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Функциональная дифференциация гиппокампа вдоль его продольной септотемпоральной
оси не вызывает сомнений, однако факторы, определяющие эту субрегиональную специ-
фичность, остаются предметом дискуссий. Известно, что градиент пространственной спе-
цифичности клеток места гиппокампа уменьшается вдоль его продольной оси от септаль-
ного полюса к темпоральной области. Такое различие в шкале пространственной репре-
зентации предполагает возможность разного вовлечения нейронов этих субрегионов в
процессы исследования и картирования территорий разного размера. Используя экспрес-
сию c-Fos в качестве маркера активации нейронов гиппокампа в новой среде, мы изучили
влияние исследования арен различного размера на активацию нейронов в септальных и
темпоральных субрегионах полей CA1, CA3 и зубчатой фасции (ЗФ) у мышей C57BL/6. Ре-
зультаты показали, что на интенсивность экспрессии влиял размер арены, при этом выяв-
лено взаимодействие факторов активации субрегиона и размера арены. Повышенная экс-
прессия c-Fos обнаружена только в темпоральной части гиппокампа, при этом значитель-
ное изменение активации отмечалось в поле CA3 и ЗФ у мышей, исследовавших арену
наибольшего размера. Экспрессия c-Fos в септальных субрегионах не различалась в аренах
разного размера. Однако при повторном тестировании животного в арене другого размера
дополнительно активировалась экспрессия в темпоральной части CA3 и в септальной ча-
сти ЗФ. Высокая активность нейронов темпорального субрегиона гиппокампа может
определяться не только размером исследуемой арены, но и повышенной неоднородностью
большого пространства по биологической значимости разных его областей.

Ключевые слова: гиппокамп, исследовательская активность, с-Fos-экспрессия, CA1, CA3,
зубчатая фасция, септотемпоральная ось, открытое поле
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время имеется множество

нейрофизиологических, морфологических,
молекулярно-генетических данных, свиде-
тельствующих о функциональной неодно-
родности субрегионов гиппокампа вдоль его
длинной оси от септального до темпорально-
го полюса [Nadel, 1968; Moser, Moser, 1998;
Bannerman et al., 2004; Fanselow, Dong, 2010;

Strange et al., 2014; Kesner, 2018; Chawla et al.,
2018 и др.]. Хотя сам факт наличия такой диф-
ференциации уже не вызывает сомнений,
факторы, определяющие функциональную
специфичность субрегионов, особенно менее
изученной темпоральной части гиппокампа,
остаются предметом дискуссий. Не ясна и
специфическая роль этой области в процес-
сах исследовательской активности и про-
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странственного картирования [O’Keefe, Na-
del, 1978]. В настоящее время получены важ-
ные сведения о субрегиональных различиях в
характеристиках пространственно-специфич-
ных клеток места гиппокампа крыс. От септаль-
ного к темпоральным субрегионам гиппокампа
увеличиваются размеры рецептивных полей
клеток места, пространство кодируется с раз-
ной степенью разрешения от высокой в сеп-
тальном субрегионе (дорзальном гиппокам-
пе) к низкой в темпоральной области (вен-
тральном гиппокампе) [Jung et al., 1994;
Kjelstrup et al., 2008; Royer et al., 2010]. Полу-
ченные факты позволяют предположить, что
разные субрегионы гиппокампа могут быть
по-разному вовлечены в процессы исследо-
вания среды разного размера, ее когнитивно-
го картирования и контроля. В частности,
предполагается, что крупномасштабная кар-
та может быть важна для навигации в природ-
ных условиях при передвижении животных
на больших индивидуальных участках кон-
тролируемой территории [Kjelstrup et al.,
2008].

При этом увеличение размера доступного
пространства может изменить его биологиче-
ски значимые характеристики. В частности,
при этом увеличивается открытое простран-
ство, удаленное от безопасных мест, что мо-
жет провоцировать тревожность. Контекстная
неоднородность, очевидно, потребует услож-
нения и исследовательского поведения, его
соответствия особенностям среды. Ранее по-
добные различия в исследовательском пове-
дении у мышей C57BL/6 были показаны на-
ми в экспериментах с использованием арен
открытого поля различного диаметра (35, 75,
150 и 220 см в диаметре). Размер арены по-
влиял на характер передвижения животных в
разных ее зонах, частоту посещений и харак-
теристики участков пути (сегментов), в боль-
ших аренах проявлялась повышенная тре-
вожность [Лебедев и др., 2012].

Известно, что темпоральный субрегион
гиппокампа (вентральный у грызунов) участ-
вует в процессах, связанных с тревожным по-
ведением и страхом [Bannerman et al., 2004;
Fanselow, Dong, 2010]. Существует мнение,
что более крупные поля активности клеток
места в вентральной части гиппокампа могут
быть эволюционно выгодными, позволяя за-
ранее, с большого расстояния, обнаружить
приближающуюся опасность [Strange et al.,
2014]. Можно предположить, что степень во-
влечения темпоральных субрегионов будет

увеличиваться с увеличением размера иссле-
дуемого пространства, однако как это увели-
чение пространства влияет на активность
нейронов септального субрегиона гиппокам-
па? Показано, что в аренах и на линейных
треках большого размера характеристики
активности клеток места дорзального гиппо-
кампа изменяются, появляются множествен-
ные поля разрядов [Fenton et al., 2008; Rich
et al., 2014]. Недавно с использованием оцен-
ки экспрессии раннего гена Arc в качестве
маркера клеточной активности было показано,
что исследование небольшой арены (61 × 61 см)
вызывало более выраженную активацию ней-
ронов в септальном, по сравнению темпо-
ральным, субрегионом гиппокампа [Chawla
et al., 2018]. Однако никто не проводил пря-
мого сравнения активации различных субре-
гионов гиппокампа у крыс или мышей, когда
они исследовали экспериментальные про-
странства разного размера.

Ранее, используя экспрессию c-Fos в каче-
стве маркера активации нейронов, мы показа-
ли, что исследование незнакомого радиального
лабиринта вызывает неоднородную активацию
полей гиппокампа вдоль септотемпоральной
оси у обыкновенных полевок [Купцов и др.,
2005] и мышей C57BL/6 [Купцов и др., 2012].
Наибольшее увеличение экспрессии по срав-
нению с ее интенсивностью у контрольных
животных (они передвигались в рукавах, от-
деленных от лабиринта) наблюдали в более
темпоральных частях гиппокампа, промежу-
точном и вентральном субрегионах. Повышен-
ная активация этой части СА1, по сравнению с
септальным ее субрегионом, была обнаружена
у мышей, исследовавших крупную арену от-
крытого поля (150 см в диаметре).

Целью настоящего исследования явилась
оценка влияния размера арены, которую об-
следовали мыши C57BL/6, на активацию
септального и темпорального субрегионов
гиппокампа. У разных групп мышей сравни-
вали экспрессию c-Fos в двух субрегиональ-
ных частях полей CA1, CA3 и зубчатой фас-
ции (ЗФ) как после обследования незнако-
мых арен разных размеров, так и после
повторного тестирования в той же арене, или
в другой, размер которой отличался. В по-
следнем случае оценивали эффект измене-
ния размера арены на активность нейронов
септального и темпорального субрегионов.
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В первом эксперименте мышей C57BL/6
(взрослые самцы), которые были случайным
образом разделены на 4 группы, тестировали
в течение 20 мин в одной из круглых арен от-
крытого поля разного диаметра (35, 75, 150
или 220 см; n = 7, n = 9, n = 9 и n = 9 соответ-
ственно). Пол арен был одинаковым, они
различались только диаметром и высотой
стенок, подробности см. [Лебедев и др., 2012].
Арену помещали под черный купол, чтобы
уменьшить влияние дистальных ориентиров,
которые животные могут видеть по-разному
из больших и маленьких арен. Пол арены
освещался лампой (40 Вт), закрепленной на
высоте 2 м, уровень освещенности составлял
5 лк. Траекторию движения мыши регистри-
ровали с помощью системы видеотрекинга,
дополнительно информация о поведении
животного вводилась с клавиатуры (EthoVi-
sion, Noldus). Для детального анализа поведе-
ния использовали дополнительные боковые
видеокамеры. Отмечали и вычисляли сум-
марные значения вертикальной активности
(исследовательские стойки) мышей, а также
продолжительность и частоту груминга.
Мышь выпускали из центра арены из неболь-
шой непрозрачной коробки, закрепленной
на длинной ручке. Между испытаниями пол
арены протирали водой и 50% раствором эта-
нола. После эксперимента мышь возвращали
в домашнюю клетку и через 60 мин декапити-
ровали. Мозг замораживали в парах жидкого
азота. Контрольные интактные мыши (n = 10)
были взяты из домашней клетки.

Иммуногистохимический анализ прово-
дили в соответствии с протоколом, приме-
ненным ранее [Купцов и др., 2005; Купцов и
др., 2012]. Анализ экспрессии проводили на
фронтальных срезах (20 мкм) замороженного
мозга. Экспрессию гена c-Fos определяли
иммуногистохимически, авидин-биотин-пе-
роксидазным методом. После окрашивания и
обработки срезов мозга изображения были
оцифрованы. Для анализа были выбраны два
уровня гиппокампа: септальный (в диапазоне
от –1.58 до –1.7 мм от брегмы) и темпораль-
ный (от –3.16 до –3.4 мм). Площадь полей
CA1, CA3 и ЗФ, количество c-Fos-экспресси-
рующих клеток и индекс плотности (отноше-
ние числа c-Fos-позитивных нейронов к пло-
щади структуры) были рассчитаны с исполь-
зованием программного пакета Image Pro v. 3.
Границы полей (срезы, окрашенные по Нис-

слю) определяли по атласу [Paxinos, Franklin,
2004].

Во втором эксперименте с двумя новыми
группами мышей (n = 10 в каждой группе) ис-
пользовали арены диаметром 75 и 220 см.
Тест проводили дважды с интервалом 24 ч. Во
второй раз мышей выпускали либо в ту же
арену, либо в незнакомую, которая была
больше или меньше, чем исходная. Осталь-
ные детали процедуры не отличались от экс-
перимента 1.

Различия групп оценивали стандартными
методами двухфакторного дисперсионного
анализа и с помощью критерия Стьюдента
(Statistica 8.0). Для оценки корреляций был
применен ранговый критерий Спирмена.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Эксперимент 1

Передвижение и обследование мышами
незнакомых арен привело к значительному
увеличению, по сравнению с контрольной
группой, экспрессии c-Fos во всех полях гип-
покампа и ЗФ на обоих уровнях септотемпо-
ральной оси (рис. 1). Однако размер арены зна-
чительно повлиял только на активацию темпо-
рального субрегиона гиппокампа мышей.

Двухфакторный дисперсионный анализ
(факторы “размер арены” и “уровень среза
гиппокампа”) выявил значительный эффект
размера арены в CA1 (F (3,70) = 7.5, p < 0.01),
CA3 (F (3,70) = 6.6, р < 0.01) и в ЗФ (F (3,70) =
= 17.3, р < 0.001). Влияние фактора “уровень
среза” также было обнаружено во всех трех
полях (CA1: F (1,70) = 188.0, p < 0.001; CA3: F
(1,70) = 16.4, p < 0.01; ЗФ: F (1,70) = 11.6), р <
< 0.01). Наибольшая активация CA1 отмече-
на в темпоральном субрегионе, а CA3 и ЗФ –
в септальной части. Значимое взаимодей-
ствие факторов (размер х уровень) было вы-
явлено для СА1 (F (3,1,10) = 9.5, р < 0.01) и
СА3 (F (3,1,10) = 7.4, р < 0.05). В темпораль-
ных субрегионах CA1, CA3 и ЗФ самая высо-
кая интенсивность экспрессии обнаружена у
мышей, которые исследовали большую арену
(рис. 1). Длина пути и число вертикальных
стоек у них превышали показатели других
групп. Это увеличение, как и в случае наших
предыдущих экспериментов [Лебедев и др.,
2012], было непропорционально “росту” диа-
метра и площади арены. Выявлена значи-
тельная корреляция между плотностью c-Fos
в темпоральной части ЗФ и скоростью пере-
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движения мышей, однако она была положи-
тельной для группы, исследовавшей самую
большую арену (диаметр 220 см, r = 0.7, p <
< 0.05), и отрицательной в группах арен сред-
него размера (150 см: r = –0.93, р < 0.05 и
75 см: r = –0.85, р < 0.05). Те же тенденции от-
мечены и для длины пути. Число стоек и

плотность c-Fos-позитивных клеток в сеп-
тальном СА3 были положительно скоррели-
рованы только у группы мышей из наиболь-
шей арены (0.93, р < 0.05). Корреляций между
значениями экспрессии c-Fos и показателя-
ми груминга или дефекации не обнаружено.

Эксперимент 2

Повторное исследование мышами арены
вызвало активацию гиппокампа, в значи-
тельной степени похожую на ту, что наблю-
дали в 1-м эксперименте (рис. 2). Влияние
размера арены обнаружено во всех трех полях
(CA1: F (1,28) = 44; CA3: F (1,28) = 26.6; ЗФ: F
(1,28) = 56.4, p < 0.001 для всех). Влияние фак-
тора “уровень” было значительным для CA1
(F (1,28) = 721.6, р < 0.001) и ЗФ (F (1,28) =
= 26.8, р < 0.001). Взаимодействие факторов
уровня гиппокампа и размера арены было
значимым для всех полей (CA1: F (1,1,28) =
= 25.8, p < 0.001; CA3: F (1,1,28) = 50.6, p <
< 0.001; ЗФ: F (1) 1,28) = 11.0, р < 0.01). Влия-
ние размера арены было выявлено только для
темпоральной области гиппокампа, а именно –
исследование большей арены сопровожда-
лось более интенсивной экспрессией c-Fos.

Повторное обследование мышами арены
вызвало изменение экспрессии в CA1 в соот-
ветствии с размером исследуемой во втором
тесте арены, независимо от того, была ли она
такая же, что и раньше, или отличалась по
размеру. Эффект предыдущего опыта был об-
наружен в темпоральной части CA3. Экс-
прессия была ниже (р < 0.05) в группе, кото-
рую повторно тестировали в большой арене,
чем в той, для которой большая арена была
новой. Кроме того, значительный эффект из-
менения арены был обнаружен для ЗФ (F
(1,28) = 31.9, р < 0.001). Повышенная плот-
ность c-Fos-позитивных клеток была отмече-
на в септальном субрегионе ЗФ у групп мы-
шей, которым изменяли размер арены, при-
чем как в случае обследования больших арен
после малых, так и малых после больших. По-
казано значительное взаимодействие факто-
ров “уровень” и “изменение арены” (F (1, 1,
28) = 13.8, р < 0.001). Повторное тестирование
в той же арене сопровождалось более низкой
экспрессией в септальной части ЗФ (p < 0.05)
по сравнению с интенсивностью экспрессии
c-Fos в гиппокампе групп мышей, которым
заменяли арену.

Влияние предыдущего опыта на поведение
мышей во втором тесте обнаружено только

Рис. 1. Плотность экспрессии с-Fos (средн.±ош.
ср.) в отделах гиппокампа мышей разных групп
в Эксперименте 1. 0 – контроль, домашняя
клетка. 1–4 – группы мышей после тестирова-
ния в аренах разного размера: 1 – диаметр арены
35 см, 2 – 75 см, 3 – 150 см, 4 – 220 см. Различия
групп достоверны при * р < 0.05 и ** р < 0.01.
Fig. 1. The density of c-Fos-expressing cells (mean
± S.E.M.) in the hippocampal subregions of mice of
different groups. Experiment 1. 0 – control, home
cage. 1–4 – groups of mice after testing in arenas of
different sizes: 1 – arena diameter 35 cm, 2 – 75 cm,
3 – 150 cm, 4 – 220 cm. The differences between the
groups were significant: * p < 0.05 and ** p < 0.01.
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по числу стоек. Их было меньше на большой
арене, если она заменяла малую арену, по
сравнению с повторным тестированием на
той же большой арене (р < 0.05). При исполь-
зовании одной и той же малой арены наблю-
дали меньшее число стоек по сравнению с
группой, где первый тест проводили на боль-
шой арене.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Таким образом, показано, что исследова-

ние даже самой маленькой арены вызывает
значительное увеличение, по сравнению с
контрольными мышами из домашней клет-
ки, экспрессии с-Fos как в септальных, так и
в темпоральных субрегионах гиппокампа.
Причем не было обнаружено влияния разме-
ра арены в диапазоне диаметров от 35 до
150 см на активацию нейронов в разных суб-
регионах. В этих случаях активность нейро-
нов в темпоральных частях CA3 и ЗФ была
меньше, чем в их септальных отделах, что
совпадает с данными других авторов ([Chawla
et al., 2018], но не для CA1). Однако обследо-
вание мышами самой большой (220 см) аре-
ны значительно увеличило активацию ней-
ронов во всех темпоральных частях полей,
особенно в поле CA3 и ЗФ. Эффект проявил-
ся и после второго обследования мышью той
же арены. Необходимо отметить, что ее пло-

щадь более чем в два раза превышала пло-
щадь другой арены диаметром 150 см (3.8 м2 и
1.77 м2), где такой высокой экспрессии с-Fos
не наблюдали. Возможно, существует критиче-
ский размерный порог, после которого изме-
няются механизмы картирования и управления
движением животных. Можно предположить,
что расширение открытого пространства, уве-
личение размера потенциально опасной зо-
ны требует более высокой скорости движе-
ния, большего контроля мозга за передвиже-
нием животных, модуляции сегментов пути
по скорости, длине, ускорению в соответ-
ствии с особенностями среды. Положитель-
ная корреляция скорости и активации нейро-
нов темпорального субрегиона отмечена в
группе мышей, тестированных в самой боль-
шой арене. К сожалению, существует недо-
статочно данных о функциональных разли-
чиях активности субрегионов септотемпо-
ральной оси гиппокампа в экспериментах,
когда грызуны передвигаются с разными ско-
ростями, и эти исследования были выполнены
с использованием небольшого аппарата [Maur-
er et al., 2005; Hinman et al., 2011].

Причины значительной активации темпо-
ральных субрегионов после исследования
мышами самой большой арены остаются не-
ясны. Это может быть связано и со специфи-
ческим крупномасштабным картированием

Рис. 2. Плотность экспрессии с-Fos в отделах гиппокампа мышей разных групп после повторного тести-
рования в арене того же или другого размера (Эксперимент 2). 1 – контрольная группа, 2 – повторный тест
в арене диаметром 75 см, 3 – тест в арене 75 см после арены 220 см, 4 – повторное тестирование в арене
220 см, 5 – тест в арене 220 см после арены 75 см. # – различия групп с повторным тестированием в той же
арене и со сменой арены, р < 0.05.
Fig. 2. The density of c-Fos-expressing cells (mean.±S.E.M) in the hippocampal subregions of mice of different
groups after repeated testing in the arena of the same or different size. Experiment 2. 1 – control group, 2 – retesting
in the arena of 75 cm diameter, 3 – testing in arena 75 cm after the arena 220 cm, 4 – retesting in the arena 220 cm,
5 – testing in arena 220 cm after the arena 75 cm. # – differences between groups with retesting in the same arena
and with arena change, p < 0.05.
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[Kjelstrup et al., 2008; Royer et al., 2010], и с
усилением контроля поведения через связи
темпорального субрегиона гиппокампа с пре-
фронтальной корой и подкорковыми структу-
рами, вовлеченными в процессы, связанные с
тревожностью и страхом [Bast, 2007; Adhikari
et al., 2010].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В проведенном нами исследовании были

обнаружены субрегионы, которые реагируют
на изменение размера арены независимо от
направления этих изменений, т.е. на новизну
ситуации (септальная часть ЗФ и темпораль-
ная часть CA3). Эти данные совпадают с
наблюдениями об экспрессии c-Fos в нейро-
нах мозга в связи с новизной [Анохин, Суда-
ков, 1993] и о повышенной чувствительности
нейронов ЗФ на новизну [Bernstein et al.,
2019]. Кроме того, они подтверждают важную
роль поля СА3 как компаратора [Виногра-
дова, 1975; Vinogradova, 2001] в процессах
сравнения размеров доступного простран-
ства и детекции новизны пространственных
характеристик. В целом эта специфика реа-
гирования ЗФ и поля СА3 согласуется с пред-
ставлениями об их роли в поддержке меха-
низмов разделения паттернов (“pattern sepa-
ration”) [Knierim, Neunuebel, 2016; Kesner,
2018; GoodSmith et al., 2019].

Полученные результаты дают новую ин-
формацию о функциональной специфично-
сти малоизученной темпоральной части гип-
покампа. Важность исследований в этом
субрегионе подтверждается клиническими
данными, показывающими его высокую уяз-
вимость при таких заболеваниях человека,
как височная эпилепсия, шизофрения и дру-
гие заболевания [Strange et al., 2014].

Авторы благодарны И.В. Лебедеву за по-
мощь в проведении экспериментов.

Работа поддержана грантами РНФ 20-15-
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THE SIZE OF SPACE FOR EXPLORATION DIFFERENTLY AFFECTS
THE ACTIVITY OF DIFFERENT SUBREGIONS OF THE HIPPOCAMPUS 

ALONG ITS SEPTOTEMPORAL AXIS

P. A. Kuptsova, M. G. Pleskachevaa,#, and K. V. Anokhinb,c
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#e-mail: mpleskacheva@yandex.ru

The functional differentiation of the hippocampus along the longitudinal axis is firmly established,
but the factors of this subregional specificity remain debatable. The spatial scale (the size of hippo-
campal place fields) has been shown to increase along the longitudinal axis from septal to temporal
subregions. This difference in the scale of spatial representation suggests the possibility of differen-
tial involvement of neurons from these hippocampal subregions in the processes of exploratory ac-
tivity and mapping and in different size spaces. Using c-Fos expression as a marker of neuronal ac-
tivation we studied the effect exploration of various spaces (arenas of different size) on activity of
the septal and temporal subregions of CA1, CA3 subfields and dentate gyrus (DG) in C57BL/6
mice. The intensity of c-Fos expression was influenced by the size of the arena; our results revealed
the interaction of factors of activation of the subregion and the size of the arena. Increased expres-
sion was found only in the temporal part of the hippocampus, a significant change in activation was
revealed in CA3 and DG in mice that explored the largest arena. Expression of c-Fos in septal sub-
regions did not differ in arenas of different sizes. However, a repeated testing of mice in arena of an-
other size additionally activated expression in the septal DG and temporal CA3. High neuronal ac-
tivation in the temporal subregion could be determined not only by the size of the arena, but also by
more heterogeneous motivational context of explored space.

Keywords: hippocampus, exploratory activity, c-Fos expression, CA1, CA3, dentate gyrus, septo-
temporal axis, open field
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