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У интактных и подвергнутых длительному эмоционально-болевому стрессорному воздей-
ствию (ДЭБС) крыс селектированных линий с высоким (ВП) и низким (НП) порогом воз-
будимости нервной системы исследовали фоновую и вызванную электрическим раздраже-
нием префронтальной коры нейрональную активность миндалевидного комплекса, а так-
же уровень нестабильности генома в его клетках с использованием белкового маркера
двойных разрывов ДНК – фосфорилированного по серину 139 гистона Н2АХ (γ-H2AX
phospho Ser139). Впервые выявлена прямая связь базальной (фоновой) импульсной актив-
ности нейронов миндалевидного комплекса и уровня нестабильности их генома, а также
зависимость ответной реакции нейронов базолатеральной миндалины на возбуждающее
раздражение инфралимбической коры от врожденного генетически детерминированного
уровня возбудимости нервной системы. Под действием ДЭБС продемонстрировано усиле-
ние функциональной активности миндалевидного комплекса у крыс линии ВП по показа-
телям частоты фоновой импульсации нейронов, среднего количества и латентности им-
пульсов в их реакции на кортикальное раздражение. У линии НП в тех же условиях выяв-
лено более значительное увеличение частоты фоновой нейрональной активности,
сопровождаемой ростом иммунореактивности клеток к γ-H2AX phospho Ser139, а также
значительное уменьшение латентности реакции амигдалярных нейронов на кортикальную
стимуляцию при неизменном количестве в ней импульсов.
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Исследование системных механизмов
стресс-индуцированных патологических со-
стояний является актуальной задачей совре-
менной нейробиологии.

Важная роль в формировании нейропато-
логии принадлежит функциональному состоя-
нию нервной системы (ФСНС), ключевым па-
раметром которого является возбудимость, на
что впервые указывал еще И.П. Павлов. Наши
многолетние исследования, выполненные с

использованием моделей на беспозвоночных
и позвоночных животных, свидетельствуют о
связи между генетически-детерминирован-
ным уровнем возбудимости нервной системы
и особенностями реализации нормального
и стресс-индуцированного патологического
поведения, формированием долговременных
нервно-психических расстройств со специ-
фическим характером патологии [Лопатина,
Пономаренко, 1986; Вайдо и др., 2018]. У се-
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лектированных по высокому и низкому по-
рогу возбудимости нервной системы линий
крыс была выявлена склонность к формиро-
ванию вызванных стрессорными воздействи-
ями нервно-психических расстройств и осо-
бенности их долгосрочного проявления, что
позволило отнести их к генетическим моде-
лям нейропатологий тревожного спектра –
посттравматического стрессового расстрой-
ства (ПТСР) и компульсивного расстройства
(КР) человека [Вайдо и др., 2018; Дюжикова
и др., 2015].

Специфика нейропатологии может быть
связана с вовлечением в инициацию и под-
держанием патологических состояний раз-
ных отделов ЦНС, нейрофизиологическими
особенностями их взаимодействия у живот-
ных с различным ФСНС [Лопатина, Поно-
маренко, 1986].

Известно, что в основе патогенеза долго-
временных нервно-психических расстройств
лежит устойчивое раcсогласование в работе
разных отделов нервной системы – синдром
дезинтеграции [Айрапетянц, Вейн, 1982; Бех-
терева, 2010]. Нарушаются связи между от-
дельными структурами мозга и координация
их активности [Айрапетянц, Вейн, 1982]. При
заболеваниях тревожного спектра страдают
функции и связи между эмоциогенными
структурами мозга, прежде всего, префрон-
тальной корой и миндалиной [Jalbrzikowski et
al., 2017; Delli Pizzi et al., 2017]. Кроме того, из-
вестно о дестабилизирующем влиянии стрес-
са на геном нейронов [Дюжикова, Даев, 2018],
однако характер взаимосвязи между им-
пульсной активностью нейронов и нестабиль-
ностью их генома в структурах мозга, связан-
ных с патогенезом постстрессорных рас-
стройств, в частности, в миндалине, не изучен.

Представляемое исследование – первая
часть комплексного проекта, направленного
на выяснение нейрофизиологических нару-
шений взаимосвязи между структурами мозга
патологического контура тревожно-депрессив-
ных расстройств в зависимости от генетически
детерминированного порога возбудимости
нервной системы. Целями данной работы яв-
лялись: 1) изучение фоновой импульсной ак-
тивности миндалевидного комплекса и реак-
ций его нейронов на электрическое раздра-
жение медиальной префронтальной коры
(а именно ее инфралимбической области,
участвующей в подавлении реакций тревож-
ности и страха); 2) оценка нестабильности ге-
нома в клетках миндалины (с использовани-

ем белкового маркера двойных разрывов
ДНК – фосфорилированного по серину 139 ги-
стона Н2АХ [Kuo, Yang, 2008]) у интактных и
подвергнутых длительному эмоционально-
болевому стрессорному воздействию крыс
селектированных линий с высоким (ВП) и
низким (НП) порогом возбудимости нервной
системы.

МЕТОДИКА

Объектом исследования служили самцы
крыс (возраст – 5 мес), являющихся 74-м по-
колением высокопороговой (ВП) и низкопо-
роговой (НП) линий, селектированных в
лаборатории генетики высшей нервной
деятельности по порогу возбудимости боль-
шеберцового нерва (n. tibialis) – с высоким
(низковозбудимые) и низким (высоковозбу-
димые) порогом возбудимости [Вайдо и др.,
2018]. Линии входят в биоколлекцию ФГБУН
Института физиологии им. И.П. Павлова
РАН (№ ГЗ 0134-2018-0003, патенты на селек-
ционное достижение № 10769 и 10768, выдан-
ные ФГБУ “Государственная комиссия РФ
по испытанию и охране селекционных дости-
жений”, зарегистрировано в государственном
реестре охраняемых селекционных достиже-
ний 15.01.2020). Животных содержали в вива-
рии при стандартном световом режиме (12 ч
день, 12 ч ночь), в условиях свободного досту-
па к воде и пище. При работе с животными
соблюдались международные требования Ди-
рективы Европейского парламента и Совета
Европейского Союза 2010/63/ЕС о защите
животных, использующихся для научных це-
лей, и принципы Хельсинкской деклара-
ции о гуманном отношении к животным. Про-
токолы экспериментов утверждены комиссией
по биоэтике ФГБУН Института физиологии
им. И.П. Павлова РАН.

Эксперименты выполнены на самцах крыс
линии ВП (n = 24) и линии НП (n = 24). Кры-
сы обеих линий были разделены на две рав-
ные группы (n = 12): 1) подвергнутые дли-
тельному эмоционально-болевому стрессу и
2) нестрессированные (контрольные). Поло-
вина животных из каждой группы (n = 6) ис-
пользовалась в нейрофизиологических экс-
периментах, остальные (n = 6) – для иммуно-
гистохимического исследования γ-H2AX
phospho Ser139.



ЖУРНАЛ ВЫСШЕЙ НЕРВНОЙ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ  том 70  № 5  2020

ИМПУЛЬСНАЯ АКТИВНОСТЬ И НЕСТАБИЛЬНОСТЬ ГЕНОМА 657

Метод стрессорного воздействия

Длительное эмоционально-болевое стрес-
сирование (ДЭБС) осуществляли ежедневно
(по 13 мин) в течение 15 дней по стохастиче-
ской схеме К. Гехта [Hecht et al., 1972, цит. по:
Вайдо и др., 2018]. На решетчатый электри-
фицированный пол прозрачной камеры по-
давалось 12 сигналов длительностью 10 с
каждый, которые состояли из шести непод-
крепляемых и шести подкрепляемых током
(2.5 мА, 4 с) световых сигналов. Межсигналь-
ный интервал равнялся 1 мин. Согласно схе-
ме сочетания условных и безусловных стиму-
лов не повторялись, а чередовались с вероят-
ностью 0,5, что не позволяло выработать у
животных условный рефлекс. Как показали на-
ши предыдущие исследования, используемое
воздействие способствует возникновению у
животных устойчивого патологического состо-
яния – нарушений поведения, сохраняю-
щихся до шести месяцев после воздействия
[Вайдо и др., 2018].

Методика нейрофизиологических экспериментов

Нейрофизиологические эксперименты про-
водили через 24 ч после окончания стрессор-
ного воздействия. Для проведения исследо-
вания крыс анестезировали внутрибрюшин-
ным введением смеси уретана (“ICN”, США,
800 мг/кг) и альфа-хлоралозы (“ICN”, США,
60 мг/кг). После катетеризации бедренных ар-
терии и вены с последующей трахеостомией
(для облегчения дыхания в условиях анесте-
зии), животное помещали в стереотаксический
аппарат (“Медикор”, Венгрия). Для установки
стимулирующего и регистрирующего элек-
тродов в левых лобной и теменной костях че-
репа проделывали отверстия в зонах проек-
ций медиальной префронтальной коры и
базолатеральной части миндалевидного ком-
плекса согласно их стереотаксическим коор-
динатам по стандартному атласу мозга крысы
[Paxinos, Watson, 2007].

Глубину анестезии в ходе эксперимента
оценивали по уровню системного артериаль-
ного давления, которое регистрировали через
канюлю, введенную в бедренную артерию и
соединенную с полупроводниковым датчи-
ком (ПДП-300, Россия). В случае дестабили-
зации этого показателя или его отклонения за
пределы диапазона 70–100 мм рт. ст. осу-
ществляли дополнительное введение анесте-
зирующей смеси через внутривенный кате-
тер. Температуру тела животного контроли-

ровали ректально и поддерживали в пределах
37–38°С с помощью пластины, подогревае-
мой водяным термостатом (U-10, Германия).

Электрическую стимуляцию левой меди-
альной префронтальной коры в инфралим-
бической области (2.5–3.0 мм ростральнее
брегмы, 0.7–1.0 мм латеральнее средней ли-
нии, глубина 4.5 мм от дорсальной поверхно-
сти мозга) выполняли монополярными воль-
фрамовыми электродами в лаковой изоляции
с диаметром кончика 5 мкм и сопротивлени-
ем 50 кОм (“Science Products GMBH”, Герма-
ния). Индифферентный электрод закрепля-
ли в контралатеральной височной мышце.
Раздражение коры осуществляли одиночны-
ми прямоугольными импульсами тока ам-
плитудой 300–700 мкА и длительностью 150–
350 мкс посредством электростимулятора
Isostim A320 (“World Precision Instruments”,
США), управляемого компьютером с помо-
щью авторской программы Spikes 1202 [Пан-
телеев и др., 2004]. В опыте на каждой крысе
параметры стимуляции префронтальной ко-
ры подбирали таким образом, чтобы вызвать
наиболее стабильную (появляющуюся в от-
вет на каждый из предъявляемых стимулов)
реакцию регистрируемого нейрона миндале-
видного комплекса.

Регистрацию фоновой активности нейро-
нов левого миндалевидного комплекса и их
ответов на электрическое раздражение ипси-
латеральной медиальной префронтальной
коры производили вольфрамовыми микро-
электродами в лаковой изоляции с диамет-
ром кончика 1 мкм и сопротивлением 12 Мом
(“Science Products GMBH”, Германия). Мик-
роэлектроды размещали в базолатеральной
части структуры, в зоне от 3.2 до 3.6 мм ка-
удальнее брегмы и от 4.5 до 5.5 мм латераль-
нее средней линии на глубине от 6.5 до 7.5 мм
от поверхности мозга – области, которая яв-
ляется основным реципиентом проекций от
медиальной префронтальной коры [Люба-
шина и др., 2009]. Вертикальное перемеще-
ние микроэлектрода в ткани мозга осуществ-
ляли шагами по 4 мкм с использованием
электронного погружающего устройства (МП-2,
Россия). Сигнал от регистрирующего элек-
трода после необходимого усиления (усили-
тель DAM 80, “World Precision Instruments”,
США) подавали на вход аналого-цифрового
преобразователя PCI-1202H (ICPDAS, Тай-
вань) для ввода в компьютер.

Визуализацию нейрональной активности
на экране монитора, построение перисти-
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мульных гистограмм и сохранение данных в
памяти компьютера для последующей обра-
ботки производили в реальном времени с по-
мощью программы Spikes1202, которая поз-
воляла производить дифференциальную ам-
плитудную дискриминацию из суммарной
записи до трех импульсных последовательно-
стей с раздельным построением гистограмм
для каждой из них [Пантелеев и др., 2004].
Оценку нейрональных реакций на стимуля-
цию медиальной префронтальной коры про-
изводили по перистимульным гистограммам
с бином в 1 мс и пре- и постстимульной эпо-
хами анализа длительностью 250 мс каждая,
накапливаемым в результате 50 последова-
тельных реализаций одиночного электриче-
ского раздражения с частотой следования
стимулов 0.3 Гц. Для оценки фоновой актив-
ности использовали аналогичные гистограм-
мы, накопленные по 50 реализациям без предъ-
явления электрического стимула. Для фоновой
активности определяли частоту (имп/с), для
вызванных кортикальной стимуляцией ней-
рональных реакций – число импульсов, гене-
рируемых в ответ на стимул (имп/стимул)
в интервале от 5 до 75 мс после его предъяв-
ления.

По окончании каждого эксперимента осу-
ществляли эвтаназию животного внутривен-
ным введением уретана в дозе не менее 3 г/кг,
после чего выполняли электролитическое
разрушение ткани мозга пропусканием через
стимулирующий и регистрирующий электро-
ды постоянного тока силой 0.75–1.5 мА в те-
чение 60 с. Локализацию мест расположения
электродов производили по обработанным
стандартными гистологическими методами
(метод Ниссля) срезам мозга толщиной 40 мкм
с использованием атласа мозга крысы [Pax-
inos, Watson, 2007].

Графическое оформление и статистиче-
скую обработку результатов производили с
помощью программы Origin 2015 (“OriginLab
Corp”, США). Поскольку критерий Шапи-
ро–Уилка выявил отклонение полученных
данных от нормального распределения, их
статистический анализ осуществляли с при-
менением непараметрических методов для
парных (парный тест Вилкоксона) и непар-
ных (тест Манна–Уитни–Вилкоксона) изме-
рений. Данные представлены как среднее
значение ± стандартная ошибка среднего.
Различия между контрольными и экспери-
ментальными группами считали статистиче-
ски значимыми при p < 0.05.

Методика иммуногистохимического исследования

С использованием иммуногистохимиче-
ского метода исследовали иммунореактив-
ность клеток изучаемой области миндалины
к гамма-H2AX, фосфорилированному по се-
рину 139 (γ-H2AX phospho Ser139) у крыс ли-
ний ВП и НП в норме и через 24 часа после
ДЭБС (в каждой группе n = 6). Выделенный
мозг крыс фиксировали в 4% растворе пара-
формальдегида и подвергали стандартной ги-
стологической обработке. Иммуногистохи-
мическое исследование проводили на фрон-
тальных срезах мозга (7 мкм) на уровне от –
2.76 мм до –3.24 мм от брегмы. Исследовали
переднюю часть базолатерального ядра мин-
далевидного комплекса (BLA – basolateral
amygdaloid nucleus, anterior part) и вентроме-
диальную часть латерального ядра миндале-
видного комплекса (LaVM – lateral amygda-
loid nucleus, ventromedial part) в соответствии
со стереотаксическим атласом мозга крысы
[Paxinos, Watson, 2007].

Использовали первичные антитела Anti-
Нistone-H2AX (phospho Ser139) antibody
(RabMAb, Abcam) в разведении 1:200 и вто-
ричные антитела Goat Anti-Rabbit IgG Н&L
(HRP polymer) (Abcam). Визуализацию реак-
ции проводили с помощью окрашивания ди-
аминобензидином (3,3′-Diaminobenzidine tet-
rahydrochloride, DAB) (Peroxidase substratе Kit
DAB, Vector Laboratories, США). Учитывали
общее количество иммуноположительных
клеток двух классов – с высокой и средней
оптической плотностью – по отношению к
общему количеству клеток на определенной
площади микрообъекта. Для каждого живот-
ного в каждой экспериментальной группе
анализировали не менее 15–20 срезов. Пре-
параты анализировали с помощью светового
микроскопа Микромед-3 (увеличение 40–
1000 раз), совмещенного с ССD-камерой и
программным обеспечением ВидеоТест- МОР-
ФОЛОГИЯ и -FISH (Санкт-Петербург, Рос-
сия) и ImageBase. Оценка достоверности
различий между группами проводилась с по-
мощью U-критерия Манна–Уитни–Вилкок-
сона и критерия one-way ANOVA; исполь-
зовали пакет программ Statgraphics Сenturi-
on 18.1.01.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
В ходе опыта у каждого эксперименталь-

ного животного была зарегистрирована ак-
тивность 6–12 нейронов миндалевидного
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комплекса, локализованных преимуще-
ственно в вентромедиальной части латераль-
ного ядра и передней части базолатерального
ядра (рис. 1 (а)–(г)).

Все зарегистрированные нейроны демон-
стрировали фоновую активность в виде нере-
гулярно генерируемых одиночных импульсов

(рис. 1 (д)). В контрольной группе крыс ли-
нии ВП средняя частота фоновой нейрональ-
ной активности составляла 0.4 ± 0.07 имп/с
(n = 48) и была существенно ниже, чем часто-
та импульсации у контрольных животных ли-
нии НП (1.5 ± 0.22 имп/с, n = 46, p < 0.0001,
U = 1987.5, тест Манна–Уитни–Вилкоксона;
рис. 2 (а)).

Рис. 1. (а)–(г) – Локализация зарегистрированных нейронов в базолатеральной части миндалевидного
комплекса контрольных (темные символы) и стрессированных (светлые символы) крыс линий ВП ((а),
(б)) и НП ((в), (г)). Каждый символ соответствует локализации 1–3 зарегистрированных нейронов. Схема
адаптирована из стандартного атласа мозга крысы (Paxinos, Watson, 2007). Обозначения: ASt – амигдало-
стриарная переходная область, BLA – передняя часть базолатерального ядра миндалевидного комплекса,
BLP – задняя часть базолатерального ядра миндалевидного комплекса, BLV – вентральная часть базола-
терального ядра миндалевидного комплекса, BMP – задняя часть базомедиального ядра миндалевидного
комплекса, CeA – центральное ядро миндалевидного комплекса, CoA – кортикальное ядро миндалевид-
ного комплекса, DEn – дорсальное эндопириформное ядро, I – вставочные ядра миндалевидного ком-
плекса, LaDL – дорсолатеральная часть латерального ядра миндалевидного комплекса, LaVL – вентрола-
теральная часть латерального ядра миндалевидного комплекса, LaVM – вентромедиальная часть латераль-
ного ядра миндалевидного комплекса, MeA – медиальное ядро миндалевидного комплекса, opt –
оптический тракт, Pir – пириформная кора, st – конечная полоска. (д) и (е) – примеры фоновой активно-
сти нейрона миндалевидного комплекса (д) и его реакции на электрическую стимуляцию передней лим-
бической коры (е) у крысы линии ВП. В верхней части каждого фрагмента – нативные осциллограммы од-
ной реализации, ниже – соответствующие гистограммы, накопленные в результате 50 аналогичных реа-
лизаций. На гистограммах: по оси абсцисс – время, по оси ординат – число импульсов в бине, равном 1 мс.
Fig. 1. (а) – (г) – Localization of recorded neurons in the basolateral part of the amygdaloid complex in control
(dark symbols) and stressed (light symbols) rats of the HT ((а), (б)) and LH ((в), (г)) bred strains. Each symbol cov-
ers 1–3 recording neurons. Adapted from the standard rat brain atlas (Paxinos, Watson, 2007). Designations: ASt –
amygdalostriatal transition area, BLA – anterior part of basolateral amygdaloid nucleus, BLP – posterior part of ba-
solateral amygdaloid nucleus, BLV – ventral part of basolateral amygdaloid nucleus, BMP – posterior part of baso-
medial amygdaloid nucleus, CeA – central amygdaloid nucleus, CoA – cortical amygdaloid nucleus, DEn – dorsal
endopiriform nucleus, I – intercalated nuclei of amygdala, LaDL – dorsolateral part of the lateral nucleus of the
amygdala, LaVL – ventrolateral part of the lateral nucleus of the amygdala, LaVM – ventromedial part of the lateral
amygdaloud nucleus, MeA – medial amygdaloid nucleus, opt – optic tract, Pir – piriform cortex, st – stria termi-
nalis. (д), (е) – Examples of background activity of an amygdala neuron (д) and its reaction to electrical stimulation
of the infralimbic cortex (е) in a rat of the HT bred strain. In the upper part of each fragment – native oscillogram
of a single recording, below – respective histogram accumulated from 50 similar recordings. In histograms: ab-
scissa – time, ordinate – number of impulses in 1 ms bin.
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После эмоционально-болевого стрессор-
ного воздействия у крыс линии ВП было от-
мечено статистически значимое по сравне-
нию с контролем (p < 0.0001, U = 2881.0, тест
Манна–Уитни–Вилкоксона) усиление фо-
новой нейрональной активности в миндале-
видном комплексе до 0.9 ± 0.08 имп/с (n = 66;
рис. 2 (а)). У стрессированных животных ли-
нии НП средняя частота фоновой импульса-
ции нейронов также была существенно выше,
чем у контрольных животных (p = 0.003, U =
= 3907.0, тест Манна–Уитни–Вилкоксона;
табл. 1), достигая уровня в 3.2 ± 0.36 имп/с
(n = 56) и по-прежнему превосходя аналогич-

ный показатель у крыс линии ВП (p < 0.0001,
U = 4789.0, тест Манна–Уитни–Вилкоксона).

По данным гистологического контроля,
стимулирующие электроды во всех экспери-
ментах были локализованы в пределах V–
VI слоев инфралимбической области меди-
альной префронтальной коры. В обеих лини-
ях электрическое раздражение инфралимби-
ческой коры вызывало реакцию нейронов
миндалевидного комплекса в виде разряда,
состоящего из нескольких импульсов (рис. 1 (е)).
Среднее количество импульсов в ответе у кон-
трольных крыс линий ВП и НП существенно
не различалось (p = 0.9, U = 1091.0, тест Ман-

Рис. 2. Диаграммы, демонстрирующие средние частоту фоновой импульсации нейронов миндалевидного
комплекса (а) и величину их реакции на электрическую стимуляцию передней лимбической коры (б) у
контрольных и стрессированных крыс линий ВП и НП. По оси ординат – средняя частота импульсов (а)
или среднее число разрядов в ответ на предъявляемый стимул (б). Вертикальные отрезки отражают вели-
чину стандартной ошибки среднего. Различия значимы по сравнению с контрольными для каждой линии
данными (# р < 0.05, ## р < 0.01 и ### p < 0.001) и между линиями ВП и НП в контроле или после стресса
(* p < 0.05, *** p < 0.001).
Fig. 2. Diagrams demonstrate mean frequency of background firing of amygdala neurons (а) and value of their re-
action to electrical stimulation of the anterior limbic cortex (б) in control and stressed rats of the HT and LT strains.
Ordinate – mean rate of impulses (а) or mean number of discharges in response to presented stimulus (б). Vertical
bars represent standard error of mean. Differences are significant versus control values in each rat strain (# р < 0.05,
## р < 0.01, ### p < 0.001) and between strains HT and LT in control or after stress (* p < 0.05, *** p < 0.001).
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Таблица 1. Изменения показателей фоновой и вызванной активностей нейронов миндалевидного комплекса
крыс исследованных линий после стрессорного воздействия
Table 1. Changes in background and evoked neuronal activities of the amygdaloid complex in rats of the studied bred strains
following stress exposure

Обозначения: ВП – высокопороговая линия, НП – низкопороговая линия, ↑ – увеличение, ↓ – уменьшение, = – без измене-
ний. Величина и толщина стрелок отражают степень изменений.
Designation: ВП – high threshold strain, НП – low threshold strain, ↑ – an increase, ↓ – a decrease, = – no changes. The size and thick-
ness of the arrows reflect the degree of the change.

Линия
(Bred strain)

Фоновая активность
(Background activity)

Ответ на кортикальное раздражение
(Response to cortical stimulation)

Величина
(value)

Латентный период
(latency)

ВП ↑ ↑ ↓

НП ↑ = ↓
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на–Уитни–Вилкоксона) и составляло 10.6 ±
± 0.92 (n = 48) и 10.9 ± 1.08 имп/стимул
(n = 46) соответственно (рис. 2 (б)). У крыс
линии ВП вызванная нейрональная реакция
была выше по отношению к фону (при нор-
мализации к среднему уровню фоновой ак-
тивности, 26.4 ± 2.31 у ВП против 7.3 ± 0.72 у
НП, p < 0.0001, U = 220.0) и появлялась со
средним латентным периодом в 30.7 ± 2.13 мс
(n = 48), который был меньше такового у НП
животных (45.8 ± 4.99 мс, n = 46, p = 0.03,
U = 728.0, тест Манна–Уитни–Вилкоксона;
рис. 3).

После стрессорного воздействия у живот-
ных линии ВП среднее число импульсов в ре-
акциях нейронов миндалевидного комплекса
на раздражение инфралимбической коры со-
ставляло 12.8 ± 0.77 имп/стимул (n = 66) и бы-
ло существенно большим, чем в контроле
(p = 0.04, U = 1242.0, тест Манна–Уитни–
Вилкоксона; рис. 2 (б), табл. 1). При этом
нейрональный ответ появлялся с несколько
меньшим, чем у нестрессированных живот-
ных (p = 0.015, U = 1078.5, тест Манна–Уит-
ни–Вилкоксона), средним латентным пери-
одом 23.8 ± 1.04 мс (n = 66; рис. 3). У крыс ли-
нии НП стресс не оказал значимого влияния
на интенсивность вызванной кортикальной
стимуляцией нейрональной активности в мин-
далине, которая сохранялась на сопоставимом
с контрольным уровне в 10.7 ± 0.65 имп/стимул
(n = 56, p = 0.57, U = 1202.0, тест Манна–Уит-
ни–Вилкоксона). Этот уровень был ниже, чем
аналогичный показатель у стрессированных
животных линии ВП (p = 0.04, U = 1396.0, тест
Манна–Уитни–Вилкоксона; рис. 2 (б)). Сред-
ний латентный период нейронального ответа
у животных линии НП после стрессорного
воздействия был существенно меньшим, чем
в контроле (p < 0.0001, U = 629.0, тест Ман-
на–Уитни–Вилкоксона; табл. 1), и составлял
25.5 ± 0.99 мс (n = 56). Это значение было со-
поставимо со средним латентным периодом
вызванных реакций нейронов миндалевид-
ного комплекса у стрессированных крыс ли-
нии ВП (p = 0.22, U = 1607.0, тест Манна–
Уитни–Вилкоксона; рис. 3).

Результаты
иммуногистохимического исследования

Базовый уровень иммунореактивности к
γ-H2AX phospho Ser139 клеток исследуемой
области миндалевидного комплекса у крыс
линии НП более чем в 2 раза снижен по срав-

нению с линией ВП (U = 0, p = 0.01, тест Ман-
на–Уитни-Вилкоксона; F = 22.91, p = 0.002,
тест ANOVA, рис. 4).

Через 24 ч после действия ДЭБС происхо-
дит достоверное повышение иммунореактив-
ности к γ-H2AX phospho Ser139 клеток мин-
далевидного комплекса только у крыс линии
НП (U = 1.5, p = 0.0278, U-критерий Манна–
Уитни–Вилкоксона; F = 13.41, p = 0.0064,
тест ANOVA, рис. 4). У крыс линии ВП стресс
не оказал значимого влияния на исследуе-
мый показатель.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты проведенного исследования
показали, что частота фоновой нейрональ-
ной активности миндалевидного комплекса
высоковозбудимых крыс линии НП в 3.7 раза

Рис. 3. Диаграммы, демонстрирующие величи-
ну латентного периода ответов нейронов мин-
далевидного комплекса на электрическое раз-
дражение передней лимбической коры у кон-
трольных и стрессированных крыс линий ВП и
НП. По оси ординат – среднее значение латент-
ного периода. Вертикальные отрезки отражают
величину стандартной ошибки среднего. Разли-
чия значимы по сравнению с контрольными для
каждой линии данными (# р < 0.05 и ### p <
< 0.001) и между линиями ВП и НП в контроле
(* р < 0.05).
Fig. 3. Diagrams demonstrate latency of amygdala
neuron responses to electrical stimulation of the an-
terior limbic cortex in control and stressed rats of the
HT and LT strains. Ordinate – mean value of laten-
cy. Vertical bars represent standard error of mean.
Differences are significant versus control values in
each rat strain (# р < 0.05, ### p < 0.001) and be-
tween strains HT and LH in control (* p < 0.05).
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превосходит значения этого показателя у
крыс низковозбудимой линии ВП. Выявлен-
ный уровень межлинейных различий в часто-
те импульсной активности нейронов миндали-
ны соответствует их различиям по основному
признаку, по которому ведется селекция, –
возбудимости нервной системы, проявляю-
щейся не только в исходно разных для крыс
НП и ВП линий порогах активации больше-
берцового нерва (n. tibialis) [Вайдо и др.,
2018], но и в их различиях по порогу возбуди-
мости каудального нерва (n. caudalis) [Вайдо и
др., 1985], а также порогу реакции активации
электроэнцефалограммы (ЭЭГ) в ретикуляр-
ной формации среднего мозга (отведение от
сенсомоторной зоны коры) при электриче-
ском раздражении прямоугольными импуль-
сами тока в течение 3 с, частотой 200 Гц
[Александрова и др., 1981]. Ранее были обна-
ружены также межлинейные различия по ам-
плитуде длительной посттетанической по-
тенциации гиппокампа, более выраженной у
крыс линии НП [Вайдо и др., 1992]. В своей
совокупности эти данные свидетельствуют об
отличающих линии НП и ВП уровнях возбу-
димости не только периферической, но и
центральной нервной системы, включая пе-
реднемозговые структуры. Последнее под-
тверждают и дополняют продемонстриро-

ванные нами в данной работе различия ука-
занных линий крыс по фоновым показателям
нейрональной активности в миндалевидном
комплексе.

Как показали наши исследования, в норме
среднее число импульсов в ответах нейронов
миндалины на электрическое раздражение
инфралимбической области медиальной пре-
фронтальной коры у животных обеих линий
не различалось. Однако у крыс линии ВП вы-
званная нейрональная активность была выше
по отношению к фоновой импульсации, что
указывает на большую реактивность клеток
этой структуры к возбуждающим кортикаль-
ным влияниям у этих животных. При этом
латентный период нейрональных реакций,
вызванных стимуляцией инфралимбической
коры, у контрольных крыс линии ВП был
значительно меньше аналогичного показате-
ля у линии НП, что наряду с дополнительным
свидетельством в пользу большей реактивно-
сти нейронов миндалины может также ука-
зывать на большую скорость проведения воз-
буждения в соответствующих кортико-ами-
гдалярных проекциях у низковозбудимых
животных по сравнению с высоковозбуди-
мыми. Последнее может быть связано с воз-
можными различиями в структурно-функци-

Рис. 4. Иммунореактивность к γ-H2AX phospho Ser139 клеток миндалевидного комплекса крыс линий ВП
и НП в норме и через 24 ч после действия длительного эмоционально-болевого стрессорного воздействия.
На графиках показаны среднее, медиана, максимальные и минимальные значения, межквартильные ин-
тервалы. Различия значимы по сравнению с контрольной группой той же линии (* p < 0.05) и альтернатив-
ной линии ВП (# p < 0.05).
Fig. 4. Immunoreactivity of amygdala cells to γ-H2AX phospho Ser139 in control and stressed (24 hours after long-
term emotional painful stress) rats of the НТ and LT strains. The graphs show the average, median, maximum and
minimum values, interquartile intervals. Differences are significant versus control values of the same strain
(* p < 0.05) and of the alternative HT strain (# p < 0.05).
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ональной организации этих проекций у крыс
линий ВП и НП. В пользу такого предполо-
жения косвенно свидетельствуют ранее полу-
ченные данные, которые продемонстрирова-
ли более высокую скорость проведения нерв-
ных импульсов (потенциала действия) в
периферических отделах нервной системы и
больший диаметр нервных волокон в ка-
удальном и большеберцовом нервах у крыс
линии ВП [Вайдо и др., 1985].

Таким образом, впервые выявлена связь
уровня базальной (фоновой) импульсной ак-
тивности нейронов миндалевидного комплек-
са и их ответной реакции на возбуждающее
влияние инфралимбической коры с врожден-
ным генетически детерминированным уров-
нем возбудимости нервной системы.

Как известно, миндалина играет ключе-
вую роль в формировании эмоций, проявле-
нии эмоциональных реакций, вовлечена в
регуляцию уровня тревожности [Stein et al.,
2002; Phan et al., 2006]. При этом уровень
функциональной активности миндалины при
реализации негативных эмоциональных ре-
акций и, в частности, реакции страха опреде-
ляется ее двусторонними структурно-функ-
циональными связями с медиальной пре-
фронтальной корой [Любашина, Ноздрачев,
2008; Arruda-Carvalho, Clem, 2015; Lyubashi-
na, Panteleev, 2009; Peters et al., 2009; Sierra-
Mercado et al., 2011]. Очевидно, что связанные
с наследственно обусловленной возбудимо-
стью нервной системы особенности нейро-
нальной активности миндалины должны ска-
зываться и на проявлении поведенческих
признаков. Действительно, высокопорого-
вые линии крыс, которые в нашем исследова-
нии при более низкой фоновой активности
нейронов базолатеральной миндалины ха-
рактеризовались более выраженной и быст-
рой активацией ее клеток кортикальными
входами, имеют и более высокий уровень
тревожности по сравнению с крысами линии
НП, что было показано в приподнятом кре-
стообразном лабиринте и тесте экстраполя-
ционного избавления [Левина и др., 2020, в
печати]. Причина парадоксального проявле-
ния более сильных реакций у низковозбуди-
мых животных может быть связана с тем, что
разделение крыс на низко- и высоковозбуди-
мых осуществлялось по порогам возбудимо-
сти периферического соматического нерва, а
здесь речь идет о функциональных отноше-
ниях между переднемозговыми лимбически-

ми структурами, т.е. более связанными с вис-
церальными и эндокринными функциями.

Межлинейные различия, выявленные по
уровню врожденной возбудимости нервной
системы и ее нейрофизиологическим корре-
лятам, проявляются и при исследовании в
клетках миндалины белка гамма H2AX, что
показано в настоящей работе. Ранее у крыс
линий ВП и НП была продемонстрирована
разница по уровню метилирования ДНК и
метилирования гистона Н3К9 [Павлова,
2019] – эпигенетическим маркерам “молча-
щего”, сайленсированного, транскрипцион-
но неактивного хроматина [Du et al., 2015].
У низковозбудимых крыс линии ВП иммуно-
реактивность клеток миндалины к перечис-
ленным маркерам была выше, чем у крыс ли-
нии НП, что дает основания предполагать су-
ществование генетической детерминации
обусловленного функциональным состояни-
ем нервной системы базового уровня неста-
бильности генома в клетках мозга. Тем более,
что в настоящее время возникновение двой-
ных разрывов ДНК и их репарация рассмат-
риваются не только в связи с патологически-
ми процессами, но и как отражение нормаль-
ных явлений пластичности генома нейронов,
лежащих в основе их активности и связанных
с обеспечением динамических взаимодей-
ствий генома с влиянием среды, необходи-
мых для формирования адаптивных реакций,
процессов обучения и памяти [Suberbielle et al.,
2013]. Для установления определенного ха-
рактера наследственно обусловленных свя-
зей между нервной возбудимостью, нейро-
нальной активностью и целостностью генома
требуются дальнейшие исследования.

Под влиянием длительного эмоциональ-
но-болевого стрессорного воздействия изме-
нение отдельных показателей нейрональной
активности базолатеральной миндалины у
крыс линий ВП и НП происходило по-разно-
му. Увеличение частоты фоновой импульса-
ции нейронов проявлялось у обеих линий в
одинаковой степени, что, по-видимому, яв-
ляется универсальной реакцией на психо-
эмоциональный стресс, не зависит от базово-
го уровня возбудимости крыс, отражая фазу
активации при невротизации [Айрапетьянц,
Вейн, 1982]. Это также согласуется с ранее
полученными данными о вызываемых хро-
ническим стрессом структурно-функциональ-
ных перестройках в базолатеральной миндали-
не, способствующих повышению общего
уровня ее возбудимости, таких как индукция
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пролиферации дендритов и увеличение плот-
ности шипиков на нейронах [Mitra et al.,
2005; Roozendaal et al., 2009; Vyas et al., 2006].

При этом индуцированное стрессом уве-
личение среднего числа разрядов в ответах
нейронов базолатеральной миндалины на
стимуляцию инфралимбической коры про-
исходило только у низковозбудимых крыс
линии ВП. У высоковозбудимых животных
линии НП, напротив, при сопоставимой с
нормой величине этой реакции наблюдалось
значительное уменьшение ее латентного пе-
риода, вероятно, отражая адаптивную реак-
цию мозга на стресс именно у этих животных.
Известно, что глутаматергические проекции
от инфралимбической коры в базолатераль-
ную миндалину способны активировать как
возбуждающие, так и тормозные внутриами-
гдалярные механизмы [Cho et al., 2013; Ma-
roun, 2006; Quirk, Mueller, 2008; Reznikov et al.,
2018]. Ранее было показано, что стресс от не-
избегаемых воздействий вызывает наруше-
ние нормального баланса активируемых ко-
рой возбуждающих и тормозных процессов в
базолатеральной миндалине в сторону усиле-
ния возбуждающих механизмов, способству-
ющих упрочению реакции страха и наруше-
нию процессов его подавления [Maroun,
2006]. После стрессорного воздействия в
миндалине крыс линии ВП нами было отме-
чено значительное усиление вызываемого
кортикальной стимуляцией нейронального
возбуждения, тогда как у животных линии
НП этот показатель не отличался от нормы.
Последнее может являться одной из причин
формирования такими животными характер-
ных для них постстрессорных поведенческих
нарушений с высокими уровнями тревожно-
сти и страха, которые сходны с симптомами
посттравматического стрессового расстрой-
ства. В свою очередь предположительно об-
ладающие более консервативными кортико-
амигдалярными входами стрессированные
крысы линии НП также демонстрировали
более выраженное, чем у линии ВП, умень-
шение латентного периода реакции нейро-
нов миндалины на стимуляцию инфралим-
бической коры по сравнению с нормой. По-
следнее может быть связано с вызванным
стрессом повышением уровня возбудимости
проецирующихся на миндалину кортикаль-
ных нейронов, которое, как установлено
[Bloodgood et al., 2018], способствует процес-
су подавления реакции страха. Полученные
нами данные в совокупности с изложенными

выше сведениями из литературы позволяют
предположить, что крысы линии НП облада-
ют большей способностью подавлять реак-
цию страха в постстрессовый период, чем
животные линии ВП. В определенной мере
эти различия могут определяться характер-
ными для линий ВП и НП спектрами вызван-
ных стрессом эпигенетических изменений в
клетках миндалины, запускающих формиро-
вание зависимых от нервной возбудимости
патологических постстрессорных состояний
[Дюжикова и др., 2015; Павлова, 2019]. В то
же время получены результаты, демонстри-
рующие, что длительное эмоционально-бо-
левое стрессорное воздействие через 24 ч по-
сле его окончания приводит к возрастанию
уровня белка Н2AX – маркера двойных раз-
рывов ДНК в клетках миндалины у высоко-
возбудимых животных линии НП и не вызы-
вает изменений у низковозбудимых крыс ли-
нии ВП. В исследованиях Брэндона Д. Харе
на мышах также показано, что длительный
вариабельный стресс повышает уровень гам-
ма-Н2AX в ядре ложа конечной полоски
[Hare et al., 2018] – области мозга, которая
структурно и функционально связана с мин-
далиной и принимает участие в реакции моз-
га на стрессорное воздействие [Walker et al.,
2003].

Следует отметить, что степень дестабили-
зации ДНК обусловлена соотношением ак-
тивности повреждающих и репарационных
процессов [Wang, Lindahl, 2016]. Гормоны
стресса индуцируют структурные поврежде-
ния ДНК за счет торможения процессов ре-
парации, что было показано в исследованиях
in vitro [Flint et al., 2007]. Ранее было обнару-
жено, что для высоковозбудимых крыс по
сравнению с низковозбудимыми характерны
повышенная стресс-реактивность ГАС и уско-
ренное развитие гормонального ответа [Ор-
дян и др., 1998], что согласуется с упомянуты-
ми выше данными. Возможно, у крыс линии
НП механизм постстрессорного повышения
уровня двойных разрывов ДНК обусловлен
специфическим гормон-зависимым сниже-
нием репарационной активности по сравне-
нию с линией ВП.

Ранее с использованием методов иммуно-
гистохимии было показано, что у высоковоз-
будимых крыс в те же сроки после ДЭБС в
клетках миндалины возрастает уровень об-
щего метилирования ДНК и метилирования
гистона Н3К9 [Павлова, 2019]. Известно, что
формирование двойных разрывов ДНК сопря-
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жено с повышением именно этих маркеров ре-
прессивного хроматина, что может играть важ-
ную роль для его стабилизации и ремоделиро-
вания в целях создания эффективной матрицы
для запуска механизма репарации ДНК
[Ayrapetov et al., 2014; Gong, Miller, 2019].

Таким образом, продемонстрированное в
работе усиление под действием стресса ак-
тивности миндалевидного комплекса у крыс
линии ВП по показателям частоты фоновой
импульсной активности, среднему количе-
ству импульсов и скорости реакции на корти-
кальное раздражение является, возможно,
частью нейрофизиологического механизма
формирования устойчивых постстрессорных
поведенческих нарушений, связанных с низ-
кой возбудимостью нервной системы, и на-
поминающих симптомы посттравматическо-
го стрессового расстройства, характерных
для данной линии, что рассмотрено более по-
дробно в обзоре А.И. Вайдо [Вайдо и др.,
2018]. В то же время обнаруженное после
ДЭБС в миндалине крыс линии НП более
значительное по сравнению с линией ВП уве-
личение частоты фоновой нейрональной ак-
тивности, сопровождаемой ростом иммуно-
реактивности клеток к γ-H2AX phospho Ser139,
а также значительное увеличение скорости
вызванной кортикальной стимуляцией ней-
рональной реакции при неизменном количе-
стве импульсов может отражать связанные с
высокой возбудимостью нервной системы
механизмы развития специфического пост-
стрессорного патологического состояния
(компульсивное расстройство).

ВЫВОДЫ

1. Выявлена связь базальной (фоновой)
импульсной активности нейронов миндале-
видного комплекса мозга крыс и уровня не-
стабильности их генома в норме, а также от-
ветной реакции на возбуждающее влияние
инфралимбической коры, с врожденным ге-
нетически детерминированным уровнем воз-
будимости нервной системы.

2. У низковозбудимых крыс линии ВП под
влиянием длительного эмоционально-боле-
вого стрессорного воздействия продемон-
стрировано усиление функциональной ак-
тивности миндалевидного комплекса по по-
казателям частоты фоновой импульсации
нейронов, среднего количества и латентно-
сти импульсов в их реакции на кортикальное
раздражение.

3. У высоковозбудимых крыс линии НП
под влиянием стресса выявлено значительное
усиление частоты фоновой нейрональной ак-
тивности миндалины, сопровождаемой увели-
чением иммунореактивности клеток к маркеру
двойных разрывов ДНК-γ-H2AX phospho Ser139,
а также значительное уменьшение латентно-
сти, вызванной кортикальной стимуляцией
нейрональной реакции, при неизменном ко-
личестве импульсов.

4. Выявленные особенности линий под-
тверждают их наследственно обусловленные
различия по возбудимости ЦНС, могут опре-
делять предрасположенность к развитию
постстрессорных патологических состояний
тревожного спектра и лежать в основе меха-
низмов их формирования.

Работа выполнена по Программе фунда-
ментальных научных исследований государ-
ственных академий (ГП-14, разделы 64, 65) и
частично по Программе фундаментальных
исследований президиума РАН № 18 “Био-
медицинские технологии: инновационные
разработки”.
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IMPULSE ACTIVITY AND GENOME INSTABILITY IN NEURONS
OF THE AMYGDALA COMPLEX IN RATS OF SELECTED STRAINS 

WITH CONTRAST EXCITABILITY OF THE NERVOUS SYSTEM
IN NORMAL AND STRESS CONDITIONS

I. B. Sivachenkoa, M. B. Pavlovab, A. I. Vaidob, N. V. Shiryaevab, S. S. Panteleeva, N. A. Dyuzhikovab, #, 
and O. A. Lyubashinaa

a Laboratory of cortico-visceral Physiology, Federal State Budgetary Institution of Science I.P. Pavlov 
Institute of Physiology of the RAS, Saint-Petersburg, Russia

b Laboratory of genetics of higher nervous activity, Federal State Budgetary Institution of Science I.P. Pavlov 
Institute of Physiology of the RAS, Saint-Petersburg, Russia

#е-mail: dyuzhikova@infran.ru

In intact and subjected to long-term emotional painful stress rats of two selectively bred strains with
either high (HT) or low (LT) threshold of nervous system excitability, the background and prefron-
tal cortex electrical stimulation-induced neuronal activity of the amygdaloid complex were studied
and the level of genome instability in its cells was determined by using γ-H2AX phospho Ser139 –
a protein marker of DNA double breaks. For the first time, the direct relationship between the basal
(background) impulse activity of the amygdala neurons and the level of their genome instability was
revealed, as well as the dependence of the basolateral amygdala neuronal reactions to infralimbic
cortex excitatory stimulation on the genetically determined nervous system excitability level was
disclosed. Under stress, in rats of the HT strain an increase in functional activity of the amygdala
was demonstrated in terms of the frequency of background firing in its neurons and the average
number and latency of impulses in their responses to cortical stimulation. Under the same condi-
tions, the LT rat strain exhibited more pronounced increase in the frequency of background neuro-
nal activity, which was accompanied by an increase in γ-H2AX phospho Ser139, as well as showed
significant decrease in the latency of amygdala neuron responses to cortical stimulation without
changes in the number of evoked impulses.

Keywords: neuronal activity, γ-H2AX phospho Ser139, DNA double strand breaks, amygdala,
stress, excitability, rats
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