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Образование новых, а также модификация работы ранее существовавших нейрон-
ных сетей и синаптических контактов, лежащие в основе обучения и памяти, в зна-
чительной степени зависят от транскрипционной активности генов, вовлеченных 
в регуляцию сопряженных процессов нейроглиогенеза и апоптоза. При этом выяв-
ление изменений работы генома, специфичных для когнитивных функций, требу-
ет одновременной оценки влияния стрессирующих факторов как неотъемлемого 
компонента всех моделей обучения лабораторных животных. Целью настоящего 
исследования явился сравнительный анализ экспрессии генов регуляторов нейро-
глиогенеза (S100А6, Ascl1), а также апоптоза (Apaf1, Bax, Casp3, Bcl2) у животных, 
обученных пространственному навыку в водном лабиринте Морриса и подвергну-
тых принудительному плаванию в соответствии с режимом обучения. Эксперимен-
ты проведены на молодых половозрелых самцах крыс Вистар, распределенных по 
следующим группам: Обучение (с формированием навыка поиска скрытой плат-
формы в  водном лабиринте в  течение 4  дней), Контроль (плавание в  лабиринте 
без платформы в течение 4 дней) и Интактные (пребывание в домашних клетках). 
В образцах ткани гиппокампа, фронтальной коры и мозжечка, выделенных сразу по-
сле окончания экспериментов в лабиринте, определяли экспрессию целевых генов 
методом полимеразной цепной реакции в реальном времени. Было обнаружено, что 
когнитивная активность снижает экспрессию проапоптотических генов, возраста-
ющую в  условиях стрессового воздействия, и, напротив, стимулирует активность 
генов, регулирующих нейроглиогенез и синаптогенез в структурах, релевантных для 
различных стадий формирования следа памяти. Полученные результаты наряду с те-
оретическим вкладом представляют интерес для определения мишеней направлен-
ной терапии когнитивных нарушений.
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ВВЕДЕНИЕ

Формирование индивидуального опыта и адаптивных форм поведения на разных 
этапах жизненного цикла организма связано с образованием и модификацией работы 
нейронных сетей, обеспечивающих клеточные механизмы долговременной памяти, 
включая генерацию и селекцию новых нейронов, а также формирование, элиминацию 
и изменение эффективности синаптических контактов [1, 2]. Исследование молекуляр-
но-генетических механизмов этих процессов, в частности выявление роли отдельных 
генов, является одним из важнейших направлений современной нейробиологии. Со-
пряженные механизмы нейроглиогенеза и апоптоза, обеспечивающие формирование 
нервной системы на  стадии эмбрионального развития, играют также существенную 
роль в  механизмах нейропластичности на  ранних этапах постнатального онтогене-
за [3, 4]. С возрастом у млекопитающих наблюдается снижение интенсивности нейро-
глиогенеза, и в зрелом мозге в стандартном режиме условной нормы эти процессы на-
блюдаются в нескольких специализированных отделах, таких как субвентрикулярная 
зона, субгранулярная зона зубчатой фасции гиппокампа, а также, предположительно, 
гипоталамус [5, 6]. 

В последнее время появляются данные о нейрогенезе в других областях зрелого 
мозга млекопитающих, в частности в коре больших полушарий и стриатуме, однако 
многие исследователи считают, что новые глиальные и  нейрональные клетки попа-
дают в эти отделы из нейрогенных ниш через ростральную систему миграции, и этот 
вопрос остается пока открытым [6, 7]. 

Функциональная роль вновь образованных клеток в зрелом мозге является пред-
метом активного изучения. Выдвинута гипотеза, что взаимодействие зрелых и вновь 
образованных гранулярных нейронов в  зубчатой фасции гиппокампа обеспечивает 
процессы разделения и интеграции паттернов при кодировании данных, передаваемых 
в кору больших полушарий [8]. Также сформулировано предположение об участии ас-
троцитов в организации сетевых пространств и формировании доменов (информаци-
онных файлов) [9, 10]. 

При различных патологических условиях могут наблюдаться разнонаправленные 
изменения интенсивности нейрогенеза в  зрелом мозге. Так, при черепно-мозговых 
травмах, ишемических повреждениях, нейродегенеративных процессах, вызывающих 
массовую гибель нейронов, можно наблюдать его активацию [11], в то время как при 
нарушениях метаболизма, воспалении и воздействии хронического стресса наблюда-
ется подавление процесса. Физические упражнения и обогащенная среда стимулируют 
нейрогенные механизмы, способствуя их восстановлению после патологических нару-
шений, например хронического стресса [12, 13].

Многие белки-морфогены, выступающие в эмбриональном и раннем постнаталь-
ном развитии индукторами и  регуляторами нейроглиогенеза, в  зрелых нейронных 
сетях участвуют в модуляции синаптической передачи  [14, 15]. Значительное число 
таких морфогенов являются транскрипционными факторами, и в число их мишеней 
входят гены, влияющие на синаптическую пластичность. В связи с этим могут наблю-
даться множественные связи между динамикой их активности и особенностями адап-
тивного поведения, изучение которых требует системного подхода. 

Одним из ключевых регуляторов нейроглиогенеза является транскрипционный 
фактор Ascl1 (Achaete-scute complex homolog1), участвующий в  первичных стади-
ях трансформации клеток-предшественников и  способствующий последовательной 
пролиферации и дифференцировке [16]. Ген Ascl1 экспрессируется в нейрогенных зо-
нах зрелого мозга, а среди мишеней самого фактора представлены гены, регулирую-
щие синтез и высвобождение медиаторов, а также передачу нервного импульса [17]. 
Среди белков, не являющихся транскрипционными факторами, но регулирующих 
поддержание пролиферативной активности, значительный интерес представляет 
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Ca2+- и Zn2+‑связывающий белок S100А6, экспрессирующийся в нейрональных и гли-
альных предшественниках [18, 19]. Внутри клетки S100А6 оказывает влияние на ак-
тивность циклинов, кроме того, его лигандами являются белки, от которых зависит 
структура цитоскелета и  проницаемость мембраны, а  также ряд протеинов, облада-
ющих шаперонной активностью. S100А6 также секретируется в  межклеточное про-
странство и оказывает аутокринное и паракринное действие через рецепторы RAGE, 
модулирующие активность ряда сигнальных систем [20]. 

Апоптоз (программируемая клеточная гибель) является одним из основных меха-
низмов селекции функционально активных клеток мозга на всех этапах жизненного ци-
кла. В зрелом мозге в норме активность апоптотических процессов максимальна в тех 
же зонах, где наблюдается нейрогенез. Показано, что многие ключевые регуляторы 
апоптотических процессов, в частности Apaf1, Bax (проапоптотический член семейства 
Bcl), эффекторная каспаза Casp3, вовлечены также в генерацию и селекцию синапти-
ческих контактов и  в механизмы таких форм синаптической пластичности, как дол-
говременная потенциация и долговременная депрессия [21–23]. Наблюдаемая в течение 
жизненного цикла динамика экспрессии “проапоптотических” генов и одновременное 
изменение эпигенетических механизмов ее регуляции [24], предположительно, могут 
отражать системные изменения в молекулярных механизмах формирования нейронных 
сетей, происходящие при созревании и старении. Таким образом, изучение изменений 
экспрессии генов, регуляторов апоптоза и нейроглиогенеза при когнитивной активно-
сти необходимо как для понимания принципов работы нервной системы, так и для вы-
явления потенциальных мишеней терапии нарушений внимания, обучения и памяти. 
Следует отметить, что проведение таких исследований предъявляет особые требования 
к валидности контрольных групп, поскольку активность целевых генов существенно 
изменяется при стрессовых воздействиях, являющихся компонентом любой модели об-
учения. Для исследования гиппокампзависимой памяти широко используется модель 
водного лабиринта Морриса. Однако лишь в единичных работах проводился сравни-
тельный анализ влияния стресса, вызванного принудительным плаванием животных 
в стохастическом режиме, и формирования пространственной памяти с возможностью 
избегания опасности. Имеющиеся данные свидетельствуют о том, что обучение в ла-
биринте Морриса вызывает сильный стресс, к которому, однако, с течением времени 
происходит привыкание. При этом различия в уровне экспрессии генов кортикотропин-
рилизинг-гормона и его рецептора между обученными крысами и животными, подверг-
нутыми принудительному плаванию, были незначительными [25]. 

В другом исследовании, включавшем контроль на  принудительное плавание, не 
было выявлено существенных различий между контрольными и обучавшимися крыса-
ми в уровне экспрессии немедленных ранних генов c-Fos, Egr-1, Arc [26]. Авторы вы-
сказывают предположение, что специфичные изменения экспрессии генов могут быть 
выявлены при анализе генов второй и последующих “волн”. 

Ранее при изучении генов Ascl1, S100А6 и Casp3 в гиппокампе, фронтальной коре 
и  мозжечке нами были показаны различия в  характере влияния обучения и  стресса 
принудительного плавания в лабиринте Морриса на уровень экспрессии этих генов, 
а также на профиль корреляций между показателями экспрессии в различных струк-
турах [27]. На основании этих данных была выдвинута гипотеза о том, что стрессиру-
ющее воздействие в  виде принудительного плавания повышает уровень экспрессии 
генов, кодирующих белки – регуляторы апоптоза, а специфичными изменениями, свя-
занными с формированием пространственной памяти, являются снижение их экспрес-
сии и повышение экспрессии генов, кодирующих стимуляторы нейро- и синаптогенеза.

Для проверки этой гипотезы в настоящем исследовании была поставлена цель про-
вести сравнительную оценку влияния обучения и  стресса на  экспрессию более ши-
рокого, чем ранее, набора генов, включающего наряду с Ascl1, S100А6 и Casp3 гены 
Bax, Apaf1 и Bcl2. В исследовании также использован обновленный протокол обучения 
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с повышением временных лимитов поиска платформы и числа проб в сеансах обуче-
ния. Это позволило несколько увеличить время принудительного плавания у животных 
группы активного контроля, что создает дополнительные возможности для дифферен-
циации эффектов стресса и обучения. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование проводилось на взрослых крысах-самцах линии Вистар, полученных 
из питомника “Столбовая” Федерального государственного бюджетного учреждения 
науки “Научный центр биомедицинских технологий Федерального медико-биологи-
ческого агентства” России, массой 220 ± 20 г (n = 36). Животные содержались по 4–5 
особей в клетках в  стандартных условиях вивария со сменой темной и  светлой фаз 
суток 12 / 12 ч при свободном доступе к корму и воде. Крыс случайным образом рас-
пределяли по трем экспериментальным группам: группа 1 – Интактные крысы (n = 12), 
группа 2 – Контроль (n = 12), 3-я группа – Обучение крысы, обучавшиеся в водном 
лабиринте (n = 12). Эксперименты выполнены с соблюдением ГОСТ 33215-2014 (Руко-
водство по содержанию и уходу за лабораторными животными. Правила оборудования 
помещений и организации процедур) и ГОСТ 33216-2014 (Руководство по содержа-
нию и уходу за лабораторными животными. Правила содержания и ухода за лаборатор-
ными грызунами и кроликами). 

Обучение в водном лабиринте
Водный лабиринт Морриса представлял собой круглый бассейн серого цвета диа-

метром 180  см, наполненный водой, имеющей температуру 21 оС, на  высоту 40  см. 
Бассейн располагался в центре комнаты с большим количеством обстановочных сти-
мулов [28]. В центре одного из квадрантов находилась скрытая под водой на глубине 
2.0 см прозрачная круглая платформа диаметром 15 см. Животных погружали в воду 
в  случайно расположенных точках возле стенки бассейна, время свободного поиска 
платформы составляло 120 с, а крыс, не нашедших платформу за это время, мягко на-
правляли к ней. Время пребывания на платформе составляло 30 с, после чего животное 
помещали в отдельную клетку на 90 с. Обучение проводили в течение 4 дней по 5 проб 
в каждый из дней. С помощью программы Ethovision XT 8.5 (Noldus, Голландия) фик-
сировали время достижения платформы и пройденную дистанцию. 

Животных из группы Контроля заставляли плавать в отсутствие платформы ежед-
невно в течение 4 дней (5 попыток в день). Протокол эксперимента был разработан 
таким образом, что временной профиль периодов принудительного плавания каждо-
го животного из группы Контроля соответствовал таковому для одного, случайным 
образом поставленного ему в соответствие животного из группы Обучения, а интервал 
между пробами составлял 120 с. 

Определение экспрессии генов
Через 24 ч после окончания поведенческих экспериментов животных каждой груп-

пы декапитировали, извлекали мозг и  выделяли на  холоде образцы церебральных 
структур: гиппокампа (координаты AP, от –2.0 до –7.0; L, ± 4.0, DV, от 1.8 до 4.0), фрон-
тальной коры (ФК, координаты AP, от +2.5 до +5.0; L, 0 ± 4.0; DV, от 1.8 до 4.0) и моз-
жечка (координаты AP, от –9.0 до –15.0; L, ± 5.0; DV, от 1.1 до 7.0). Образцы сразу после 
выделения замораживали в жидком азоте. Для определения координат при выделении 
структур мозга использовали атлас мозга крыс [29].

Из выделенных структур мозга всех животных экстрагировали общую фракцию 
РНК с  помощью реагента TRIzol (Invitrogen, США) в  соответствии с  протоколом 
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производителя, применяя гомогенизатор DIAX 100 (Heidolph, Германия), режим: 
5000 об/мин в течение 15 с. Полученные препараты РНК очищали от примесей геном-
ной ДНК, обрабатывая ферментом ДНКазой I в течение 30 мин при 37 °С в реакцион-
ном буфере (40 мМ Трис-HCl (pH 8.0), 10 мМ MgSO4, 1 мМ CaCl2), а затем добавляли 
стоп-раствор (2 мМ этиленгликоль-тетрауксусная кислота, рН 8.0) и прогревали 10 мин 
при 65 °С (RQ1 RNase-Free DNase, Promega, США). Концентрацию выделенной РНК 
определяли на  флуориметре Qubit с  применением Qubit RNA Assay Kit (Invitrogen, 
США) согласно рекомендациям производителя. 

Для проведения обратной транскрипции 0.5 мкг выделенных образцов тотальной 
РНК из церебральных структур инкубировали с 2 мкл олиго-(dT)15 (10 мкМ) и 1 мкл 
(1 е.а./мкл) ингибитора РНКаз RiboCare (Promega, США) в течение 2 мин при +70 °С, 
после чего сразу помещали на лед. При этом 1 е.а. – это количество ингибитора РНКаз 
RiboCare, которое соответствует таковому в мкг и инактивирует 5 нг РНКазы А на 50%.

Обратную транскрипцию проводили в объеме 30 мкл в  среде, содержащей (мМ) 
10 Трис-HCl (pH 8.3), 25 KCl, 0.6 MgCl2, 2 дитиотреитол, с добавлением 200 единиц 
ревертазы M-MLV (Promega, США) и 4 мкл dNTP (10 мМ) и последующей инкуба-
цией в  течение 1  ч 45  мин при 37  °С. Фермент затем инактивировали нагреванием 
до 95 °С в течение 5 мин. Полученную кДНК разводили деионизированной водой в 10 
раз и хранили при –80 °С. В качестве отрицательного контроля вместо РНК использо-
вали деионизированную воду. 

Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) в  режиме реального времени проводили 
в объеме 25 мкл с использованием 1 мкл разведенной кДНК, 0.2 мкМ готовой смеси 
праймеров (SABioscinces, США) и готовой смеси qPCRmix-HS SYBR (“Евроген”, Рос-
сия), однократный состав которой включал интеркалирующий краситель SYBR Green 
I, Taq-полимеразу с горячим стартом, 3 мМ MgCl2, по 0.2 мМ каждого нуклеотидтри-
фосфата. Были использованы праймеры (“Евроген”, Россия), структуры которых при-
ведены в табл. 1. 

Использовали детектирующий амплификатор ДТпрайм (“ДНК-Технологии”, Рос-
сия). Программа амплификации: 94 °С – 1.5 мин; 50 циклов: денатурация при 94 °С – 
30 с, отжиг праймеров при 64 оС – 15 с, элонгация при 72 °С – 30 с. Специфичность 
ПЦР-продуктов подтверждали проведением электрофореза в 1.5%-ном агарозном геле, 
окрашенном этидиумом бромида; использовали маркер длин ДНК GeneRuler 50 bp 
DNA Ladder (Fermentas, Литва). В качестве референсного использовали ген β-актина 
для последующего расчета относительного уровня экспрессии изучаемых генов по ме-
тоду 2-ΔCt  [30]. Затем показатели экспрессии в группах Обучения и Контроля норми-
ровали по отношению к  показателям Интактной группы, средние значения которых 
принимали за единицу. 

Таблица 1. Последовательности олигонуклеотидных праймеров, использованных для 
проведения полимеразной цепной реакции с детекцией в реальном времени

Ген
Праймер

Прямой Обратный
ASCL1 CTTCGCAGTCCCGCTTCCTT TCTCCTGCCATCCTGCTTCCAA
S100А6 TCATTGTCGACGTGTGCTTCTAGC ATCAAAGCCAAGGCCCCCAG
Apaf1 GGCAAGTCCATCGAGGTGAT CGAGCATGAGCCAAGCCT
Bcl2 CCTGTGGATGACTGAGTACCTG AGCCAGGAGAAATCAAACAGAGG
Bax AGGATGCGTCCACCAAGAAGCT TCCGTGTCCACGTCAGCAATCA

Casp3 CGGAGCTTGGAACGCGAAGA CCAGTGCTCACAAGGTGGGT
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Статистический анализ
Полученные результаты обрабатывали в  программе Statistica 8.0 (StatSoft, Inc., 

США). С учетом размеров выборок и характера их распределения для анализа при-
меняли следующие непараметрические методы: дисперсионный анализ с повторными 
измерениями Фридмана (Friedman ANOVA) при оценке динамики обучения в водном 
лабиринте группы Контроля и дисперсионный анализ Краскелла – Уоллиса с после-
дующими парными сравнениями методом Манна – Уитни при сравнении показателей 
экспрессии генов. Тест Манна – Уитни применяли, кроме того, при сравнении прой-
денной дистанции и скорости плавания животных групп Контроля и Обучения. Вычи-
сляли также ранговый коэффициент корреляции Спирмена. Статистически значимыми 
считали различия при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Динамика выполнения пространственного навыка в ходе обучения
Анализ показателей времени и  пройденной дистанции до  достижения скрытой 

платформы в группе Обучения с использованием непараметрического теста для зави-
симых переменных Friedman ANOVA показал, что значения этих параметров статисти-
чески значимо снижались в течение 4 дней обучения (Chi Sqr. (N = 12, df = 3) > 28.10, 
p  <  0.001) (рис.  1а, b). Животные группы Контроля и  Обучения не различались по 
средней скорости плавания (11.8 ± 1.4 см/с и 12.6 ± 0.9 см/с соответственно, Z = 1.01, 
p = 0.31). Также ни в один из дней не было обнаружено различий между группами по 
показателю пройденной дистанции (Z < 0.68, p > 0.69, рис. 1b).

Рис. 1. (a) – Показатели времени достижения скрытой платформы в лабиринте Морриса у крыс из группы 
Обучения (и соответственно времени принудительного плавания в группе Контроля). (b) – Показатели ди-
станции до скрытой платформы в лабиринте Морриса у крыс из групп Обучения и Контроля. Приведены 
значения медиан, верхних и нижних квартилей. 

Показатели экспрессии исследованных генов в гиппокампе животных разных групп
Тест Краскелла – Уоллиса выявил статистически значимые межгрупповые разли-

чия экспрессии всех исследованных генов, за исключением экспрессии гена S100А6 
в гиппокампе (табл. 2).
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Таблица 2. Результаты анализа межгрупповых различий экспрессии исследованных генов 
с использованием теста Краскелла – Уоллиса 

Ген
Структура

Гиппокамп Фронтальная кора Мозжечок

Apaf1 H (2, N = 36) = 21.1,  
p < 0.001

H (2, N = 36) = 16.4,  
p < 0.001

H (2, N = 36) = 20.1, 
p < 0.001

Bax H (2, N = 36) = 21.4, 
p < 0.001

H (2, N = 36) = 10.2, 
p < 0.01

H (2, N = 36) = 21.9, 
p < 0.001

Bcl2 H (2, N = 36) = 25.7, 
p < 0.001

H (2, N = 36) = 19.3, 
p < 0.001

H (2, N = 36) = 25.7, 
p < 0.001

Casp3 H (2, N = 36) = 7.1, 
p = 0.046

H (2, N = 36) =13.5, 
p < 0.01

H (2, N = 36) = 11.2, 
p < 0.01

S100А6 H (2, N = 36) = 4.1, 
p = 0.329

H (2, N = 36) = 11.9, 
p < 0.01

H (2, N = 36) = 11.1, 
p < 0.01

Ascl1 H (2, N = 36) = 22.2, 
p < 0.001

H (2, N = 36) =17.6, 
p < 0.001

H (2, N = 36) = 17.7, 
p < 0.001

Анализ попарных различий между группами проводили с помощью теста Манна – 
Уитни. В гиппокампе экспрессия гена Apaf1 повышалась у животных группы Контроля 
по сравнению с Интактной группой (Z = 2.88, p = 0.002). У обученных животных этот 
показатель не демонстрировал отличий от уровня интактных крыс (Z = 1.12, p = 0.31) 
и  был существенно ниже, чем в  Контроле (Z  =  2.74, p  =  0.006), (рис.  2а). Сходный 
с Apaf1 профиль экспрессии в гиппокампе был выявлен для генов Bax (рис. 2b) и Bcl2 
(рис. 2c). Повышение этих показателей относительно Интактной группы наблюдалось 
только в группе Контроля (Z = 2.90, p = 0.004 и Z = 3.02, p = 0.002 соответственно), но 
не Обучения (Z = 1.33, p = 0.29 и Z = 0.16, p = 0.94 соответственно), при этом у обучен-
ных крыс они были статистически значимо ниже, чем в Контроле (Z = 2.90, p = 0.004 
и Z = 2.88, p = 0.004 соответственно).

Экспрессия гена Casp3 в гиппокампе была повышена по сравнению с интактными 
животными как у контрольных (Z = 2.88, p = 0.004), так и у обученных крыс (Z = 2.40, 
p  =  0.016), однако в  группе Обучения этот показатель был существенно (Z  =  2.56, 
p = 0.010) ниже, чем в Контроле (рис. 2d). Межгрупповых различий в уровне экспрес-
сии S100А6 в гиппокампе выявлено не было (Z < 0.64, p > 0.52), (рис. 2e). 

Экспрессия гена Ascl1 в гиппокампе была статистически значимо выше интактного 
уровня (рис. 2f) как в группе Контроля (Z = 2.56, p = 0.010), так и в группе Обучения 
(Z = 2.90, p = 0.004). При этом обученные животные демонстрировали повышенный 
уровень активности гена в сравнении с контрольными (Z = 2.18, p = 0.038). 

Показатели экспрессии исследованных генов во фронтальной коре животных  
разных групп

Во ФК экспрессия гена Apaf1 повышалась у контрольных животных (рис. 3а) по 
сравнению с Интактной (Z = 1.86, p = 0.063), при этом у обученных животных ее уро-
вень не демонстрировал отличий от уровня интактных крыс (Z = 1.12, p = 0.31) и был 
существенно ниже, чем в Контроле (Z = 2.29, p = 0.022). 

Экспрессия гена Bax во ФК контрольных животных была существенно (Z = 2.65, 
p = 0.008) выше, чем у интактных (рис. 3b); у обученных животных ее уровень не де-
монстрировал отличий от такового у интактных крыс (Z = 0.85, p = 0.39) и на уровне 
тенденции (Z = 1.86, p = 0.063) был ниже, чем в Контроле. 
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Рис. 2. Показатели экспрессии исследованных генов в гиппокампе животных разных групп. Приведены зна-
чения медиан, верхних и нижних квартилей.
* – p < 0.05, ** – p < 0.01 по сравнению с Интактной группой, # – p < 0.05, ## – p < 0.01 по сравнению с Контролем.

Рис. 3. Показатели экспрессии исследованных генов во фронтальной коре животных разных групп. Приве-
дены значения медиан, верхних и нижних квартилей.
* – p < 0.05, ** – p < 0.01 по сравнению с Интактной группой, # – p < 0.05, ## – p < 0.01 по сравнению с Контролем.
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Профиль межгрупповых различий в экспрессии Bcl2 во ФК был сходным с таковым 
для Apaf1: наблюдалось существенное возрастание ее в Контроле (Z = 2.37, p = 0.018), 
отсутствие различий между обученными и  интактными животными и  снижение по 
сравнению с Контролем у обученных крыс (Z = 2.88, p = 0.004), (рис. 3c). 

Как и в гиппокампе, экспрессия Casp3 во ФК была повышена по сравнению с ин-
тактными животными и  у контрольных (Z  =  3.00, p  =  0.003), и  у обученных крыс 
(Z  =  2.10, p  =  0.043), однако в  группе Обучения этот показатель был существенно 
(Z = 2.88, p = 0.004) ниже, чем в Контроле (рис. 3d). 

Экспрессия S100А6 во ФК у контрольных крыс демонстрировала тенденцию к по-
вышению относительно уровня Интактной группы (Z = 1.70, p = 0.08). У обученных 
животных такое повышение было статистически значимо (Z = 2.27, p = 0.02), (рис. 3e), 
при этом отличий от Контрольной группы выявлено не было.

Экспрессия гена Ascl1 во ФК была статистически значимо выше интактного уров-
ня (рис. 3f) в группе Контроля (Z = 2.64, p = 0.008) и в группе Обучения (Z = 2.34, 
p = 0.019). При этом различий между контрольными и обученными крысами выявлено 
не было (Z = 0.85, p = 0.39).

Показатели экспрессии исследованных генов в мозжечке животных разных групп
В мозжечке экспрессия Apaf1 была повышена у  животных Контрольной группы 

относительно интактных животных (Z = 2.84, p = 0.004) и снижена у обученных крыс 
по сравнению с интактными (Z = 2.19, p = 0.028) и с контрольными (Z = 2.88, p = 0.002) 
животными (рис. 4a). По сравнению с Интактной группой экспрессия Bax была повы-
шена как у контрольных (Z = 2.65, p = 0.008), так и у обученных (Z = 2.34, p = 0.019) 
животных (рис. 4b), однако у обученных крыс этот показатель был ниже, чем в Конт
роле (Z = 2.29, p = 0.022). Экспрессия Bcl2 в мозжечке была повышена у контрольных 
крыс (Z = 2.69, p = 0.007) по сравнению с интактными животными (рис. 4с), в то время 
как между интактными и обученными крысами различий не наблюдалось (Z = 0.36, 
p  =  0.43). В  группе Обучения экспрессия Bcl2 была значимо ниже, чем в  Контроле 
(Z = 2.73, p = 0.004). 

Экспрессия гена Casp3 не различалась у  контрольных и  интактных животных 
(Z = 1.29, p = 0.2), однако была снижена в мозжечке обученных крыс по сравнению 
с показателями Интактной (Z = 2.88, p = 0.003) и Контрольной (Z = 2.00, p = 0.046) 
групп (рис. 4d). Экспрессия гена S100А6 была снижена у контрольных животных от-
носительно показателей интактных крыс (Z = 2.08, p = 0.038), (рис. 4e). У обученных 
крыс этот показатель не отличался от уровня Интактной группы (Z = 0.21, p = 0.83) 
и был существенно (Z = 2.57, p = 0.010) выше, чем в  группе Контроль. Экспрессия 
гена ASCL1 в мозжечке у контрольных крыс не отличалась от уровня Интактной груп-
пы (Z = 0.05, p = 0.99), а у обученных крыс этот показатель был существенно выше 
(Z > 2.13, p < 0.033), чем у интактных особей и контрольных животных (рис. 4f). 

Профили корреляционных связей между исследованными показателями
Анализ профилей корреляционных связей между показателями экспрессии изучен-

ных генов показал, что у интактных животных во всех трех исследованных структурах 
наблюдаются корреляции экспрессии индукторов пролиферации и дифференцировки 
генов Ascl1 и S100А6 с активностью проапоптотических генов. В Контроле такие свя-
зи отсутствуют, при этом появляются положительные связи между экспрессией Bax 
и Bcl2, которых не было в Интактной группе. 

У животных из группы Обучения была выявлена только положительная корреляция 
между показателями экспрессии Ascl1 и Casp3 в гиппокампе (рис. 5). 
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Рис. 4. Показатели экспрессии исследованных генов в мозжечке животных разных групп. Приведены значе-
ния медиан, верхних и нижних квартилей.
* – p < 0.05, ** – p < 0.01 по сравнению с Интактной группой, # – p < 0.05, ## – p < 0.01 по сравнению с Контролем.

Рис. 5. Корреляционные связи экспрессии исследованных генов в структурах мозга у крыс различных групп. 
Приведены корреляции со значениями R > 0.85, p < 0.01. 
↔ – положительные корреляции, прерывистые стрелки – отрицательные корреляции.
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В группе Контроля была обнаружена негативная корреляция суммарного времени 
плавания с экспрессией S100А6 (R = –0.78, t = 2.84, p = 0.036) и позитивная – с экс-
прессией Apaf1 (R = 0.94, t = 5.56, p = 0.004), Bax (R = 0.93, t = 5.02, p = 0.005), Bcl2 
(R = 0.95, t = 5.0, p = 0.004) в гиппокампе. Также у контрольных животных наблюдалась 
положительная корреляция времени плавания в 4-й день эксперимента и суммарного 
времени плавания за 4 дня с экспрессией Casp3 (R = 0.89, t = 4.43, p = 0.007 и R = 0.86, 
t = 3.72, p = 0.014 соответственно) во ФК. 

В группе Обучения выявлены отрицательные корреляции среднего времени дости-
жения платформы в 3-й и в 4-й дни с экспрессией Ascl1 в мозжечке (R = –0.89, t = 3.81, 
p = 0.019 и R = –0.82, t = 2.96, p = 0.042 соответственно).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В представленном исследовании проведен сравнительный анализ изменений экс-
прессии генов, кодирующих белки – регуляторы процессов нейроглиогенеза и апопто-
за, в различных структурах мозга животных после формирования пространственной 
памяти в лабиринте Морриса и после стрессового воздействия в виде принудительного 
плавания, осуществленного по протоколу, соответствующему временному режиму по-
иска платформы у обучавшихся животных (табл. 3).

Таблица 3. Схематичное изображение изменений экспрессии в структурах мозга контрольных 
и обученных крыс

Гены
Гиппокамп Фронтальная кора Мозжечок

Контроль/
Нативные

Обучение/
Нативные

Обучение/
Контроль

Контроль/
Нативные

Обучение/
Нативные

Обучение/
Контроль

Контроль/
Нативные

Обучение/
Нативные

Обучение/
Контроль

Apaf1

Bax

Bcl2

Casp3

S100А6

Ascl1

Стрелка вверх – повышение; стрелка вниз – понижение; стрелка двусторонняя – горизонтальная – отсутст-
вие отличий; стрелка прерывистая вниз – тенденция к снижению (0.05 < p < 0.1); стрелка прерывистая вверх 
(0.05 < p < 0.1) – тенденция к повышению.

Было обнаружено, что принудительное плавание без возможности избегания при-
водит к повышению экспрессии проапоптотических генов Apaf1, Bax и Casp3 в гип-
покампе и фронтальной коре, а также Apaf1 и Bax в мозжечке. Существенно, что при 
этом во всех исследованных структурах наблюдается также повышение экспрессии 
гена Bcl2, продукт активности которого подавляет апоптоз.

Данные о  повышении экспрессии гена Casp3 в  гиппокампе и  фронтальной коре 
контрольных животных и выявленные корреляции ее с длительностью принудитель-
ного плавания в  целом согласуются с  полученными нами ранее результатами  [27]. 
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В литературе также имеются сведения о стимулирующем влиянии стресса на актив-
ность гена Casp3 [31]. 

Возрастание экспрессии гена Bax в гиппокампе и коре П ФК мозга под влиянием 
хронических стрессовых воздействий было показано ранее [32], кроме того, обнару-
жено, что экспрессия гена Bax повышается в  течение 4–7  дней после однократного 
стрессового воздействия, включающего иммобилизацию и  принудительное плава-
ние [33, 34]. Примечательно, что в этих работах также наблюдали повышение экспрес-
сии гена Bcl2. В нашем исследовании положительные корреляции между экспрессией 
Bcl2 и  Bax наблюдались в  гиппокампе и  мозжечке контрольных (стрессированных) 
крыс, но не у  интактных животных. Совокупность наших данных и  сведений, име-
ющихся в литературе, позволяет рассматривать повышение экспрессии Bcl2 у конт
рольных животных как элемент компенсаторных механизмов в  условиях индукции 
проапоптотических изменений под воздействием стресса [33, 34]. Подобное компенса-
торное повышение также можно наблюдать при воздействии токсинов и при развитии 
нейродегенеративных процессов [35–37]. 

Повышение в мозге активности гена Apaf1, одного из ключевых факторов апопто-
за, в условиях эмоционального стресса и ассоциация его экспрессии с длительностью 
стрессирующего воздействия (принудительного плавания) показаны нами впервые.

Так же как и в исследовании, проведенном ранее [27], в данной работе обнаруже-
но снижение экспрессии Casp3 у  обученных животных по сравнению с  Контролем. 
Аналогичные различия между крысами, подвергнутыми принудительному плаванию, 
и  животными со сформированным пространственным навыком наблюдались и  при 
сравнении экспрессии генов Apaf1, Bax и Bcl2 во всех исследованных структурах. Эти 
результаты позволяют предположить, что процесс обучения с возможностью избега-
ния угрожающей ситуации (получение подкрепления) снижает интенсивность проа-
поптотических процессов, вызванных ситуацией принудительного плавания. Соглас-
но данным литературы, процедура обучения в водном лабиринте Морриса приводит 
к повышению уровня сывороточного кортикостерона, что свидетельствует о ее стрес-
согенном воздействии  [38]. К  сожалению, в  литературе отсутствуют исследования, 
посвященные сравнительному анализу показателей стресса при обучении пространст-
венному навыку в лабиринте Морриса и после принудительного плавания в сопостави-
мом временном режиме. Вместе с тем при использовании другой оригинальной модели 
пространственного обучения показано, что когнитивная активность повышает такой 
маркер эмоциональной устойчивости, как отношение дегидроэпиандростерон ДГЭА/
кортикостерон в сыворотке крови крыс [39]. Показано также, что ДГЭА стимулиру-
ет нейрогенез в  зрелом гиппокампе и повышает выживаемость новых клеток, в том 
числе в  условиях повышенного уровня кортикостерона  [40]. Можно предположить, 
что изменения соотношения кортикостероидов в мозге являются одним из механиз-
мов наблюдаемых антиапоптотических эффектов когнитивной активности в стрессо-
вых ситуациях, однако в целом этот феномен нуждается в дальнейших исследованиях 
на системном уровне. 

Следует отметить, что экспрессия гена Casp3 в гиппокампе и П ФК обученных крыс, 
хотя и была снижена по сравнению с контролем, однако статистически значимо превы-
шала уровень, наблюдавшийся у интактных животных. Согласно данным литературы, 
каспаза-3 играет особую роль в таких механизмах синаптической пластичности, как 
селекция синапсов и регуляция количества синаптических везикул, что обусловлено 
особенностями в регуляции ее активности и локализации в нейронах [41]. Показано 
также вовлечение каскада Bad-Bax-Caspase3 в молекулярные механизмы формирова-
ния условного страха [42].

Существенно, что у обученных животных, в отличие от контрольных, не наблюда-
лось корреляций активности генов Bax, Bcl2, Apaf1 и Casp3 с длительностью плава-
ния. Эти различия являются дополнительным подтверждением антиапоптотического 
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влияния фактора обучения и  негативного подкрепления (возможности избегания) 
на экспрессию генов в условиях умеренного стрессового воздействия. 

Наблюдаемый после обучения и  принудительного плавания профиль изменений 
экспрессии генов S100А6 и Ascl1, продукты которых вовлечены в регуляцию нейрогли-
огенеза, существенно отличался от такового для генов, регулирующих апоптоз. 

В частности, после принудительного плавания у животных контрольной группы не 
наблюдалось изменений экспрессии S100А6 в гиппокампе и П ФК, а в мозжечке на-
блюдалось ее снижение по сравнению с Интактной группой животных. В то же время 
у обученных животных во ФК и гиппокампе наблюдалась активация экспрессии гена 
S100А6 относительно уровня контрольных крыс. В литературе имеются сведения об 
экспрессии гена S100А6 стволовыми клетками – предшественниками нейронов и глии 
зрелого гиппокампа [18], а также стволовыми клетками субэпендимальной нейроген-
ной зоны [19], в том числе мигрирующими через ростральную систему миграции в обо-
нятельную луковицу и, возможно, во  ФК  [43]. Кроме того, S100А6 экспрессируется 
зрелыми нейрональными и глиальными клетками различных отделов мозга и оказыва-
ет множественные влияния на их функции [44]. В исследовании, посвященном оценке 
влияния 4-дневного стресса на содержание белка S100А6 в мозге мышей, обнаружено 
его снижение в мозжечке, гиппокампе и дугообразном ядре гипоталамуса [45]. Полу-
ченные этими авторами данные о снижении S100А6 в мозжечке согласуются с нашими 
результатами. В то же время использованное нами стрессовое воздействие было более 
мягким, с этим может быть связано отсутствие у контрольных животных снижения ак-
тивности гена S100А6 в гиппокампе. Тем не менее нами была выявлена отрицательная 
корреляция экспрессии гена S100А6 в гиппокампе контрольных крыс и времени прину-
дительного плавания, указывающая на связь между продолжительностью стрессового 
воздействия и снижением активности гена. 

Следует отметить, что белок S100А6 рассматривают в качестве маркера нейродеге-
неративных процессов, однако значительное количество данных позволяет предполо-
жить, что его повышение связано с компенсаторными механизмами, например, в слу-
чае болезни Альцгеймера со связыванием Zn2+ и деградацией амилоидных бляшек [46]. 
Кроме того, показано, что черепно-мозговая травма приводит к  снижению экспрес-
сии S100А6 в  гиппокампе крыс, которая возвращается к нормальному уровню через 
14 дней после повреждения, параллельно с восстановлением нарушенной простран-
ственной памяти [47]. Таким образом, совокупность сведений литературы и получен-
ных нами данных указывает на вовлеченность гена S100А6 в обеспечение когнитивных 
функций, и механизмы этого участия должны стать предметом дальнейших исследова-
ний. Тот факт, что возрастания экспрессии гена S100А6 при обучении не наблюдалось 
в гиппокампе, позволяет высказать предположение, что роль этого белка в молекуляр-
ных механизмах пространственной памяти связана преимущественно с его влиянием 
на функциональную активность зрелых клеток нервной ткани, в том числе на процес-
сы синаптогенеза.

Влияние группы на  экспрессию гена Ascl1 существенно различалось в  исследо-
ванных отделах мозга. Наиболее выраженные эффекты наблюдались в гиппокампе – 
структуре, включающей одну из основных нейрогенных зон зрелого мозга и  вовле-
ченной как в механизмы пространственной памяти, так и в обеспечение адаптивных 
реакций на  стрессовые воздействия  [48]. Из всех исследованных генов экспрессия 
гена Ascl1 в гиппокампе демонстрировала уникальный паттерн изменений таким обра-
зом, что ее повышение наблюдалось у животных с опытом принудительного плавания 
и было еще более значительным в группе обучения. Это позволяет предположить, что 
рост экспрессионной активности гена Ascl1 у  животных группы контроля отражает 
адаптивный компонент реакции на умеренные стрессовые воздействия. В определен-
ной степени подтверждением такого предположения могут служить данные литерату-
ры о том, что среди стволовых клеток зрелого гиппокампа наибольшая устойчивость 
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к воздействию жесткого стресса (6-часовая иммобилизация в течение 7 дней) наблю-
дается в  популяции, экспрессирующей ген Ascl1  [49]. Возрастание экспрессии гена 
Ascl1 в гиппокампе крыс наблюдалось также после физической нагрузки (бег в тредба-
не 15 мин/день, 7 дней) [50]. В то же время превышение транскрипционной активности 
гена Ascl1 в гиппокампе обученных животных над контрольным уровнем свидетель-
ствует об участии кодирующего данным геном белка Ascl1 в механизмах долговремен-
ной пространственной памяти. Возможно, что наблюдаемое при обучении повышение 
экспрессии Ascl1 в гиппокампе отражает активацию процессов нейрогенеза, а специ-
фичная для группы Обучения корреляция между активностью Ascl1 и  Casp3 может 
отражать сопряженность механизмов образования и селекции новых нейронов как од-
ного из факторов дальнейшей консолидации/модификации пространственного навыка.

Во ФК принудительное плавание вызывало повышение экспрессии Ascl1, при этом 
обучение не приводило к ее изменению относительно уровня, наблюдавшегося у стрес-
сированных животных контрольной группы. Согласно данным литературы, в  коре 
больших полушарий зрелого мозга в состоянии физиологического покоя активность 
транскрипционного фактора Ascl1 мала [51]. Вместе с тем показано, что ишемические 
повреждения вызывают повышение числа клеток, экспрессирующих Ascl1 [52, 53]. Та-
ким образом, отсутствие различий между обученными и  контрольными животными 
с учетом литературных данных о значительном влиянии стресса на экспрессию генов 
после обучения в лабиринте Морриса [25, 26] позволяет предположить, что, в отличие 
от гиппокампа, повышение экспрессии гена Ascl1 во фронтальной коре не свидетель-
ствует о вовлечении вновь образованных клеток этого отдела мозга в механизмы ког-
нитивной активности. 

В мозжечке повышение активности гена Ascl1 наблюдалось только у обучавших-
ся животных. Согласно современным представлениям, нейрогенез в  зрелом мозжеч-
ке млекопитающих в  состоянии физиологического покоя не детектируется. Несмо-
тря на то что стволовые клетки, меченные бромдезоксиуридином, выявляются в этой 
структуре мозга в достаточном количестве, большинство из них находятся в состоянии 
покоя и лишь немногие являются Ascl1- или нестин-позитивными [54]. Вместе с тем 
даже внешние по отношению к этой структуре воздействия (такие, как повреждение 
периферического нерва) вызывают активацию нейрогенеза с повышением экспрессии 
регулирующих его генов [55]. Результаты данного исследования свидетельствуют, что 
формирование пространственной памяти вызывает активацию регулятора нейрогенеза 
гена Ascl1. Более того, повышенная экспрессия гена Ascl1 в мозжечке демонстрирует 
ассоциацию с высоким уровнем выполнения пространственного навыка на стадии его 
закрепления (3-й и 4-й дни), что подтверждает специфичность вклада транскрипцион-
ной активности гена в механизмы автоцентрической стадии формирования простран-
ственного навыка, связанной с регуляцией собственных движений в условиях сформи-
рованной карты пространства [56]. 

Совокупность полученных результатов свидетельствует в  пользу правомерности 
высказанной гипотезы о  том, что формирование пространственной памяти снижает 
экспрессию проапоптотических генов, возрастающую в условиях стрессового воздей-
ствия, и, напротив, стимулирует транскрипционную активность генов, кодирующих 
белки – регуляторы нейроглиогенеза и синаптогенеза, в мозговых структурах, вовле-
ченных в формирование следа памяти. В отличие от экспрессии “немедленных ран-
них” генов, для которой не было обнаружено существенных различий между груп-
пами принудительного плавания и  обучения  [26], изменения экспрессии изученных 
в  настоящей работе “поздних” генов при формировании пространственной памяти 
продемонстрировали достаточно высокий уровень специфичности. Развитие исследо-
ваний, направленных на выявление более полного комплекса генов, демонстрирующих 
такую специфичность, и механизмов, ее обеспечивающих, представляет интерес как 
для расширения представлений о молекулярных основах интегративной деятельности 
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ЦНС, так и для определения мишеней фармакологической коррекции когнитивных на-
рушений. 

Ограничения при интерпретации результатов проведенного исследования связаны 
с тем, что была проведена оценка только транскрипционной активности генов без од-
новременного исследования содержания их белковых продуктов и их биологической 
активности (в частности, протеазной активности каспазы-3). Следует отметить, что 
для получения этих данных необходимо привлечение других подходов и методов в свя-
зи с ограниченным количеством биологического материала. Такое исследование может 
быть проведено в дальнейшем и направлено на комплексную оценку наиболее значи-
мых генов и их белковых продуктов.
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Transcriptional Activity of Genes Regulating Neurogliogenesis and Apoptosis 
in Rats Trained in Morris Water Maze: the Influence of Stress and Spatial 

Memory Formation

A. M. Ratmirova, M. A. Grudena, and Z. I. Storozhevaa, *
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Technologies, Moscow, Russia
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The formation of new neural networks and the modification of pre-existing synaptic 
contacts, which underlie learning and memory, largely depend on the activity of genes 
involved in the regulation of the associated processes of neurogliogenesis and apoptosis. 
At the same time, the identification of changes in the functioning of the genome specific to 
cognitive functions requires a simultaneous assessment of the influence of stressful factors 
as a persistent component of all models of laboratory animal learning. The aim of this study 
was to compare the expression of genes regulating neurogliogenesis (S100А6, Ascl1), and 
apoptosis (Apaf1, Bax, Casp3, Bcl2) in animals trained in spatial Morris maze and those 
subjected to forced swimming in accordance with the training regime. The experiments 
were conducted on young adult male Wistar rats, distributed into the following groups: 
Training (trained to find a hidden platform in a water maze for 4 days), Control (swimming 
in a maze without a platform for 4 days) and Intact (staying in home cages). In tissue 
samples of the hippocampus, prefrontal cortex, and cerebellum obtained immediately 
after the end of experiments in the maze, the expression of target genes was determined 
by real-time polymerase chain reaction. It was found that cognitive activity reduces the 
expression of pro-apoptotic genes, which increases under stress conditions, and, on the 
contrary, stimulates the activity of genes regulating neurogliogenesis and synaptogenesis 
in structures relevant for various stages of memory trace formation. The results obtained, 
are of interest for understanding molecular mechanisms of stress and cognition as well as 
for determining the targets of therapy for cognitive disorders.
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