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АКТИВАЦИЯ КЛЕТОК ГИПОТАЛАМИЧЕСКИХ
СТРУКТУР ПРИ ВВЕДЕНИИ АНТИГЕНОВ
РАЗЛИЧНОЙ ПРИРОДЫ
(по экспрессии c;Fos гена)
Перекрест С.В., Гаврилов Ю.В., Абрамова Т.В.,
Новикова Н.С., Корнева Е.А.

Отдел общей патологии и патофизиологии;

ГУ НИИ Экспериментальной медицины РАМН, Санкт�Петербург

Резюме. Проведен анализ степени активации гипоталамических структур (AHN, PVH, DMH, VMH, LHA,
PH) в первые часы после введения антигенов различной природы (липополисахарид и бычий сывороточный
альбумин). Во всех исследованных гипоталамических структурах после введения антигенов наблюдалось
увеличение числа c�Fos позитивных клеток по сравнению с контролем. Реакция на ЛПС характеризовалась
активацией большего числа нейронов. Наиболее активно на липополисахарид реагировали структуры AHN,
PVH, LHA и PH. Введение бычьего сывороточного альбумина инициировало активацию меньшего количества
клеток, но содержание в них белка c�Fos было более высоким, что проявлялось в повышении оптической
плотности клеток VMH, LHA и PH. Таким образом, в настоящей работе показано, что при введении антигенов
разной природы паттерн активации гипоталамических структур различен.
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ACTIVATION OF CELLS FROM  HYPOTHALAMIC STRUCTURES AFTER INJECTION
OF ANTIGENS DIFFERENT IN THEIR NATURE (by the c�Fos expression)
Abstract. Activation levels of hypothalamic structures (AHN, PVH, DMH, VMH, LHA, PH) were analyzed

within first hours after injection of antigens [lipopolysaccharide (LPS) and bovine serum albumine [BSA]). For all
investigated hypothalamic structures, an increase of c�Fos positive cells numbers was observed after injection of
the antigens, as compared to the controls. LPS injection caused activation of more multiple neuron populations.
AHN, PVH, LHA, and PH structures exhibited the highest levels of c�Fos activation upon LPS application. BSA
injection induced activation of lesser cells quantities, but their enrichment in c�Fos protein was higher, thus re�
sulting into increased optical density of VMH, LHA and PH neurons. Hence, the present work has shown that
activation pattern of hypothalamic structures differs upon application of antigens that are different by their origin.
(Med. Immunol., 2006, vol.8, № 5�6, pp 631�636)
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Введение
Одним из перспективных научных направлений,

интенсивно развивающихся в мире, является имму�
нофизиология, рассматривающая процессы взаимо�
действия нервной и иммунной системы. Совокупная
работа этих систем обеспечивает поддержание посто�
янства внутренней среды организма, сохранение его
гомеостаза. Многие регуляторные факторы, такие

как гормоны, цитокины, нейромедиаторы и нейро�
пептиды, не только функционируют в обеих систе�
мах, но и продуцируются клетками и нейроэндок�
ринной, и иммунной систем. Обнаружение рецепто�
ров к гормонам и нейромедиаторам на иммуноком�
петентных клетках, с одной стороны, и рецепторов
цитокинов на клетках нейроэндокринной системы,
с другой, сделало понятным механизм влияния этих
регуляторных факторов как на иммунологические
процессы, так и на функциональное состояние струк�
тур центральной нервной системы (ЦНС) [6].

Поскольку гипоталамус участвует в регуляции
всех эндокринных и вегетативных функций, особый
интерес представляет изучение роли активации ги�
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поталамических структур для выявления механиз�
мов регуляции развития иммунного ответа со сто�
роны нервной системы.

Показана активация различных гипоталамических
структур по интенсивности экспрессии маркера ак�
тивации нейронов – белка c�Fos в ответ на разнооб�
разные воздействия [1, 5, 7�11, 14, 15, 16, 18]. При вве�
дении антигенов различной природы и разной степе�
ни иммуногенности происходит увеличение интен�
сивности экспрессии белка c�Fos в различных облас�
тях мозга крыс, включая гипоталамические структу�
ры [8, 9, 12, 14, 18], но в подобных исследованиях не
проводилось сравнительного анализа влияния раз�
личных антигенов на активацию структур мозга. Име�
ющиеся данные свидетельствуют о том, что интенсив�
ность, локализация и продолжительность изменений
экспрессии гена c�fos в ЦНС зависит от характера сти�
мула и способа воздействия. Например, уже через 2
часа после введения липополисахарида (ЛПС) наблю�
дается активация экспрессии белка c�Fos в паравент�
рикулярном (PVH), супраоптическом (SO) и арку�
атном (ARH) ядрах гипоталамуса, структур амигдал�
лы, а также ядрах таламуса [14]. В то же время при
введении антигена иной природы (стафилококковый
энтеротоксин B) происходит преимущественно акти�
вация нейронов амигдаллы [12, 13]. Такое различие
реакций может быть связано с природой антигена. Как
известно, ЛПС — тимус�независимый антиген, ответ
на него не требует Т�В�клеточной кооперации и по�
тому развивается быстрее, чем иммунный ответ на ста�
филококковый энтеротоксин B, который является ти�
мус�зависимым антигеном. Кроме того, ЛПС являет�
ся мощным индуктором синтеза дополнительного
пула провоспалительных цитокинов, в частности IL�
1, что может усиливать сигнал, получаемый ЦНС при
введении ЛПС. Известно, что такие гипоталамичес�
кие структуры, как переднее ядро (AHN)  и заднее ги�
поталамическое поле (PH) оказывают наибольшее
влияние на динамику развития иммунных реакций
[2�4]. В связи с этим, особый интерес представляет
изучение паттерна активации данных структур мозга
при воздействии разных антигенов различной приро�
ды и степени иммуногенности, инициирующих раз�
личные пути развития иммунного ответа.

Цель настоящей работы состояла в том, чтобы
определить особенности активации клеток гипотала�
мических структур при развитии иммунных реакций
в ответ на введение антигенов различной природы: ли�
пополисахарида (ЛПС) и бычьего сывороточного аль�
бумина (БСА), по экспрессии белка c�Fos.

Материалы и методы
Работа выполнена на 50 крысах, взрослых сам�

цах породы Wistar весом 200�250 г., адаптированных
к условиям эксперимента. Животных содержали в
условиях вивария при комнатной температуре с 12�

часовым циклом свет/темнота, свободным доступом
к воде и пище, на стандартной диете в соответствии
с нормами содержания лабораторных животных.

Экспериментальные группы:
Группа 1. Интактные животные.
Группа 2. Контрольные животные, которым внут�

ривенно вводили 200 мкл физиологического раствора.
Группа 3. Животные, которым внутривенно вво�

дили 25 мкг/кг липополисахарида (E.coli 055:B5,
SIGMA) в 200 мкл физиологического раствора.

Группа 4. Животные, которым внутривенно вво�
дили 25 мг/кг бычьего сывороточного альбумина
(SIGMA) в 200 мкл физиологического раствора.

Через 2 часа после инъекции крыс наркотизиро�
вали внутрибрюшинно фенобарбиталом (60 мг/кг).
Фиксацию мозга осуществляли путем интракарди�
альной перфузии, охлажденным раствором парафор�
мальдегида (100 мл 4% параформальдегида на 0,1М
PBS (рН 7,4), содержащего 0,2% пикриновой кисло�
ты), предварительно промыв 50 мл физиологичес�
кого раствора с гепарином (20 ед./мл).

Иммуногистохимическое выявление c�Fos белка
Через 1�2 часа у перфузированных животных из�

влекали мозг с последующей дофиксацией в новой
порции фиксирующей смеси, содержащей 15% саха�
розу, в течение 12 часов при +4°С, после чего пере�
кладывали в 20% раствор сахарозы. Фронтальные
срезы (30 мкм) готовили на замораживающем мик�
ротоме при –27°C. Готовые срезы собирали в деся�
тилуночные планшеты (объем лунок — 3 мл) в 20%
раствор сахарозы с последующей отмывкой фосфат�
но�солевым буфером (ФСБ) 2 раза по 5 минут, за�
тем на 10 минут перекладывали в 3% раствор пере�
киси водорода и снова дважды отмывали ФСБ. Пос�
ле этого для подавления неспецифической реакции
срезы помещали в 0,1 % раствор БСА на 0,4% трито�
не. Планшет со срезами 2 часа держали на шейкере,
а затем срезы в течение 12 часов инкубировали с пер�
вичными поликлональными антителами к семейству
c�Fos белков (Sigma) при +4°C (разведение 1:5000 в
ФСБ, содержащем 0,1% БСА и 0,4% тритона). Триж�
ды отмыв срезы в ФСБ, их инкубировали с вторич�
ными антикроличьими IgG антителами, меченными
пероксидазой (Sigma), в разведении 1:300 в ФСБ,
содержащем 0,4% тритона. На все время инкубации
планшеты со срезами помещали на шейкер. По ис�
течении двух часов срезы дважды отмывали ФСБ и
однократно в 0,01% трис�HCl буфере (pH=7,4). Ви�
зуализацию иммуногистохимической реакции про�
изводили 0,02% раствором диаминобензидина
(ДАБ) на 0,01% трис�HCl буфере, содержащем
0,001% перекиси водорода, в течение 15 минут. Пос�
ле этого срезы отмывали в ФСБ, помещали в дис�
тиллированную воду и монтировали на стекла. Вы�
сушенные на воздухе препараты погружали на 15
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мин в 100% этиловый спирт и на 10 мин в ксилол,
после чего заключали в канадский бальзам.

Подсчет клеток:
Подсчет клеток производили, используя систему

Иста�Видео�Тест. Срезы мозга исследовали при 40�
кратном увеличении светового микроскопа. С помо�
щью компьютерной программы Иста�Видео�Мастер
определяли площадь среза, на которой проводили
подсчет клеток и оптическую плотность окраски кле�
ток и фона для каждого среза и структуры. При ана�
лизе количества c�Fos позитивных клеток учитыва�
ли только те клетки, оптическая плотность которых
превышала окраску фона как минимум в 1,25 раза и
выше. Для сопоставления количества c�Fos позитив�
ных клеток данные количественных подсчетов пере�
считывали на унифицированную площадь, равную
10000 мкм2. Для сравнительного анализа степени
активации экспрессии c�Fos�подобного белка в
структурах гипоталамуса определяли относитель�
ный коэффициент (ОК) и относительную оптичес�
кую плотность (ООП) окраски c�fos�позитивных
клеток по формулам:

             число с�Fos�позитив.клеток после введения антигена (ЛПС или БСА)
ОК= 

 число с�Fos�позитив. клеток после введения физ. раствора

ср.опт.плотность с�Fos�позитив.клеток
ООП=

ср.опт.плотность фона

Кроме того, c�Fos�позитивные клетки распреде�
ляли на несколько классов в зависимости от их оп�
тической плотности, при этом последующий класс
отличался от предыдущего на 25%. Для каждой
структуры оценивали процентное соотношение ко�
личества клеток различных классов.

Статистическая обработка:
Статистическую обработку результатов проводи�

ли с использованием описательной статистики, а
также по t�критерию Стъюдента. Для построения
диаграмм использовали пакет программ Microsoft
Office XP.

Результаты
Проанализирована реакция клеток различных

гипоталамических структур: паравентрикулярного
ядра (PVH�25); переднего гипоталамического ядра
(AHN�25); латеральной гипоталамической области
(LHA�25; LHA�28); дорзомедиального ядра (DMH�
28); вентромедиального ядра (VMH�28); заднего ги�
поталамического поля (PH�30) на 25, 28 и 30 уров�
нях согласно атласу Swanson’s [17].

Анализ количества c�Fos�позитивных клеток по�
казал, что у животных, которым внутривенно вводи�
ли антиген (ЛПС или БСА), во всех исследуемых
структурах гипоталамуса происходило увеличение
числа активированных нейронов по сравнению с их
количеством у интактных и контрольных животных
(рис. 1). Тенденция к более выраженной активации
гипоталамических структур после введения ЛПС, по
сравнению с реакцией на введение БСА, наблюдалась
в большинстве структур, хотя достоверность была
показана только для LHA�28 и PVH�25 (рис. 1).

Поскольку исходно количество клеток в различ�
ных структурах не одинаково, то по абсолютному ко�
личеству c�Fos позитивных клеток можно судить
лишь о степени активации каждой данной структуры
в ответ на различные воздействия. Кроме того, при
введении физиологического раствора (контрольная
группа) в различных гипоталамических структурах
интенсивность экспрессии белка c�Fos была не оди�
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Рис. 1. Изменение количества c;Fos позитивных клеток различных гипоталамических структур мозга крыс после введения анти;
генов ЛПС и БСА. * — P<0,01 по отношению к количеству c�Fos�позитивных клеток у контрольных животных (введение физиологического раствора),
# — P<0,01 по отношению к количеству c�Fos�позитивных клеток у животных после введения БСА; ** — P<0,05 по отношению к количеству c�Fos�
позитивных клеток у контрольных животных, ## — P<0,05 по отношению к количеству c�Fos�позитивных клеток у интактных животных.

*
*

*

##
##

*#

**

*

*

* *

*

*

##

## ##

*#

** **



634

Медицинская ИммунологияПерекрест С.В., Гаврилов Ю.В. и др.

Рис. 2. Изменение относительного коэффициента активации гипоталамических структур мозга крыс по экспрессии белка c;
Fos при введении антигенов. * — P<0,001 по отношению к его значению для LHA�25, DMH�28, VMH�28; ** — P<0,05 по отношению к его
значению для AHN�25, LHA�25, VMH�28, ## — P<0,05 � AHN�25; # — P<0,01 по отношению к его значению у животных после введения БСА. Величина
относительного коэффициента рассчитывалась как отношение числа c�Fos�позитивных клеток после введения антигена к их количеству у конт�
рольных животных (введение физиологического раствора).
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Рис. 3. Изменение относительной оптической плотности c;Fos позитивных клеток гипоталамических структур мозга крыс при
введении антигенов ЛПС и БСА. * — P<0,01 по отношению к значению относительной оптической плотности c�Fos�позитивных клеток у
животных контрольной группы ** — P<0,05 по отношению к значению относительной оптической плотности c�Fos�позитивных клеток у животных
контрольной группы.

накова, поэтому для проведения сравнения степени
активации нейронов различных структур были ОК и
ООП.

Анализ результатов ОК позволил выявить, что
выраженная реакция на введение ЛПС происходит
в AHN�25, PVH�25, LHA�28 и PH�30. После введе�
ния БСА активация гипоталамических структур
была менее выражена (рис. 2).

Степень активации структуры определяли не
только по количеству c�Fos позитивных клеток, но и
по их оптической плотности, отражающей содержа�
ние c�Fos белка в клетке. Сравнение степени акти�
вации гипоталамических структур производилось на
основе анализа ООП. Анализ исследуемых структур
по данному показателю выявил, что после введения

ЛПС при возрастании количества c�Fos�позитивных
клеток не наблюдается увеличения их средней оп�
тической плотности по отношению к контролю. При
введении БСА показатель ООП c�Fos�позитивных
клеток возрастал по отношению к контролю в VMH�
28, LHA�28 и PH�30 (рис. 3).

Ранжирование c�Fos позитивных клеток по клас�
сам согласно их оптической плотности позволило
обнаружить, что возрастание показателя ООП c�Fos�
позитивных клеток в VMH�28, LHA�28 и PH�30 в
ответ на введение БСА происходит в основном за
счет увеличения числа активированных клеток с бо�
лее высокой оптической плотностью (рис. 4, 5).
В других исследованных структурах при введении
БСА, как и после введения ЛПС, распределение
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Рис. 4. Распределение количества c;Fos позитивных клеток в заднем гипоталамическом поле крыс по классам согласно
их оптической плотности. * — P<0,01; # — P<0,05 по отношению к количеству c�Fos�позитивных клеток определенного класса у животных
контрольной группы (введение физиологического раствора). Относительная плотность клеток каждого последующего класса отличается от преды�
дущей на 25%.
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Рис. 5. Распределение количества c;Fos позитивных клеток в различных структурах гипоталамуса крыс по классам согласно их
оптической плотности. А — вентромедиальное ядро, уровень 28 (VMH�28); B — латеральная гипоталамическая область, уровень 28 (LHA�28) по
атласу Swanson’s; * — P<0,01; # — P<0,05 по отношению к количеству c�Fos�позитивных клеток определенного класса у животных контрольной
группы. Относительная плотность клеток каждого последующего класса отличается от предыдущей на 25%.

c�Fos позитивных клеток по классам не отличалось
от контроля.

Обсуждение
В настоящей работе проведен анализ степени ак�

тивации гипоталамических структур в ответ на вве�
дение относительно малых доз различных антигенов.
В качестве антигенов были использованы такие
принципиально разные по своей природе и механиз�
мам инициации иммунных процессов препараты, как
ЛПС и БСА, обладающие разной степенью иммуно�
генности. Аппликация тимус�зависимых и тимус�
независимых антигенов приводит к синтезу различ�
ных комбинаций цитокинов, и сигналы, получаемые
структурами ЦНС, обуславливают активацию раз�
личных нейронов [14].

Использование в работе метода определения ин�
дукции синтеза c�Fos белка дает возможность судить
о поступлении в клетки ЦНС информации об опре�
деленном воздействии, в конкретном случае, о введе�

нии антигена. Впервые проведен сравнительный ана�
лиз активации гипоталамических структур в ответ на
действие таких принципиально разных по своей при�
роде и степени иммуногенности антигенов, как ЛПС
и БСА. Хотя все исследованные структуры активи�
ровались после их введения, уровень экспрессии c�Fos
белка был различен, что позволило выявить структу�
ры гипоталамуса, в первые часы после введения ан�
тигена отвечающие наибольшей активацией на дей�
ствие ЛПС или БСА. Наблюдавшаяся тенденция к
более выраженной активации структур по белку c�Fos
через 2 часа после введения ЛПС, по сравнению с
БСА, может быть связана с тем, что данный антиген,
в отличие от БСА, способен вызывать более интен�
сивный иммунный ответ и приводить к появлению
пула провоспалительных цитокинов (IL�1, IL�6,
TNFα), что способствует амплификации сигнала, вос�
принимаемого клетками нервной системы.

Более выраженная активация таких структур, как
AHN�25, PVH�25, LHA�28, PH�30, после введения
ЛПС согласуется с уже имеющимися данными:
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именно эти структуры (AHN�25, PVH�25, LHA�28,
PH�30) оказывают наибольшее влияние на динами�
ку развития иммунных реакций [2�4].

После введения БСА наиболее высокая степень
активации наблюдалась в заднем гипоталамическом
поле (PH�30). Следует отметить, что LHA имеет ге�
терогенный состав клеток, которые по�разному от�
вечают на антигенные стимулы. Более выраженная
активация экспрессии c�Fos белка была констатиро�
вана в клетках каудальной области этой структуры
(LHA�28) при введении как ЛПС, так и БСА.

Ранжирование клеток на классы согласно их оп�
тической плотности позволило установить, что в от�
вет на введение БСА при меньшем количестве c�Fos
позитивных клеток наблюдается более выраженная
экспрессия гена в клетках VMH�28, LHA�28 и PH�
30, чем при введении ЛПС.

Таким образом, показано, что при введении ма�
лых доз антигенов разной природы, происходит ак�
тивация ряда гипоталамических структур: PVH�25,
AHN�25, LHA�25, LHA�28, VMH�28, DMH�28, PH�
30, но паттерн этой активации различен, что свиде�
тельствует в пользу дифференцированного ответа
нервной системы на сигналы, вызванные воздействи�
ем антигенов различной природы.
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