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целью данного исследования явилось сравнительное изучение особенностей одновременной экспрессии генов апоп-
тоза Вах, Dffb и Casp-3, Casp-8, Caps-9 в гиппокампе, префронтальной коре и мозжечке в условиях контрольного при-
нудительного плавания и при обучении пространственному навыку в водном лабиринте Морриса у взрослых крыс 
Вистар .
методы. Для выработки долговременной пространственной памяти в работе использовали поведенческую мо-
дель водного лабиринта Морриса . Генетические исследования проведены на релевантных структурах мозга – гип-
покампе, префронтальной коре и мозжечке крыс со сформированной пространственной памятью . Изучали экс-
прессию генов Вах, Dffb и Casp-3, Casp-8 и Casp-9 методом ПЦр в режиме реального времени в данных церебральных 
структурах животных . 
Результаты исследования. Обнаружено, что физическая нагрузка и стресс подавляют активность генов-ре-
гуляторов апоптоза в гиппокампе (по сравнению с интактными животными) . В двух других структурах мозга (в 
префронтальной коре и мозжечке) отмечается активация гена Casp-3, что может скорее указывать на участие 
фермента Casp-3 в нейропластических клеточных перестройках, чем в апоптотических реакциях, при подавлении 
экспрессии других изучаемых генов – Вах, Dffb, Casp-8 и Casp-9 . У животных, обученных навигационному навыку при 
формировании гиппокамп-зависимой пространственной памяти, отмечается активация генов Casp-9, Casp-3 и 
Вах в гиппокампе (по сравнению с активным контролем – «пассивное плавание») . В префронтальной коре мозга у 
обученных животных отмечается выраженное увеличение экспрессии всех изучаемых генов-регуляторов апоптоза . 
Мозжечок у крыс с формированной пространственной памятью манифестировал значительную активацию генов 
Casp-9, Вах и Dffb .
заключение. Полученные данные свидетельствуют о кооперативных эффектах экспрессии генов-регуляторов 
апоптоза в мозге животных, у которых сформировалась гипокамп-зависимая пространственная память в водном 
лабиринте Морриса .
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The aim of this study was to compare features of simultaneous expression of apoptosis genes, Bax, Dffb, and Casp-3, Casp-8, and 
Caps-9, in the hippocampus, prefrontal cortex, and cerebellum under the conditions of forced swimming (control) and during 
Morris water maze training for spatial skills in adult Wistar rats . 
methods. To develop long-term spatial memory, the behavioral model of Morris water maze was used . Genetic studies were 
performed on the relevant brain structures, the hippocampus, prefrontal cortex, and cerebellum, of rats with formed spatial 
memory . The expression of Bax, Dffb and Casp-3, Casp-8, and Casp-9 genes was measured with real-time PCR in these cerebral 
structures . 
Results. Physical activity and stress were found to exert a suppressive effect on the apoptosis-regulating genes in the 
hippocampus as compared to control animals . In the prefrontal cortex and cerebellum, the Casp-3 gene was activated, which 
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may indicate participation of the Casp-3 enzyme in neuroplasticity of cell rearrangements rather than in apoptotic reactions 
upon suppressed expression of the other studied genes, Bax, Dffb, Casp-8, and Casp-9 . In animals trained for the navigation skill, 
the formation of hippocampus-dependent spatial memory was associated with activation of the Casp-9, Casp-3, and Bax genes 
in the hippocampus compared to the “passive swimming” control . In the prefrontal cortex of trained animals, a pronounced 
increase in the expression of all apoptosis-regulating genes was noted . The cerebellum of rats with formed spatial memory 
showed a significant activation of the Casp-9, Bax, and Dffb genes . 
Conclusion. The study showed cooperative effects of the expression of apoptosis-regulating genes in the brain of animals with 
the hippocampus-dependent spatial memory formed in the Morris water maze .
Key words: spatial memory; apoptosis; gene expression; hippocampus; prefrontal cortex; cerebellum; Wistar rats .
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введение

Изучение молекулярных процессов, лежащих в ос-
нове организации долговременной пространственной 
памяти и её нарушений, например, при болезни Аль-
цгеймера, является одной из актуальных проблем со-
временной медицины и нейробиологии [1]. В спектре 
интегративной деятельности мозга память является 
одним из важнейших фундаментальных процессов, в 
котором одним из интегральных составляющих наря-
ду с нейрогенезом является нейроапоптоз – програм-
мированная гибель нервных клеток [2]. В последнее 
время подчеркивается значимость изучения влияния 
генетических факторов и генетической регуляции про-
цессов нейроапоптоза при выработке различных форм 
памяти [3]. В данном аспекте большинство современ-
ных экспериментальных работ по обучению и фор-
мированию памяти, в частности, пространственной 
памяти, в основном посвящены исследованиям экс-
прессии ранних генов [4], или, как в случае генов-регу-
ляторов апоптоза, лишь в одной из релевантных била-
теральных церебральных структур – гиппокампе [5, 6].

Установлено, что в одной из областей гиппокампа, 
а именно, зубчатой извилине, у млекопитающих по-
стоянно и активно протекает нейрогенез, а избыток 
вновь образованных клеток или их невостребован-
ность регулируется с помощью апоптоза [7]. В насто-
ящее время выделены три фазы апоптоза: инициатор-
ная (индукция), эффектоpная, и процесс деградации. 
За реализацию эффекторной фазы апоптоза, в частно-
сти, в нейроне, ответственны каспазы – протеолити-
ческие ферменты, относящиеся к семейству цистеино-
вых протеаз, расщепляющих белки исключительно по-
сле аспарагиновой аминокислоты. Следует отметить, 
что протеолитические каспазы, расщепляя как ядер-
ные, так и цитоплaзматические белковые структуры 
нейрона, участвуют не только в эффекторной стадии 
aпоптоза, но и в фазе деградации, выступая в качестве 
основного повреждающего фактора в этом процессе.

Ранее проведенные нами исследования выявили, 
что выработка долговременной пространственной па-

мяти сопровождается структурно-дифференциальной 
активацией в мозге взрослых крыс Вистар экспрес-
сии гена-регулятора апоптоза Casp-3. При формиро-
вании пространственной памяти в водном лабиринте 
Морриса была выявлена межструктурная корреляция 
в экспрессии гена Casp-3 между префронтальной ко-
рой мозга и мозжечком [8]. Кроме того, изучена со-
четанная активность генов Casp-8, Notch2, и Numb, 
функциональные белковые продукты которых вовле-
чены в механизмы как Notch сигнальной трансдукции, 
так и нейрогенеза / нейроапоптоза, что указывает на 
функциональное сопряжение этих молекулярных про-
цессов. Установлено, что, экспрессия гена Casp-8 так-
же преобладала в префронтальной коре при обучении 
пространственному навыку, что может служить отра-
жением запущенного апоптоза в данной церебральной 
структуре [9].

Наряду с каспазным каскадом в передаче апоптоти-
ческого сигнала принимают участие белковые продук-
ты генов Вах и Dffb. Ген Вах является про-апоптотиче-
ским представителем генов Bcl-2 семейства. Белковый 
продукт Bax (Bcl-2 associated protein Х) через образова-
ние апоптотических пор на мембране индуцирует про-
хождение апопототического сигнала внутрь клетки. 
Показано, что, как и в случае гена Casp-3, экспресси-
онный уровень гена Вах тесно сопряжен с Notch сиг-
нальным путем [5]. Модуляция активности другого из-
учаемого в данной работе гена Dffb, продукт которого 
белок Dffb (DNA fragmentation factor subunit beta) при-
нимает участии в фрагментации ДНК, приводит к реа-
лизации одной из конечных стадий программируемой 
гибели нервных клеток, например, как это происходит 
при болезни Альцгеймера [10].

Несмотря на приведенные данные, пространствен-
но-временная картина апоптоза в релевантных струк-
турах мозга, связанная с генетической регуляцией от-
дельных его стадий по активности генетических факто-
ров контроля транскрипции и за счет одновременного 
изменения экспрессии генов-регуляторов апоптоза 
нервных клеток при формировании долговременной 
пространственной памяти исследована недостаточно.
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Целью настоящей работы явилось сравнительное 
изучение особенностей одновременной экспрессии 
генов апоптоза Вах, Dffb и Casp-3 Casp-8 Caps-9 в гип-
покампе, префронтальной коре и мозжечке в условиях 
контрольного принудительного плавания и при обуче-
нии пространственному навыку в водном лабиринте 
Морриса у взрослых крыс.

материалы и методы исследования

В работе были выполнены эксперименты на кры-
сах-самцах Вистар (n = 36), 3-месячного возраста, 
массой тела 250,0 ± 14,7 г. Животные содержались в 
стандартных условиях при 12-часовом световом режи-
ме и свободном доступе к пище и воде. Все манипу-
ляции с животными были проведены с соблюдением 
требований, изложенных в директиве Европейского 
парламента и Совета Европейского союза 2010/63/EU 
от 22 сентября 2010 г., а также в соответствии с прави-
лами, утвержденными комиссией по биоэтике ФГБНУ 
«НИИ нормальной физиологии им. П.К. Анохина».

При исследовании крысы были разделены на 
3 группы: 1 – интактные животные (n = 12), 2 – группа 
«активного контроля»: «принудительное плавание» без 
платформы (n = 12), 3 – «обученные» в водном лаби-
ринте животные (n = 12).

Поведенческие эксперименты на животных бы-
ли проведены с использованием пространственного 
водного лабиринта Морриса (Columbus Instruments, 
USA) по протоколу, описанному ранее [8]. Экспери-
ментальный протокол был составлен таким образом, 
что каждому обучавшемуся животному по времени и 
паттерну плавания соответствовала одна «контроль-
ная» особь. Водный лабиринт Морриса представля-
ет собой бассейн, окрашенный в светло серый цвет, 
круглой формы (140 см в диаметре, с высотой борти-
ков 40 см), который заполняли до высоты 60 см водой 
(22,0 ± 1,0°С), добавляя обезжиренное сухое молоко.

Поведение животных фиксировали с помощью ав-
томатизированной системы видеонаблюдения (EthoVi-
sion System, Noldus Information Technology, Netherlands). 
Во время обучения платформу диаметром в 11 см распо-
лагали на 1 см ниже уровня воды всегда в одном и том 
же месте водного лабиринта. Визуальные ориентиры 
(изображения, конструкции) были расположены вне 
установки водного лабиринта. Каждому животному в 
течение 4-х последовательных дней предоставляли 4 по-
пытки поиска скрытой платформы, каждый раз поме-
щая животное в разные сектора водного бассейна при 
длительности одной попытки в 60 с. В случае нахожде-
ния платформы животное могло находиться на ней в 
течение 30 с. Интервал между обучающими попытками 
составлял 5 мин. В дни эксперимента индивидуальное 
обучение пространственному навыку оценивали по 
уменьшению латентного времени достижения плат-
формы животным. На 5-е сутки эксперимента платфор-
му убирали из водного бассейна и проводили сессию 

тестирования с регистрацией у крыс время достижения 
целевого сектора, где находилась платформа, при этом, 
животное помешали в удаленный от «целевого» сектор 
и в течение 60 с тестировали время достижения живот-
ным места, где ранее находилась платформа. 

Через 24 часа по окончании поведенческих экспе-
риментов всех крыс декапитировали и извлекали на 
холоду (+4°С) следующие структуры мозга: гиппокамп, 
префронтальную кору и мозжечок, которые использо-
вали для изучения экспрессии генов Вах, Dffb и Casp-3 
Casp-8 и Casp-9 методом ПЦР в режиме реального вре-
мени по описанному ранее протоколу [9], применяя в 
качестве референсного ген β-актина для последующе-
го расчёта относительно уровня экспрессии изучаемых 
генов по методу 2-ΔΔCt [11]. Уровень экспрессии генов 
Вах, Dffb, Casp-3 Cas-p8 и Casp-9 во 2-й и 3-й группах 
был подсчитан относительно данных их экспрессии у 
интактных животных 1-й гр. На рис. 2 экспрессия изу-
чаемых генов Вах, Dffb, Casp-3, Casp-8 и Casp-9 у «обу-
ченных» животных представлена в % от таковой у жи-
вотных из группы «активный контроль».

Статистическую обработку полученных результатов 
проводили по алгоритмам программы «Statistica 7,0». При 
оценке динамики обучения использовали парный крите-
рий Вилкоксона, при сравнении нескольких независи-
мых выборок применяли однофакторный непараметри-
ческий дисперсионный анализ по методу Крускалла-У-
олиса (Н-критерий) с последующим post-hoc анализом 
по U-критерию Манна-Уитни. Критическое значение 
уровня статистической значимости при проверке нуле-
вых гипотез принималось равным величине 0,05.

Результаты исследования и обсуждение

Для выполнения задач данной работы по обучению 
крыс навигационному навыку и изучению экспрессии 
генов Вах, Dffb, Casp-3, Casp-8 и Casp-9 в церебраль-
ных структурах, на начальном этапе исследования 
были проведены поведенческие эксперименты по вы-
работке долговременной пространственной памяти в 
водном лабиринте Морриса (рис.1). Анализ средних 
значений для 2-го, 3-го и 4-го сеансов обучения в срав-
нении с 1-м сеансом помещения в водный бассейн в 
каждый конкретный день выявил статистически зна-
чимое снижение данного показателя в динамике всех 
экспериментальных дней. Сравнение и анализ груп-
пового времени достижения платформы животными 
в водном лабиринте Морриса показали следующие 
существенные отличия: во 2-й и 4-й дни время дости-
жения платформы для первых испытаний значительно 
отличались от первых сеансов в дни 1-й и 3-й, соот-
ветственно (p < 0,05). Документировано, что общие 
показатели для всех временных испытаний в дни 2, 3 
и 4 значительно отличались от таковых в предыдущие 
дни, соответственно (p < 0,05). Так как время достиже-
ния платформы в конце 4-го сеанса на 4-й день обуче-
ния составляло менее 10 с, это указывало на установ-
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ление стабильной долговременной пространственной 
памяти у экспериментальных животных – в отличие от 
крыс из группы «активного контроля», подвергшихся 
принудительному плаванию в бассейне (рис. 1). 

По окончанию поведенческих экспериментов были 
проведены молекулярно-генетические исследования 
экспрессии генов Вах, Dffb и Casp-3, Casp-8 и Casp-9 
в гиппокампе, префронтальной коре и мозжечке. В ис-
следованиях транскрипционной активности изучаемых 
генов были обнаружены следующие закономерности.

Проведенные в работе эксперименты показали, что 
у животных, которых подвергли физической нагрузке 
и стрессу в водном лабиринте Морриса (группа «актив-
ный контроль») в гиппокампе наблюдали снижение ак-
тивности большинства изучаемых генов: Вах – на 99,5% 
(p < 0,01), Dffb – на 98,2% (p < 0,01), Casp-8 – на 62,0% 
(p < 0,05), Casp-9 – на 98,4% (p < 0,01). Кроме гена Casp-3, 
для которого оказалось характерным повышение акти-
вации в 26,2 раза. (p < 0,05) по сравнению с интактными 
крысами, пребывавшими в домашних клетках.

При этом в префронтальной коре мозга при прину-
дительной физической нагрузке и стрессе также син-
хронно наблюдали подавление активности генов Вах 
(на 80,8%, p < 0,05), Dffb (на 97,0%, p < 0,01), Casp-8 (на 
95,8%, p < 0,01) и Casp-9 (86,0%, p < 0,05) по сравнению 
с их эндогенной экспрессией у интактных животных. 
В данных экспериментальных условиях, аналогично с 
гиппокампом в случае гена Casp-3, в префронтальной 
коре мозга выявлена его активация (на 355%, p < 0,01) 
по сравнению с интактным животными.

В мозжечке отмечается следующая реакция генома 
на принудительное плавание: генетические компонен-

ты каспазного каскада Casp-8 и Casp-9 манифестирова-
ли подавление своей эндогенной активности (на 73%, 
p < 0,05, и на 98,5%, p < 0,05, соответственно), в от-
личии от гена Casp-3, который был активирован (на 
321%, p < 0,01). В случае двух других генов Вах и Dffb 
физическая нагрузка и стресс приводили к снижению 
их активности по сравнению с интактным контролем 
(на 97,7%, p < 0,01, и 96,3%, p < 0,01, соответственно). 

Таким образом, полученные данные указывают на 
то, что физическая нагрузка и стресс оказывают по-
давляющее влияние на экспрессию генов-регулято-
ров апоптоза в гиппокампе при формировании гип-
покамп-зависимой пространственной памяти. В двух 
других структурах отмечается факт активации гена 
Casp-3, что может скорее указывать на участие фермен-
та Casp-3 в нейропластических клеточных перестрой-
ках, чем в апоптотических реакциях в префронтальной 
коре и мозжечке при подавлении экспрессии других 
изучаемых генов Вах, Dffb, Casp-8 и Casp-9 [12, 13].

В условиях данного экспериментального протокола 
парное сравнение крыс опытной группы с активным 
контролем мы посчитали нецелесообразным, так как 
это всё-таки разные животные, сопоставимые только 
по уровню стресса и физической нагрузки, но не по 
способности к обучению и базовому уровню экспрес-
сии генов. При анализе усреднённых данных (рис. 2) 
обнаружено, что формирование пространственной 
памяти приводило к смене вектора экспрессии всех 
апоптотических генов в гиппокампе. Эта структура 
действительно является одним из основных центров 
формирования памяти, в частности, одной из её форм 
– гиппокамп-зависимой пространственной памяти 

Рис 1. Формирование долговременной пространственной памяти у половозрелых крыс Вистар в водном лабиринте Морриса. Представ-
лены значения медиан, а также верхнего и нижнего квартилей. По оси абсцисс – номер пробы, по оси ординат – время достижения плат-
формы (с). Обозначения статистической значимости: * – p < 0,05, ** – p < 0,01 по сравнению с первой пробой соответствующего дня;  ●  – 
статистически значимое (p < 0,05) снижение среднего значения по всем пробам относительно аналогичного показателя предыдущего дня. 
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[14]. В гиппокампе памятная информация задержива-
ется не очень надолго – это ее кратковременное хра-
нилище.

Далее происходит так называемый этап «консоли-
дации» памяти, превращение её из кратковременной в 
долговременную; при этом информация переходит из 
гиппокампа в нейронные сети других зон мозга, в част-
ности в префронтальную кору и мозжечок [15]. Отме-
чается значительная активация гена Casp-9 (p < 0,01), 
продукт которого белок Casp-9 – инициаторный фер-
мент каспазного каскада [16]. Известно, что апоптоти-
ческий сигнал внутри клеток передается с инициатор-
ных на эффекторные каспазы [17]. Документировано, 
что сигнал с Сasp-9 передается Сasp-3, поэтому осо-
бый интерес в экспериментальной парадигме данно-
го исследования привлекают данные по изменению 
экспрессии гена Сasp-3 в церебральных областях при 
формировании долговременной пространственной 
памяти. Обнаружено, что обучение навигационному 
навыку приводит к дальнейшей активации гена Сasp-3 
(p < 0,05) по сравнению с стадией «принудительного 
плавания», а также сохранению активности гена Сasp-8 

в гиппокампе, что еще раз подтверждает участие апоп-
тоза как клеточного механизма обучения и памяти при 
овладении сложным навыком и его запоминанию.

Другим доказательством данного положения может 
служить выраженное повышение экспрессии генов 
Вах (p < 0,01) и Dffb(p < 0,05) в гиппокампе. Усиление 
активности гена Dffb в клетках гиппокампа свидетель-
ствует, вероятно, о прохождении апоптотического 
сигнала до терминальной его стадии – специфической 
фрагментации ДНК.

При формировании долговременной простран-
ственной памяти гиппокампальная система запомина-
ния передает свой памятный сигнал корковым струк-
турам. Это отражается на функциональном состоянии 
генетической регуляции апоптотического процесса в 
изучаемых в данной работе релевантных структурах 
мозга. Так, в данном исследовании в префронтальной 
коре мозга была обнаружена специфическая активация 
(с более низкой модальностью по сравнению с гиппо-
кампом) всех изучаемых апоптотических генов (рис. 
2). В префронтальной коре мозга однонаправленная 
активация генов кодирующих все три каспазы, в от-

Рис. 2. Уровень экспрессии генов-регуляторов апоптоза в структурах головного мозга при формировании пространственной памяти у 
крыс Вистар. По оси абсцисс – наименование генов-регуляторов апоптоза, по оси ординат – уровень экспрессии данных генов у обучен-
ных крыс Вистар в % от «активного контроля». Обозначения статистической значимости: * – p < 0,05, ** – p < 0,01 по сравнению с уровнем 
экспрессии генов-регуляторов апоптоза у «активного контроля» (пассивно плавающих крыс).
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личии от гиппокампа, где экспрессия генов Сasp-3 и 
Сasp-8 является индикаторной и близка к эндогенной, 
может свидетельствовать об инициации и пролонга-
ции стадий апоптоза в клетках данной церебральной 
структуры при развитии долговременной памяти. Об-
ращает на себя внимание выраженная экспрессия гена 
Вах (p < 0,01), что может указывать на усиление про-
хождения апоптотического сигнала в префронталь-
ной коре при формировании долговременной памяти. 
На это указывает тот факт, что Вах – белковый продукт 
данного гена – образует гетеродимер с белком Bcl2 и 
действует как активатор апоптоза. Связь их и соотно-
шение Bах к Bсl2 также определяет выживание или ги-
бель клетки после апоптотического стимула. В данном 
экспериментальном случае речь, в большей степени, 
может идти о прохождении апоптотического сигнала 
до клеточного ядра, что подтверждается усилением 
экспрессии гена Dffb (p < 0,05), транскрипт которого 
участвует в специфической фрагментации ДНК. 

Ранее было показано участие мозжечка не только 
в обеспечении двигательной активности, но и про-
цессах формирования гиппокамп-зависимой памяти 
[9]. В данном исследовании обнаружен специфиче-
ский паттерн экспрессии генов-регуляторов апоптоза 
в мозжечке, несколько отличающийся от гиппокам-
па и префронтальной коры. Однако при организации 
долговременной пространственной памяти в мозжечке 
выявлено сходное с гиппокампом увеличение экспрес-
сии гена Сasp-9, что, как и в случае гиппокампа, сви-
детельствует о поступлении апоптотического сигнала 
на реализацию каспазным каскадом [18]. Документи-
ровано, что в мозжечке экспрессия генов двух других 
эффекторных каспаз оставалась на уровне выявляемой 
экспрессии при «принудительном плавании». В соче-
тании со значительной активацией экспрессии генов 
Вах и Dffb, что указывает на прохождение сигнала в 
ядро при выработке и сохранении навигационного 
навыка в водном лабиринте Морриса, можно пред-
положить волновую реактивацию апоптотического 
сигнального пути в клетках мозжечка с повторным 
усилением экспрессии гена Сasp-9. Выявленная ге-
нетическая молекулярно-структурная конфигурация 
важна для создания новых нейронных схем для кон-
солидации и реконсолидации следа пространственной 
памяти с участием связанных процессов апоптоза или 
нейронной пластичности [19].

заключение

Полученные результаты расширяют и углубляют 
современные представления о молекулярно-клеточ-
ных механизмах когнитивных функций. Кроме того, 
эти данные позволят приблизиться к пониманию па-
тогенеза заболеваний нервной системы, обусловлен-
ных нарушениями генетической регуляции, в частно-
сти, активности генов-регуляторов апоптоза, а также 
могут быть использованы при разработке новых ме-

тодов диагностики, прогноза и лечения заболеваний, 
сопровождающихся дефицитом памяти.
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