ность НО-2 [5]. Наибольший уровень экспрессии этого 

фермента отмечен в конечном мозге, мозжечке, гиппо-

кампе, а также в обонятельной луковице, в которой 

концентрация СО достигает значительных цифр 

(10–30 мкМ) [5]. Однако биохимические методы, 

с помощью которых был получен основной объем инфор-

мации о СО, не позволяют судить о наличии и доле 

энзимпозитивных нейронов в соответствующих отделах 

мозга, локализации и функциональной принадлежности 

ядер, клетки которых участвуют в синтезе СО, и других 

характеристиках, необходимых для формирования более 

полного представления о свойствах этой сигнальной 

молекулы.

Вместе с тем, иммуногистохимических исследований 

НО-позитивных нейронов мозга немного, и они огра-

ничиваются преимущественно новой корой и гиппо-

кампом мелких лабораторных животных [4]. В настоящей 

работе представлены материалы по иммунолокализации 

нейронов, экспрессирующих НО, в головном и спинном 

мозге человека.
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Материалы и методы

Для исследования использован материал судебно-

медицинских вскрытий 6 практически здоровых мужчин 

в возрасте 18–44 лет, погибших от механической травмы, 

не связанной с повреждением ЦНС. Образцы спинного 

(на уровне Th
III–IV

) и продолговатого мозга фиксиро-

вали в 4% растворе параформальдегида (Serva, Германия), 

приготовленном на 0,1 М фосфатном буфере (рН 7,4), 

при 4 °С в течение 4 сут, затем погружали в 25% раствор 

сахарозы (Serva, Германия) на 3 сут, после чего заморажи-

вали и хранили в жидком изопентале при -70 °С. Для им-

муногистохимического определения НО-2 из образцов 

мозга готовили криостатные срезы толщиной 40 мкм, 

которые последовательно инкубировали в 1% нормальной 

сыворотке лошади в течение 1 ч при комнатной темпера-

туре, затем — с моноклональными антителами мыши 

против НО-2 (Abcam, Bеликобритания) в разведении 1:1000 

при температуре 4 °С в течение 18 ч, после этого — 

с биотинилированными антителами лошади против IgG 

мыши (Veсtor Labs, США) в разведении 1:100 в течение 2 ч 

и с авидин-пероксидазным комплексом (Vectastain Elite 

ABC Kit, Veсtor Labs, США) 1 ч при комнатной темпе-

ратуре. Между инкубациями проводили отмывки препа-

ратов фосфатным буфером. Иммунопреципитат визуали-

зировали с помощью диаминбензидина (DAB Substrate Kit 

for Peroxidase, Vector Laboratories, США) под контролем 

микроскопа. Затем срезы промывали, обезвоживали 

в спиртах по стандартной методике и заключали в поли-

стерол [4].

В серии из последовательных срезов один окрашивали 

0,5% раствором метиленового синего, другой исполь-

зовали для иммуногистохимического обнаружения НО. 

Для оценки специфичности реакции производили обра-

ботку срезов без первичных или вторичных антител.

Исследуемые ядра мозга ориентировали по харак-

терным признакам в сагиттальной и фронтальной 

плоскости, после чего их контуры воспроизводили на 

экране монитора в соответствии с положением ядер 

относительно координат сетки. В проекции каждого 

ядра определяли средний диаметр профильного поля 

нервных клеток. На основании проведенных изме-

рений все нейроны были разделены на 5 размерных 

групп: 1 — сверхмалые (5–10/5–10 мкм2), 2 — малые 

(11–12/5–10 мкм2), 3 — средние (13–22/7,5–22 мкм2), 

4 — крупные (23–30/7,5–30 мкм2), 5 — сверхкрупные 

(31–120/7,5–120 мкм2). Помимо этого высчитывали долю 

НО-позитивных нейронов от общего числа нервных 

клеток, выявленных при окраске препаратов метиле-

новым синим, а также величину среднего значения опти-

ческой плотности продукта реакции в энзимпозитивных 

клетках, которую вычисляли по сумме яркости пикселей 

при сканировании профиля каждого нейрона [6]. 

По данному признаку среди иммунопозитивных 

нейронов выделяли 4 типа клеток с характерным для 

каждого из них уровнем оптической плотности продукта 

реакции (ОППР): низким (30–50 усл.ед.), умеренным 

(51–70 усл.ед.), высоким (71–100 усл.ед.) и очень высоким 

(свыше 100 усл.ед.).

Измерения размеров нейронов, их ранжирование по 

группам, а также вычисление в  клетках оптической плот-

ности продукта реакции и статистическую обработку полу-

ченных данных проводили с использованием компью-

терных программ автоматизированной системы анализа 

изображений Allegro MC [7] только в тех ядрах, в которых 

постоянно и в достаточном количестве для статистической 

обработки определялись НО-позитивные нейроны.

Данные количественного анализа представляли 

в виде среднего значения и стандартной ошибки сред-

него, полученных при обработке не менее 12 срезов 

с каждого отдела мозга и у каждого человека. Для оценки 

значимости цифровых данных применяли t-критерий 

Стьюдента. Значение доверительного интервала p <0,05 

считали статистически достоверными.

Результаты

В местах локализации НО выпадает гранулярный 

осадок, который в зависимости от интенсивности реакции 

окрашивает нейроны в различные оттенки коричне-

вого (рис. 1 а–з). В исследованных образцах головного 

и спинного мозга выявляется разное число НО-позитивных 

нейронов (рис. 2), которые отличаются между собой 

формой, размерами, плотностью расположения клеток. 

Большая часть нейронов, экспрессирующих НО, во 

всех ядрах имеет овальную или веретеновидную форму 

и размеры от 9 до 30 мкм. Значительно реже встречаются 

более крупные НО-позитивные клетки звездчатой или 

треугольной формы (рис. 1 е). Преципитат откладывается 

также в стенках капилляров и внутримозговых артерий 

(рис. 1 д, з).

В спинном мозге распределение иммунопозитивных 

нейронов имеет определенные особенности (рис. 1 а–в). 

Многочисленные НО-позитивные клетки постоянно 

встречаются в его задних рогах (область I–V пластин 

Рикседа) и около центрального канала, что соответ-

ствует местоположению X пластины. Небольшое число 

таких нейронов наблюдается в промежуточной зоне 

(VII пластина). В передних рогах, в области VIII–IX плас-

тин, НО-позитивные клетки либо отсутствуют, либо 

имеются их единичные экземпляры.

Количественное распределение энзимпозитивных 

клеток в задних рогах, около центрального канала, 

в промежуточной зоне и передних рогах спинного мозга, 

а также значения ОППР в этих нейронах представлены на 

диаграмме (см. рис. 2). Как видно из рисунка, наиболее 

многочисленную группу (около 16%) составляют нейроны, 

расположенные в области студенистого вещества. Они 

представлены клетками 1 и 2-й группы округлой, овальной 

и веретеновидной формы, преимущественно с высокими 

и очень высокими значениями ОППР. В таких нейронах 

выпадает гомогенный осадок темно-коричневого цвета, 

равномерно заполняющий цитоплазму клеток, оставляя 

свободной лишь зону ядра. Вентральнее от них, в области 

II–III пластин, выявляются нейроны средней величины 

с менее интенсивной реакцией. В них мелкозернистый 

преципитат светло-коричневого цвета, образованный 

отдельно лежащими или слившимися гранулами, концен-

трируется в основном на периферии клеток. Ближе к осно-

ванию заднего рога, в проекции собственного ядра спин-

ного мозга (III–IV пластины), наблюдается компактное 

скопление полигональных клеток 2 и 3-й группы с низкой 

и умеренной плотностью отложения продукта реакции 

(см. рис. 1 а–в). Около центрального канала концен-

трируются энзимпозитивные клетки, большинство 

из которых относят к 3 и 4-й группе, они обладают 

высокой и очень высокой интенсивностью реакции. 

Доля таких нейронов колеблется от 8 до 13% (в среднем 

10,8%) от общего числа клеток, обнаруженных в области 

Х пластины при помощи метиленового синего (см. рис. 2). 

В промежуточной зоне рассеяны нейроны различной 

формы диаметром от 9 до 30 мкм с умеренным и высоким 

уровнем ОППР. Более крупные клетки (50–90 мкм) 
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звездчатой формы в VII пластине встречаются только 

в проекции промежуточного медиального ядра, где ней-

роны располагаются на некотором расстоянии друг от дру-

га или образуют небольшие скопления, состоящие 

из 3–5 клеток. В передних рогах НО-позитивных нейронов 

очень мало: от 0,5 до 1,5%. Обычно это крупные полиго-

нальные клетки диаметром 100–120 мкм, с невысокими 

значениями ОППР, лежащие в проекции моторных ядер 

(рис. 1 ж). Как правило, они окружены небольшим коли-

чеством мелких интенсивно окрашенных нервных клеток.

В продолговатом мозге наиболее многочисленную 

группу НО-позитивные нейроны образуют в проекции 

ядра солитарного тракта и ретикулярного латераль-

ного ядра (13,7 и 11,6%, соответственно). В этих же 

ядрах установлены и наиболее высокие значения ОППР 

(см. рис. 2). Почти вдвое ниже доля энзимпозитивных 

клеток и величина ОППР в дорсальном ядре блужда-

ющего нерва, ретикулярном мелкоклеточном, нижнем 

оливарном ядре. Ограниченное число клеток (1,5–3,8%) 

выявляется в ретикулярных гигантоклеточном и параги-

гантоклеточном ядрах, ядрах шва задней группы (темном 

и крупном).

В проекции ядра солитарного тракта и ретикулярного 

латерального ядра клетки, экспрессирующие НО, пред-

ставлены в основном овальными и веретеновидными 

нейронами 1–3-й группы, обладающими интенсивной 

иммуногистохимической реакцией, которые распола-

гаются преимущественно на периферии вентральной 

части ядер (рис. 1 в, г). В их ростральной части наряду 

с мелкими округлыми или веретеновидными иммунореак-

тивными клетками встречаются небольшие компактные 

группы нейронов треугольной или звездчатой формы 

диаметром 60–80 мкм с низким или умеренным содержа-

нием продукта реакции.

Большая часть НО-позитивных нейронов дорсального 

ядра блуждающего нерва и нижнего оливарного ядра 

имеет округлую или веретеновидную форму, небольшие 

размеры (1 и 2-я группа клеток) и умеренную или 

высокую интенсивность реакции (рис. 1 д, е). В дорсо-

латеральной части последнего обнаруживаются нейроны 

3 и 4-й группы с более плотным отложением преци-

питата. В ретикулярном мелкоклеточном ядре энзим-

позитивные нейроны концентрируются в основном 

в ростральной части ядра, где располагаются клетки 

средней величины веретеновидной и треугольной формы 

с низкой и умеренной ОППР. Среди них встречаются 

единичные клетки, в которых продукт реакции образует 

более плотные скопления.

В большинстве крупных мультиполярных нейронов 

ретикулярного крупноклеточного ядра, а также в яд-

рах шва интенсивность иммуногистохимической 

реакции очень низкая. В некоторых клетках 4-й, а иногда 

и 5-й группы этих ядер светло-коричневые гранулы 

образующегося осадка заполняют большую часть цито-

плазмы, включая отростки (рис. 1 е). В мелких клетках 2 

и 3-й группы, которые обычно располагаются на пери-

ферии ретикулярного гигантоклеточного ядра, а также 

в темном и крупном ядре шва, где они составляют 

основную часть НО-позитивных нейронов, определяется 

более интенсивное отложение продукта реакции.

Обсуждение

За последние два десятка лет представления о хими-

ческих свойствах и механизме действия нейротрансмит-

теров заметно изменились в связи с открытием газо-

образных сигнальных молекул, которые, удовлетворяя 

основным критериям классических нейротрансмиттеров, 

в то же время коренным образом отличаются от них. Они 

не накапливаются в синаптических пузырьках и не высво-

бождаются путем экзоцитоза, у них нет «собственных» 

рецепторов на постсинаптической мембране [2]. Одно 

из уникальных свойств газовых посредников — моле-

кулярный механизм, за счет которого данные вещества 

передают сигнал. В отличие от классических мессен-

джеров, передающих сигнал по принципу каскада, газо-

трансмиттеры химически модифицируют внутрикле-

точные протеины, быстро изменяя таким способом 

клеточный метаболизм.

В настоящее время накапливается все больше фактов 

в пользу того, что в качестве нейротрансмиттера моно-

оксид углерода может играть заметную роль в реали-

зации некоторых функций ЦНС [1, 4]. Об этом свиде-

тельствуют и полученные нами данные. Во-первых, 

в различных участках головного и спинного мозга уста-

новлено неравномерное распределение нейронов, 

экспрессирующих НО. Доля энзимпозитивных 

нейронов в исследованных ядрах варьирует от 0,5 до 16% 

от общего числа клеток, окрашенных метиленовым 

синим. Во многих ядрах НО-позитивные нейроны не 

обнаруживаются совсем, или встречаются единичные 

экземпляры клеток. Во-вторых, отмечено большое разно-

образие структуры НО-позитивных нейронов. Они отли-

чаются между собой размерами, формой, интенсивно-

стью иммуногистохимической реакции, распределением 

в ядре. В-третьих, установлена определенная зависи-

мость между функциональной принадлежностью ядер, 

числом энзимпозитивных нейронов и средними значе-

ниями ОППР в нейронах этих ядер. В двигательных ядрах 

доля энзимпозитивных нейронов в среднем в 4–6 раз 

меньше, чем в чувствительных. В последних велика доля 

нейронов с высокой и очень высокой плотностью отло-

жения продукта реакции, поэтому значения ОППР в них 

в 1,5–4 раза выше, чем в двигательных, крупные клетки 

которых чаще демонстрируют отрицательную реакцию 

или низкую ее интенсивность. Содержание продукта 

реакции в этих ядрах существенно возрастает лишь 

в небольших по величине клетках, по-видимому, интер-

нейронах, которые обычно располагаются на периферии 

ядер, между ядрами или между крупными нейронами. 

Как отмечалось ранее, клетки сходной структуры и лока-

лизации аккумулируют и другие известные газотранс-

миттеры — оксид азота и сероводород [8, 9]. Несколько 

лет назад было установлено, что СО, так же как и NO, 

инициирует развитие долговременной потенциации 

в гиппокампе [10]. Добавление СО во время слабой тета-

нической или низкоамплитудной стимуляции приводило 

к развитию долговременной потенциации. Ингибиторы 

НО блокировали индукцию долговременной потен-

циации и прекращали уже возникшую потенциацию. 

Иммуногистохимическими исследованиями показано 

наличие морфологического субстрата для осуществления 

этой функции в головном мозге: НО постоянно присут-

ствовал в пирамидных и гранулярных нейронах гиппо-

кампа мышей [4].

В качестве нейротрансмиттера СО может участвовать 

в механизмах центральной регуляции гемодинамики. 

Проведенное нами иммуногистохимическое исследо-

вание показывает, что в большинстве ядер, входящих 

в состав так называемого бульбарного вазомоторного 

центра, постоянно определяются НО-позитивные 

нейроны. Наибольшее число таких клеток находится 

в ядре одиночного пути. В связи с этим представ-
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Рис. 1. Распределение гемоксигеназы-2 в спинном и продолговатом мозге человека. НО-позитивные нейроны в верхнем грудном 

отделе спинного мозга (а–в); а — область студенистого вещества; б — область вблизи центрального канала; в — передний рог; г — ядро 

солитарного тракта; д — дорсальное ядро блуждающего нерва; е, ж — ретикулярное гигантоклеточное ядро; з — НО в стенке внутри-

мозгового сосуда (парагигантоклеточное ядро). а, в, е — об. 3,4х, ок. 10х; б, д, ж, з — об. 20х, ок. 10х; г — об. 10х, ок. 10х.
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ляют интерес экспериментальные данные о том, что 

при унилатеральной микроинъекции гемина в область 

ядра солитарного тракта, которая приводит к осво-

бождению СО, наблюдается значительное снижение 

кровяного давления и частоты сердечных сокращений 

[11]. Эти эффекты не проявляются при предвари-

тельном введении Zn-протопорфирина IX — ингибитора 

НО. Исследование клеточных механизмов регуляции 

активности НО показало, что синтез СО увеличива-

ется в ответ на повышение цитозольной концентрации 

кальция, активацию протеинкиназы С и тирозинкиназ 

[1]. В ЦНС это происходит при активации метабо-

тропных глутаматных рецепторов I типа [3]. В стволе 

мозга метаботропные рецепторы, активированные в 

ядре солитарного тракта, способны регулировать прове-

дение сигнала через специфические цГМФ-зависимые 

механизмы к ядрам, которые обеспечивают эффе-

рентные влияния на сердце и кровеносные сосуды. 

В этом случае монооксид углерода выступает в каче-

стве модулятора, усиливая спонтанную или вызванную 

секрецию ацетилхолина, серотонина и некоторых других 

медиаторов и гормонов, что может происходить через 

изменение внутриклеточной концентрации цАМФ, 

в результате непосредственного активирования адени-

латциклазы, или опосредованно через цГМФ-зависимые 

фосфодиэстеразы [4].

В двигательных ядрах мишенью для таких воздействий 

могут быть не только обнаруженные нами крупные энзим-

позитивные клетки, но и небольшие нейроны, отличаю-

щиеся интенсивной ферментативной реакцией, которые 

обычно располагаются на периферии этих ядер или между 

крупными нейронами и, помимо НО, содержат нитрок-

сидсинтазу и цистатионин-β-синтазу [8, 9].

Нейротрансмиттерная и модуляторная функция СО 

может быть задействована в ноцицептивной сигнали-

зации. Полученные нами результаты свидетельствуют 

о том, что экспрессия НО наблюдается в тех клетках спин-

ного мозга, которые участвуют в реализации указанной 

функции. Среди чувствительных образований заднего 

рога особый интерес представляют нейроны студени-

стого вещества небольшой и средней величины, отли-

чающиеся высоким содержанием продукта иммуноги-

стохимической реакции. Как известно, аксоны многих из 

этих клеток заканчиваются в ретикулярном латеральном 

ядре и нижней оливе, в которых нами установлено отно-

сительно высокое содержание НО-позитивных нейронов. 

По некоторым данным, эти нейроны продуцируют 

энкефалин — пептид опиодного типа, интегрирующий 

болевые эффекты [12]. В пределах студенистого вещества 

дискриминируется локализация болевых эффекторов. 

Эксперименты, проведенные с использованием метода 

нозерн-блоттирования, показали 2–7-кратное повы-

шение НО-2 мРНК в гомогенате ткани спинного мозга 

крыс при хроническом применении опиоидов, в то время 

как у толерантных к ним животных наблюдалось лишь 

3-кратное повышение гемоксигеназы [13].

С помощью метэнкефалина и нейротензина нейроны 

I–III пластины уменьшают или снимают болевые 

эффекты, индуцируемые импульсами тонких корешковых 

волокон с веществом Р. Кроме того, не менее 10% нервных 

клеток, окружающих центральный канал, имеют прямой 

ноцицептивных вход, о чем свидетельствует появление 

в их цитоплазме после болевой стимуляции Fos-белка [14]. 

Заметим, что, по нашим данным, доля НО-позитивных 

клеток в области Х пластины спинного мозга также 

колеблется в пределах 10%. Нисходящий контроль боли 

осуществляется церебральными системами, которые при 

помощи коллатералей связаны с восходящими ноцицеп-

тивными путями, образуя таким образом важную систему 

«обратной связи». При этом происходит торможение 

ноцицептивных нейронов заднего рога спинного мозга 

и активация тех нейронов студенистого вещества, которые 

участвуют в пресинаптическом торможении ноцицеп-

тивной информации [14].

Анатомически нисходящие системы представлены 

в основном рафе- и ретикулоспинальным путями, обра-

зованными аксонами крупных клеток ядер шва и ретику-

лярного крупноклеточного ядра. Особая роль в антиноци-

цепции в этих системах принадлежит серотонину — нейро-

трансмиттеру с широким спектром действия. В области 

указанных ядер сосредоточено большее количество серо-

тонинергических нейронов [8, 9] и, как показали наши 

наблюдения, НО-позитивных клеток. В нейронах этих же 

ядер выявляется и нитроксидсинтаза, активность которой 

значительно возрастает при развитии травматической 

болезни [15]. Усиление ноцицептивной сигнализации 

при травмах активирует соответствующие ферментные 

системы, приводя к увеличению синтеза оксида азота 

и монооксида углерода, которые каждый своим путем 

активируют растворимую гуанилатциклазу с последу-

ющим увеличением содержания цГМФ в ткани. Однако 

СО является слабым активатором растворимой гуани-

латциклазы, но тем не менее, благодаря своей химиче-

ской стабильности, он может оказывать хотя и слабые, но 

долговременные эффекты.

Исследование выполнено при финансовой поддержке 

Федерального агентства по науке и инновациям 

в рамках федеральной целевой программы «Научные 

и научно-педагогические кадры инновационной России» 

(Госконтракт 4.740.11.0186).
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Рис. 2. Доля НО-позитивных нейронов (красные столбики) 

и средний показатель оптической плотности (зеленые столбики) 

в исследуемых ядрах.

ПРСМ — передний рог спинного мозга; X — область X-пластины; 

ПЗ — промежуточная зона; ЗРСМ — задний рог спинного мозга; 

ЯСТ — ядро солитарного тракта; ДЯБН — дорсальное ядро блуж-

дающего нерва; РМЯ — ретикулярное мелкоклеточное ядро; 

РЛЯ — ретикулярное латеральное ядро; РГЯ — ретикулярное 

гигантоклеточное ядро; РПГЯ — ретикулярное парагигантокле-

точное ядро; НОЯ — нижнее оливарное ядро; ТЯШ — темное 

ядро шва; КЯШ — крупное ядро шва.

За 100% принято число нейронов соответствующих ядер, окра-

шенных метиленовым синим.
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