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РЕЗЮМЕ

Болезнь Альцгеймера является многофакторным нейродегенеративным заболеванием, характеризу-
ющимся наличием бета-амилоидных бляшек и  нейрофибриллярных клубков. Бета-амилоид является 
важным фактором риска и играет центральную роль в возникновении и прогрессировании болезни 
Альцгеймера. Однако вопрос о влиянии бета-амилоида на гиппокампальный нейрогенез во взрослом 
мозге остается открытым. 

Цель исследования – изучение влияния процесса обучения на нейрогенез, пролиферацию, выживае-
мость и миграцию клеток в норме и при экспериментальной болезни Альцгеймера.

Материал и методы. Исследование выполнено на самцах зрелых крыс линии Wistar в возрасте 7 мес.  
Опытная группа – животные с экспериментальной болезнью Альцгеймера после введения бета-амило-
ида 1-42 в CA1 зону гиппокампа билатерально по 5 мкл. Контрольная группа – ложно-оперированные 
животные, которым вводили растворитель для бета-амилоида – фосфатно-солевого буфера – в CA1 
зону билатерально по 5 мкл. Для оценки рабочей памяти, а также консолидации памяти использовали 
нейроповеденческое тестирование в водном лабиринте Морриса. Изучение миграции клеток осуществля-
ли путем введения бромдезоксиуридина (50 мг/кг). Экспрессию молекул-маркеров нейрогенеза (Ki-67,  
PSA-NCAM, PCNA) в гиппокампе исследовали методом иммуногистохимии с последующей конфокаль-
ной микроскопией.

Результаты. Показано, что моделирование болезни Альцгеймера приводит к нарушениям когнитивных 
функций и запоминания у животных. В группе с экспериментальной болезнью Альцгеймера выявлено 
снижение уровня пролиферации клеток (р = 0,043), нарушение миграции (р = 0,031), но не выживае-
мости клеток (р = 0,985) по сравнению с контрольной группой. Обучение в водном лабиринте Морриса 
животных с экспериментальной болезнью Альцгеймера способствует миграции клеток-предшественни-
ков по ростральному миграционному пути (р = 0,011). Количество нейробластов (р = 0,809) и проли-
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ВВЕДЕНИЕ
Болезнь Альцгеймера (БА) представляет собой 

необратимое нейродегенеративное заболевание, 
вызывающее нарушение когнитивных функций, 
которое определяется сочетанием расстройств 
памяти с нарушением интеллектуальной деятель-
ности у людей старше 65 лет [1]. Прогрессирова-
ние болезни Альцгеймера связано с тремя клю-
чевыми нейропатологическими особенностями: 
образование бета-амилоидных бляшек в связи с  
мутациями генов пресенилин-1 и пресенилин-2 
[2]; накопление внутриклеточных нейрофибрил-
лярных клубков и синаптическая дисфункция 
[3]. Эти события происходят главным образом в 
неокортексе, гиппокампе и других подкорковых 
областях, которые являются ответственными за 
реализацию когнитивной функции [4]. Между 
тем бета-амилоид является важным фактором 
риска и играет центральную роль в возникнове-
нии и прогрессировании болезни Альцгеймера, а 
также развитии локальной инсулинорезистент-
ности в ткани головного мозга, характерной для 
нейродегенерации альцгеймеровского типа [5–7]. 
Однако до настоящего времени остается откры-
тым вопрос о том, как бета-амилоид влияет на 
гиппокампальный нейрогенез во взрослом мозге.

Цель исследования: изучение влияния процес-
са обучения на нейрогенез, пролиферацию, вы-
живаемость и миграцию клеток в норме и при 
ýкспериментальной болезни Альцгеймера.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Для проведения ýкспериментального исследо-
вания использовали самцов зрелых крыс линии 
Wistar в возрасте 7 мес. Животные содержались в 
виварии при стандартных условиях (температура 
(21 ± 1) °С и световой цикл – 12 ч день и 12 ч ночь) 
в клетках со свободным доступом к пище и воде.

Для проведения исследования сформирова-
ны четыре группы. Контрольная группа 1: лож-
но-оперированные (ЛО) животные (n = 5) с тре- 

ферация клеток-предшественников нейронов (р = 0,083)  значимо не меняется по сравнению с группой 
без обучения.

Заключение. При моделировании болезни Альцгеймера у животных наблюдается когнитивная дисфунк-
ция, снижение уровня пролиферации и миграции клеток, что свидетельствует о нарушении нейрогенеза 
за счет токсического действия амилоида. Обсуждается связь полученных результатов с механизмами 
развития локальной инсулинорезистентности.

Ключевые слова: PCNA, Ki-67, BrdU, миграция клеток, болезнь Альцгеймера, инсулинорезистент-
ность.

нировкой в течение 5 дней в лабиринте Мор-
риса. Контрольная группа 2: ЛО живот-
ные (n = 5) без тренировки в течение 5 дней  
в лабиринте Морриса. Группа 3: животные с 
ýкспериментальной БА (n = 5) с тренировкой в 
течение 5 дней в лабиринте Морриса. Группа 4:  
животные с ýкспериментальной БА (n = 5) без 
тренировки в течение 5 дней в лабиринте Морри-
са. Животным контрольных групп вводили фос-
фатно-солевой буфер. Животным групп 3, 4 вво-
дили бета-амилоид.

Для подавления ноцицепции использовали 
ксилазин, анестезию проводили интраперитоне-
альным введением хлоралгидрата. Хирургический 
уровень анестезии сохранялся от 45 мин до 1 ч. 
После проверки болевой чувствительности, оцен-
ки частоты дыхания, сердечных сокращений и 
уверенности в безболезненности, отсутствии стра-
дания животного крысу фиксировали в стерео-
таксической рамке. Моделирование болезни Аль-
цгеймера, проведение ложных операций, а также 
оценку признаков данной патологии осуществля-
ли согласно методике, представленной нами ранее 
[8]. Использовали нейроповеденческое тестирова-
ние в водном лабиринте Морриса для оценки опе-
ративной и долговременной памяти в соответствии 
со стандартными протоколами [9].

Перед проведением диагностического оценоч-
ного теста выполнялась тренировка исследуемых 
животных в течение 4 последовательных дней. 
При исследовании параметров в течение 1 дня 
оценивали рабочую память, при изучении пара-
метров на следующей день – консолидацию па-
мяти.

Для идентификации мигрирующих нейро- 
бластов крысам был введен бромдезоксиуридин 
(Bromodeoxyuridin, BrdU) (Sigma-Aldrich, США) в 
дозе 50 мг/кг дважды в день в течение 3 после-
довательных дней, начиная с 7-го дня после вве-
дения бета-амилоида или PBS в соответствии со 
стандартным протоколом [10]. После окончания 
введения BrdU часть животных (ЛО животные и 
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животные с ýкспериментальной моделью БА) обу-
чали в водном лабиринте Морриса в течение 4 
дней. На 5-й день  после инъекций BrdU (14-й 
день после моделирования) через 30 мин после 
тестирования в водном лабиринте Морриса осу-
ществляли транскардиальную перфузию соглас-
но ранее представленной методике [8]. 

Экспрессию маркеров нейрогенеза, а именно 
Ki-67 (маркер пролифирирующих клеток в G1-, 
S-, G2-фазах), PSA-NCAM (маркер нейробла-
стов), PCNA (маркер пролиферирующих клеток 
в фазе S) оценивали методом иммуногистохи-
мии для свободно плавающих срезов, который 
проводили согласно методике [8]. Изображения 
срезов головного мозга получали с помощью 
конфокального микроскопа Olympus FV 10i, за-
тем подсчитывали количество клеток, которые 
ýкспрессируют маркеры нейрогенеза в зубчатой 
извилине гиппокампа, латеральных стенках бо-
ковых желудочков (субвентрикулярная зона), ро-
стральном миграционном пути и ольфакторных 
луковицах. При ýтом оценивали пять полей зре-
ния для субвентрикулярной зоны, рострального 
миграционного пути и ольфакторных луковиц, 
для гиппокампа – семь полей зрения. 

Статистическая обработка полученных ре-
зультатов проводилась с помощью программы 
Stаtplus Professional, сборка 5.9.8.5/Core v.5.9.33 
методами непараметрической статистики. Для 
сравнения показателей в независимых выборках 
применяли критерий Манна – Уитни. Различия 
принимали значимыми при p ≤ 0,05, p – уровень 
значимости.  Результаты представлены в виде 
M ± m, где М – среднее значение, m – ошибка 
среднего. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для изучения консолидации памяти и влияния 

тренировок животных в водном лабиринте Мор-
риса были использованы два протокола. Первый 
протокол – животные обучались в водном лаби-
ринте Морриса в течение 4 дней с оценкой на 5-й 
день. Второй протокол – животные не подверга-
лись обучению в водном лабиринте Морриса. Оце-
нивали число входов в квадрат со скрытой плат-
формой, время нахождения в данном квадрате.

В результате изучения поведения по двум раз-
ным протоколам, согласно которым различия 
состояли в особенностях тренировок животных, 
можно заключить, что при моделировании БА 
наблюдаются нарушения когнитивных функций и 
запоминания у животных, а именно значительно 
подавляются возможности оперативной памяти. 
При обучении животных в водном лабиринте 

Морриса отмечается улучшение процесса кон-
солидации памяти в группе ложно-оперирован-
ных животных и при ýкспериментальной болезни 
Альцгеймера, тогда как оперативная память зна-
чимо не меняется (рис. 1). 
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Рис. 1. Результаты нейропсихического тестирования в вод-
ном лабиринте Морриса на 5-й день тестирования: синий 
цвет – ложно-оперированные животные (сплошной – с тре-
нировками, пунктиром – животные без тренировки); крас-
ный цвет – животные с нейродегенерацией (сплошной – с 

тренировками, пунктиром – животные без тренировки)
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Для идентификации мигрирующих нейробла-
стов крысам был введен BrdU, поýтому миграцию 
по ростральному пути из субвентрикулярной 
зоны в ольфакторные луковицы изучали по ко-
личеству клеток BrdU+/PSA-NCAM+ (рис. 2). 

Рис. 2. Экспрессия BrdU+/PSA-NCAM+ клеток в ростраль-
ном миграционном пути: а – при нейродегенерации (р = 0,011), 

б – при проведении ложной операции (р = 0,809)

а

б

Выявлено, что у животных с ýксперименталь-
ной болезнью Альцгеймера количество клеток 
BrdU+/PSA-NCAM+ статистически значимо сни-
жалось 0,50 ± 0,29 по сравнению с ложно-опе-
рированными животными: 4,00 ± 0,49 (р = 0,031). 
Таким образом, нарушение миграции нейробла-
стов по ростральному миграционному пути мо-
жет быть вызвано токсическим действием бета- 
амилоида [11]. Мы определяли ýкспрессию клеток 
BrdU+/NeuN+ в зубчатой извилине гиппокампа 
для изучения выживаемости зрелых гранулярных 
нейронов. При моделировании нейродегенерации 
и при проведении ложной операции не выявлено 
статистически значимых различий (р = 0,985) в 
субгранулярном слое зубчатой извилины  BrdU+/
NeuN+ клеток (1,40 ± 0,46 и 1,44 ± 0,38 соот-
ветственно). Это свидетельствует о том, что бе-
та-амилоид не оказывает значимого влияния на 

выживаемость зрелых нейронов. В результате 
исследования пролиферирующих клеток в G1-, 
S-, G2-фазах (в интерфазе) отмечено снижение 
ýкспрессии маркера Ki67 в субгранулярной зоне 
зубчатой извилины при моделировании нейроде-
генерации 4,24 ± 0,25 по сравнению с проведе-
нием ложной операции 7,42 ± 1,30 (р = 0,043) 
(рис. 3). При изучении пролиферирующих клеток 
в фазе S было выявлено статистически значимое 
снижение клеток PCNA+ в субгранулярной зоне 
при нейродегенерации 2,50 ± 0,99 по сравнению 
с ложно-оперированными животными 6,4 ± 0,6  
(р = 0,021). Таким образом, происходит снижение 
уровня пролиферации клеток в зубчатой извили-
не гиппокампа при моделировании нейродегене-
рации (рис. 4).

Рис. 4. Экспрессия PCNA+ клеток в субгранулярной зоне зуб-
чатой извилины гиппокампа при нейродегенерации (р = 0,461) 

Рис. 3. Экспрессия Ki67+ клеток в субгранулярной зоне зуб-
чатой извилины гиппокампа: а – при нейродегенерации (р = 

0,083), б – при проведении ложной операции (р =0,038) 

Ki67+

Ki67+

а

б
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При изучении мигрирующих нейробластов 
при нейродегенерации у крыс с тренировкой па-
мяти выявили значимое увеличение количества  
BrdU+/PSA-NCAM+ клеток 3,67 ± 0,88 по срав-
нению с нетренированными крысами 0,50 ± 0,29 
(р = 0,011) (см. рис. 2, а). На ложно-оперирован-
ных животных стимуляция когнитивных функ-
ций такого влияния не оказывает. В контрольной 
группе после тренировок количество мигриру-
ющих нейробластов составило 3,80 ± 0,52, что 
практически не отличается от группы без обуче-
ния 4,00 ± 0,49 (р = 0,809) (см. рис. 2, б). Таким 
образом, когнитивная стимуляция у животных с 
нейродегенерацией способствует восстановлению 
миграции клеток-предшественников по ростраль-
ному пути.

При изучении выживаемости зрелых грану-
лярных нейронов  не  выявлено статистически 
значимых различий в субгранулярном слое зуб-
чатой извилины гиппокампа BrdU+/NeuN+ кле-
ток при проведении ложной операции с обуче-
нием 0,75 ± 0,37 и без него 1,40 ± 0,46 (р = 0,311)  
и при моделировании нейродегенерации с обуче-
нием и без него (1,67 ± 0,21 и 1,44 ± 0,38, соответ-
ственно) (р = 0,662). Это свидетельствует о том, 
что на выживаемость зрелых нейронов как при 
моделировании нейродегенерации, так и в кон-
трольной группе тренировки в водном лабиринте 
Морриса значимого влияния не оказывают. 

Также не оказывает значимого влияния и 
обучение в водном лабиринте Морриса на ýкс-
прессию маркера Ki67 в субгранулярной зоне 
зубчатой извилины при моделировании нейроде-
генерации 2,00 ± 0,89 по сравнению с группой 
без обучения 4,24 ± 0,25 (р = 0,083) (см. рис. 3, а).  
При  проведении ложной операции тренировки 
в водном лабиринте Морриса вызывают увеличе-
ние ýкспрессии Ki67 у тренированных животных  
10,83 ± 0,65 по сравнению с животными без обу-
чения 7,42 ± 1,30 (р = 0,042) (см. рис. 3, б). 

При изучении ýкспрессии маркера PCNA в за-
висимости от обучения не  выявлено статистиче-
ски значимого изменения клеток PCNA+ в суб-
гранулярной зоне при нейродегенерации после 
обучения 3,50 ± 0,85 по сравнению с животными 
без тренировок 2,50 ± 0,99 (р = 0,461) (рис. 4). 

Таким образом, не происходит изменения 
уровня пролиферации клеток в зубчатой изви-
лине гиппокампа при моделировании нейродеге-
нерации со стимуляцией когнитивной функции и 
без нее. Вместе с тем на здоровый мозг обучение 
оказывает положительное влияние, проявляюще-
еся увеличением ýкспрессии маркеров активно 
пролиферирующих клеток.

ОБСУЖДЕНИЕ 

Нейродегенеративные заболевания представ-
ляют собой хронический и медленно прогрес-
сирующий процесс. Характерными признаками 
нейродегенерации являются нарушения нейро-
генеза, синаптогенеза; интенсификация апопто-
за; дизрегуляция ангиогенеза. Дополнительным 
признаком нейродегенерации альцгеймеровско-
го типа считают локальную инсулинорезистент-
ность, развивающуюся в ткани головного мозга. 
Нарушение нейрогенеза при нейродегенерации 
затрагивает все ýтапы ýтого процесса (от поддер-
жания пула стволовых и прогениторных клеток 
до механизмов миграции и дифференцировки), 
что находит свое отражение в нарушении когни-
тивных функций и механизмов памяти [13]. 

Установлено, что нейротоксическое действие 
интрагиппокампально введенного бета-амилоида 
вызывает нарушение запоминания у животных 
за счет подавления рабочей памяти. Вместе с тем 
обучение животных в водном лабиринте Морриса 
способствует улучшению процесса консолидации 
памяти в группе ложно-оперированных животных 
и при ýкспериментальной болезни Альцгейме-
ра, тогда как рабочая память значимо не меня-
ется. Это сопровождается снижением количества 
пролиферирующих клеток в гиппокампе и чис-
ла мигрирующих BrdU+/PSA-NCAM+ клеток по 
ростральному пути из субвентрикулярной зоны 
в ольфакторные луковицы у животных с моде-
лью болезни Альцгеймера. Однако статистически 
значимых различий в ýкспрессии BrdU+/NeuN+ 
клеток в субгранулярном слое зубчатой извили-
ны гиппокампа не обнаружено, что указывает на 
отсутствие существенного влияния  бета-амилои-
да на выживаемость зрелых нейронов. Результа-
ты исследования мигрирующих нейробластов при 
нейродегенерации у крыс с тренировкой памяти 
выявили значимое увеличение количества BrdU+/
PSA-NCAM+ клеток по сравнению с нетрениро-
ванными крысами. На ложно-оперированных жи-
вотных стимуляция когнитивных функций такого 
влияния не оказывает. Это свидетельствует о том, 
что когнитивная стимуляция у животных с ней-
родегенерацией способствует восстановлению ми-
грации клеток-предшественников по ростральному 
пути. Вместе с тем тренировки в водном лабиринте 
Морриса не оказывают значимого влияния  на ýкс-
прессию BrdU+/NeuN+ клеток в зубчатой извили-
не гиппокампа как при моделировании нейродеге-
нерации, так и в контрольной группе. Интересно, 
что в отличие от группы ложно-оперированных 
животных ýкспрессия Ki67 в гиппокампе под дей-
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ствием обучения в группе с  ýкспериментальной 
болезнью Альцгеймера не меняется, но увеличи-
вается количество нейробластов. В совокупности 
ýто позволяет сделать вывод о том, что при ней-
родегенерации обучение стимулирует преимуще-
ственно ранние ýтапы нейрогенеза.

Результаты исследований нейрогенеза в тканях 
головного мозга свидетельствуют о том, что с воз-
растом и при болезни Альцгеймера имеет место 
значительное снижение ýффективности пролифе-
рации прогениторных клеток и их количества [14]. 
Большинство исследований, в которых рассматри-
вается нейрогенез в гиппокампе или субвентрику-
лярной зоне у трансгенных мышей, ýкспрессиру-
ющих одну или две мутации в гене, кодирующем 
APP (белок-предшественник амилоида), показыва-
ют нарушение пролиферации клеток-предшествен-
ников и (или) нарушение нейрональной диффе-
ренцировки [15, 16]. Кроме того установлено, что 
инъекция в дозе 5 мкл с концентрацией 1 мМ Aβ1-
42 или Aβ25-35 в боковой желудочек уменьшает 
пролиферацию клеток в субвентрикулярной зоне в 
течение следующих 5 дней [17]. Экспериментально 
показано, что увеличение пролиферации клеток 
характерно для начальных ýтапов нейродегенера-
ции, но затем нейрогенез подавляется [18]. 

Одним из важных факторов подавления ней-
рогенеза является локальная инсулинорезистент-
ность [19]. Ранее было показано [20] сниже-
ние ýкспрессии инсулинзависимого глюкозного 
транспортера (GLUT4) на фоне увеличения ýкс-
прессии инсулинрегулируемой аминопептидазы 
IRAP в гиппокампе животных с ýксперименталь-
ной болезнью Альцгеймера (модель с интрагип-
покампальным введение бета-амилоида, анало-
гичная представленной в данном исследовании). 
Известно, что инсулиноподобный фактор роста, 
играющий важную роль в развитии болезни Аль-
цгеймера [21], стимулирует пролиферацию ней-
ронных клеток-предшественников, способствуя 
интенсификации нейрогенеза в гиппокампе, ре-
гулирует синаптическую пластичность, повышает 
выживаемость нейронов, а также ингибирует их 
гибель [22]. Таким образом, полученные в настоя-
щем исследовании данные о нарушении процессов 
нейрогенеза и миграции клеток дополняют пред-
ставления о негативном влиянии нарушения ин-
сулиновой сигнальной трансдукции в гиппокампе 
при ýкспериментальной болезни Альцгеймера.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Обучение оказывает положительное влияние 

на здоровый мозг, что проявляется  интенси-
фикацией нейрогенеза и миграции клеток, тог-

да как при ýкспериментальной болезни Альц-
геймера такой ýффект отсутствует или носит 
неполноценный характер. Поскольку процесс 
обучения у животных с ýкспериментальной бо-
лезнью Альцгеймера восстанавливает количество 
нейробластов и миграционную способность кле-
ток-предшественников, логично предположить, 
что ýффект стимуляции процессом обучения 
механизмов консолидации памяти у животных 
с болезнью Альцгеймера, но не резистентных к 
действию тренировки процессов оперативной 
(рабочей) памяти, зависит от состояния «резерв-
ного» пула нейрональных предшественников, а 
именно нейробластов, способных быстро акти-
вироваться в ответ на развитие патологического 
процесса, реализуя компенсаторный механизм.
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ABSTRACT

Aims. Alzheimer’s disease is a multifactorial neurodegenerative disease characterized by the presence of am-
yloid beta peptide containing plaques, and neurofibrillary tangles. Beta-amyloid is a major risk factor and it 
plays a central role in the onset and progression of Alzheimer’s disease. However, question of the influence of 
beta-amyloid on neurogenesis in the hippocampus in the adult brain is still open. The purpose of this paper is 
to study cognitive functions and their association with proliferation, survival and migration of newly-formed 
cells in normal adult rat brain and in the experimental Alzheimer’s disease.

Materials and methods. Rats (Wistar, males, 7 months) were used. Experimental group (Alzheimer’s disease 
model with the intrahippocampal administration of beta-amyloid 1-42 (5 µl) bilaterally in the CA1 area) and a 
control group (sham-operated animals with the intrahippocampal administration of Phosphate buffered salin (5 
µl) bilaterally in the CA1) have been tested. The study was conducted from February to July. Neurobehavioral 
test (Morris water maze) was used to assess working memory and memory consolidation. The study of cell 
migration was performed by introducing bromodeoxyuridine (50 mg/kg). Expression of neurogenesis markers 
in the subgranular zone of the dentate gyrus of the hippocampus was studied has been studied with indirect 
immunohistochemistry for free-floating sections followed by the confocal microscopy.
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