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Изучение механизмов болевых ощущений ве�
дется в течение многих десятилетий специалиста�
ми различного профиля, исследования которых
свидетельствуют, что болевая чувствительность
обеспечивается несколькими типами ноцицепто�
ров – механо�молчащими, полимодальными,
специфическими тепловыми, холодовыми. Пе�
ред нейробиологами стоит задача выявления спе�
цифичности восприятия болевых ощущений,
сущность которых может быть сведена к раскры�
тию ионных каналов из семейства TRP�каналов
(ТРП, транзиторный рецепторный потенциал).
Наиболее известными представителями этой
группы являются TRPV1 (ваниллоидные), чув�
ствительные к капсаицину, теплу и низкому зна�
чению рН. 

Установлено, что рецепторы капсаицина лока�
лизуются в С�волокнах и их ветвлениях, образо�
ванных нейронами чувствительных узлов, сигна�
лизирующих о боли (Piper et al., 2000; Ma, 2002).
Активация капсаицин�чувствительных термина�
лей заключается в повышении проводимости не�
селективных катионных каналов (Szolcsamyi,
2004; Bucelli et al., 2008; Спиридонов и др., 2010),
что приводит к усилению выделения вещества Р
(substance P) и кальцитонин ген родственного
пептида (calcitonin gene�related peptide). 

Настоящее исследование имеет цель выявить
возрастные изменения характеристик нейронов,
содержащих кальцитонин ген�родственный пеп�

тид в чувствительных узлах блуждающего и спин�
номозгового нервов на фоне дефицита афферен�
тации , вызванной капсаицином.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Исследование проведено на 70 белых крысах�
самках линии Вистар в возрасте 3, 10, 20, 30, 60, 90
и 180 суток после рождения с соблюдением “Пра�
вил проведения работ с использованием экспери�
ментальных животных” (приказ № 775 от
12.08.1977 г. МЗ СССР). Животные были разделе�
ны на две группы: контрольная (n = 35), опытная
(n = 35). В опытной группе на вторые сутки жизни
крыс моделировали деафферентацию путем од�
нократного подкожного введения капсаицина
(N�vanillylonanamide, Sigma) 150 мг/кг в растворе,
состоящем из 1 части 96% этилового спирта, 1 ча�
сти Твин�80, 8 частей 0.9% раствора NaCl. Мор�
фометрические характеристики нейронов, содер�
жащих кальцитонин ген родственный пептид
(КГРП) изучали в каудальном узле (нижний узел)
блуждающего нерва (КУБН) и в чувствительном
узле второго грудного спинномозгового нерва
(ЧУГН). Эвтаназию животных осуществляли под
уретановым наркозом (3 г/кг, внутрибрюшинно)
путем транскардиальной перфузии физиологиче�
ского раствора с гепарином (5 Ед/л), затем 4%
раствора параформальдегда на 0.1 М фосфатном
буфере. Выделенные узлы фиксировали в течение
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2 часов в предыдущей смеси, после чего промыва�
ли трехкратно в физиологическом растворе на
фосфатном буфере (PBS) в течение 30 минут и
оставляли в 30% растворе сахарозы на 24 часа. Из
фиксированного материала на криостате готови�
ли срезы толщиной 20 мкм. 

Выявление нейронов, содержащих КГРП,
проводили при помощи меченых кроличьих ан�
тител Абкам (Abcam, Великобритания, разведе�
ние 1 : 1000), по методике описанной ранее
(Masliukov et al., 2004; Маслюков и др., 2009).
Вторичные антитела были конъюгированы с
флюорохромом FITС (Jackson, США), дающим
зеленую флюоресценцию. Иммуногистохимиче�
скую окраску срезов проводили одновременно в
контрольной и опытной группах. Для расчета
процента иммунореактивных нейронов кроме
меток к КГРП, производили мечение всей ней�
ронной популяции при помощи флюорохрома
Neuro Trace (Molecular Probes, США) с красной
флюоресценцией. 

Анализ препаратов проводили на флюорес�
центном микроскопе ЛОМО Микмед 2, вари�
ант 12 (Россия, Санкт�Петербург) с соответству�
ющим набором светофильтров и CCD камеры
ScopeTec MDC320 (Китай). На цифровых изобра�
жениях гистологических препаратов узлов при
увеличении ×200 по программе Image J (NIH,
США) определяли площадь сечения нервных кле�
ток с помощью квадратно�сетчатой вставки и про�
водили подсчет клеток на площади квадрата
100 мкм2. Долю иммунореактивных нейронов
определяли как их отношение к общему числу
нейронов, которое принимали за 100%. Для харак�
теристики нейронов узлов по площади сечения ис�
пользовали 5 размерных классов: до 300 мкм2

(очень малые), 301–600 мкм2 (малые), 601–
900 мкм2 (средние), 901–1200 мкм2 (крупные),
1201–1500 мкм2 (очень крупные). Анализу подле�
жали нервные клетки, срез которых прошел через

ядро с ядрышком, флюоресценция превышала
фоновое свечение среза. Статистический анализ
включал определение средней арифметической и
ее стандартной ошибки. О значимости различий
судили по величине t�критерия Стьюдента и счи�
тали их достоверными при Р < 0.05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В контрольной группе животных в обоих чув�
ствительных узлах выявлялись КГРП�иммуноре�
активные нейроны во всех исследуемых возрастах
крысы (рис. 1). При этом большинство КГРП�
иммунореактивных нейронов на срезе узлов было
представлено клетками малых и средних разме�
ров, выявлялись единичные клетки крупного раз�
мера. Вся популяция КГРП�содержащих нейро�
нов имела зеленую флюоресценцию, интенсив�
ность которой менялась с возрастом животного.
Так, в 3� и 10�дневных возрастах крысы нейро�
плазма КГРП�иммунореактивных нейронов об�
ладала ярким изумрудным свечением, в последу�
ющих возрастах интенсивность люминесценции
уменьшилась до зеленого цвета. По распределе�
нию продукта реакции в цитоплазме клетки, всю
популяцию КГРП�позитивных нейронов можно
разделить на две субпопуляции клеток: меньшую,
представленную нейроны малых размеров с диф�
фузной интенсивной флюоресценцией; боль�
шую, состоящую из нейронов, в цитоплазме ко�
торых флюоресценцией обладали гранулы в виде
зернистых включений. Во всех возрастах крыс на
срезе обоих узлов отчетливо выявлялись флюо�
ресцирующие волокна. 

Подсчет нейронов показал (табл. 1), что коли�
чество КГРП�иммунореактивных нейронов в
КУБН в 3�дневном возрасте было максималь�
ным. Относительное содержание позитивных
нейронов в узле в 10�дневном возрасте снизилось
в 1.4 раза и в 20�дневном возрасте – в 2.7 раза по
сравнению с 3�дневным возрастом крысы. В по�

Таблица 1. Относительное содержание КГРП�иммунореактивных нейронов в контроле и при химической деаф�
ферентации капсаицином (х ± sх)

Возраст (сутки)
КУБН ЧУГН

контроль опыт контроль опыт

3 20.0 ± 1.42 15.4 ± 1.48** 12.8 ± 0.62 10.5 ± 1.59**

10 14.6 ± 1.34* – 29.2 ± 1.48* 9.6 ± 0.84**

20 7.3 ± 1.29* – 27.3 ± 1.75* 7.5 ± 0.17*, **

30 6.4 ± 1.18* – 27.9 ± 1.63* 8.5 ± 0.31**

60 7.0 ± 1.22* – 27.6 ± 1.36* 7.2 ± 0.24*, **

90 6.6 ± 1.20* – 26.3 ± 1.45* 7.6 ± 0.22*, **

180 7.1 ± 1.17* – 27.2 ± 1.64* 7.4 ± 0.16*, **

* p < 0.05, различия достоверны по сравнению с 3�суточным крысенком;
** p < 0.05, различия достоверны по сравнению с контрольной группой.
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следующих возрастах до конца наблюдения коли�
чество позитивных нейронов значимо не меня�
лось. Количество КГРП�иммунореактивных ней�
ронов в ЧУГН в 3�дневном возрасте было
минимальным, в 10�дневном возрасте увеличи�
лось в 2.1 раза по отношению к 3�дневному возрас�
ту, незначительно снизилось в 20�дневном воз�
расте и оставалось, не меняясь, до шести месяцев
жизни. 

Т.о., количественный состав популяции КГРП�
иммунореактивных нейронов являлся различным
для исследуемых чувствительных узлов, но стано�
вился стабильным с 20�дневного возраста и сохра�
нялся до 180�дневного возраста крысы. 

После введения капсаицина в опытной группе
животных выявлялись КГРП�иммунореактивные
нейроны только в 3�дневном возрасте крысы в
КУБН и во всех исследуемых возрастах крысы в
ЧУГН (табл. 1). Возрастная динамика количества
КГРП�иммунореактивных нейронов в ЧУГН в
опытной группе характеризовалась значимым
снижением числа иммунопозитивных нейронов в
20�дневном возрасте по отношению к 3�дневному
возрасту. В последующем, до конца исследова�
ния, количество КГРП�иммунореактивных ней�
ронов в ЧУГН в опытной группе практически не
менялось. Однако существенным являлось выра�
женное снижение по сравнению с контролем чис�
ла КГРП�иммунореактивных нейронов в ЧУГН
во всех возрастных группах. Так, после введения
капсаицина, в 3�дневном возрасте крысы количе�
ство позитивных нейронов в ЧУГН было меньше,
чем в контроле в 1.2 раза, а в последующих воз�
растах – в 3–3.8 раза по сравнению с аналогичны�
ми возрастами контрольной группы. В КУБН в
3�дневном возрасте содержание позитивных ней�
ронов в опыте было меньше в 1.3 раза по сравне�
нию с контролем. В последующих возрастах ней�
роны, содержащие КГРП, в КУБН не выявлены.
Характер флюоресценции в условиях опыта не
изменился: сохранились клетки, как с гомоген�

ным интенсивным свечением, так и с грануляр�
ностью, сохраняли флюоресценцию и волокна. 

Т.о., в условиях проводимой химической деаф�
ферентации происходило уменьшение популя�
ции КГРП�иммунореакивных нейронов в 3�днев�
ном возрасте крысы на 23% в КУБН и на 20% в
ЧУГН, в последующих возрастах – на 67–73% в
ЧУГН и отсутствии позитивных нейронов в
КУБН. 

В контрольной группе животных средняя пло�
щадь сечения КГРП�иммунореактивных нейро�
нов в обоих узлах в течение всего периода наблю�
дения увеличилась с возрастом крысы в 1.7 раза
(табл. 2). В КУБН с 3�дневного возраста средняя
площадь сечения позитивных нейронов прогрес�
сивно возрастала и достигла максимальных зна�
чений в 30 дневном возрасте крысы, с последую�
щим постепенным снижением к концу наблюде�
ния. В ЧУГН возрастные изменения средней
площади сечения позитивных клеток имели иной
характер. Так, с 3�дневного возраста показатель
снижался и достиг минимальных значений в
10�дневном возрасте, после чего прогрессивно по�
вышался до максимальных значений в 180�днев�
ном возрасте крысы. 

Анализ клеточного состава КГРП�иммуноре�
активных нейронов контрольной группы живот�
ных показал, что в КУБН в 3�дневном возрасте
позитивные нейроны принадлежали только двум
размерным классам: очень малые и малые клетки
(табл. 3). В 10� и 20�дневных возрастах в КУБН
присутствовали позитивные нейроны уже четы�
рех размерных групп, при этом большую часть
популяции составляли нейроны малых размеров.
С 30� и до 90�дневного возраста спектр групп рас�
ширился до всех пяти классов, популяция
КГРП�иммунореактивных нейронов по размерам
приобрела максимальную гетерогенность. В этот
временной интервал большая часть КГРП�ииму�
нореактивных нейронов приходилась на клетки
малых и средних размеров, меньшая часть – на

Таблица 2. Средняя площадь сечения КГРП�иммунореактивных нейронов в контроле и при химической деаф�
ферентации капсаицином (х ± sх, мкм2)

Возраст (сутки)
КУБН ЧУГН

контроль опыт контроль опыт

3 349.2 ± 15.02 320.9 ± 14.67 321.6 ± 12.73 312.7 ± 13.85

10 419.5 ± 14.62* – 303.8 ± 9.39 287.8 ± 12.20*

20 501.1 ± 43.78* – 356.4 ± 12.33* 264.7 ± 12.09*

30 657.4 ± 34.15* – 373.8 ± 18.74* 290.3 ± 12.35*, **

60 629.1 ± 15.73* – 401.2 ± 14.12* 322.5 ± 9.17**

90 623.3 ± 33.97* – 462.7 ± 23.09* 348.6 ± 22.42**

180 613.3 ± 16.97* – 534.3 ± 25.98* 591.5 ± 23.37*, **

* p < 0.05, различия достоверны по сравнению с 3�суточным крысенком;
** p < 0.05, различия достоверны по сравнению с контрольной группой.
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Рис. 1. КГРП�иммунореактивные нейроны каудального узла блуждающего нерва (а, в) и чувствительного узла грудно�
го нерва (б, г) в 10 дневном возрасте крысы: а, б – контроль; в, г – опыт. Об. 20, ок. 7.
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Рис. 1. Продолжение. 
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клетки очень малых и очень крупных размеров. В
180�дневном возрасте крысы в КУБН не выявля�
лись нейроны очень крупных размеров, более по�
ловины КГРП�иммунопозитивных нейронов бы�
ло представлено клетками малых размеров, мень�
шую часть составляли клетки средних размеров и
одинаково незначительную – клетки, как очень
малых, так и крупных размеров. Как видно, уве�
личение средней площади сечения позитивных
нейронов в КУБН к 30�дневному возрасту отра�
жает разнородность этих нейронов по мерным
параметрам, которая сохраняется до трех месяч�
ного возраста крысы.

В ЧУГН также в 3�дневном возрасте КГРП�им�
мунореактивные нейроны имели очень малые и
малые размеры (табл. 4). В 10�, 20� и 30�дневных
возрастах размерное распределение сохранилось:
практически вся популяция имела очень малые и
малые размеры. Процент нейронов средних раз�
меров нарастал с возрастом крысы. В 60�дневном
возрасте добавились крупные нейроны, которых
в 90� и 180�дневных возрастах становилось значи�
мо больше. В эти же возраста появились единич�
ные нейроны очень крупных размеров. 

Общим в распределении позитивных нейро�
нов по размерным группам в двух, трех и шести
месячных возрастах явилось значительное при�
сутствие клеток малых размеров (более 50%).
Прогрессивное увеличение средней площади се�
чения КГРП�иммунореактивных нейронов свя�
зано с появлением в этой группе клеток всех пяти
размерных классов. Однако большую часть имму�
нопозитивной популяции во всех возрастных

группах составляли нейроны малых размеров (ис�
ключение – 10�дневный возраст). 

В опытной группе животных средняя площадь
сечения КГРП�иммунореактивных нейронов в
3�дневном возрасте существенно не отличалась
от контрольных значений в обоих чувствитель�
ных узлах (табл. 2). 

В ЧУГН возрастное изменение средней пло�
щади сечения позитивных нейронов после введе�
ния капсаицина имело иную динамику: с 3�днев�
ного возраста значения показателя постепенно
уменьшались, достигая минимума в 30�дневном
возрасте, после чего прогрессивно увеличивались,
достигая максимума в 180�дневном возрасте. 

Анализ средней площади сечения позитивных
нейронов ЧУГН в опытной группе показал: в те�
чение трех месяцев жизни крысы средняя пло�
щадь сечения нейронов имела меньшие размеры
по сравнению с таковыми контрольной группы
наблюдения, в 180�дневном возрасте этот показа�
тель в опыте превышал контрольные значения. В
целом в условиях дефицита афферентации сред�
няя площадь сечения КГРП�иммунореактивных
нейронов в ЧУГН увеличилась в 1.9 раза.

После введения капсаицина анализ клеточного
состава показал, что в ЧУГН в 3�, 10�, 20� и
30�дневных возрастах более половины КГРП�им�
мунореактивных нейронов имели очень малые
размеры (табл. 4). В 60� и 90�дневных возрастах в
группе позитивных нейронов появилось незначи�
тельное количество (менее 10%) клеток средних
размеров. В 180�дневном возрасте характер рас�
пределения изменился, что проявилось в отсут�

Таблица 3. Размерные классы КГРП�иммунореактивных нейронов КУБН в контроле и при химической деаффе�
рентации капсаицином

Возраст Группа До 300 301–600 601–900 901–1200 Более 1200

T
3

Контроль 52.8 ± 1.07 47.2 ± 0.93

Опыт 55.4 ± 0.86 44.6 ± 0.86

10
Контроль 17.9 ± 0.89 72.6 ± 1.03 7.4 ± 0.80 2.1 ± 0.58

Опыт – – – –

20
Контроль 11.5 ± 0.51 57.7 ± 1.07 28.9 ± 0.58 1.9 ± 0.45

Опыт – – – –

30
Контроль 6.1 ± 0.58 34.7 ± 0.93 44.9 ± 1.07 10.2 ± 0.66 4.1 ± 0.55

Опыт – – – – –

60
Контроль 4.5 ± 0.53 50.0 ± 1.12 35.9 ± 0.95 5.6 ± 0.86 4.0 ± 0.36

Опыт – – – – –

90
Контроль 4.4 ± 0.51 52.1 ± 1.16 34.8 ± 0.80 4.4 ± 0.68 4.3 ± 0.40

Опыт – – – – –

180
Контроль 8.0 ± 0.71 68.0 ± 1.41 16.0 ± 0.55 8.0 ± 0.32

Т – – – –
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ствии в популяции клеток очень малых размеров:
большая часть выявленных нервных клеток при�
ходилась на малые и средние нейроны. Как вид�
но, проведенная химическая деафферентация из�
менила распределение размерных групп в ЧУГН:
в отличие от контроля в течение первого месяца
постнатальной жизни в популяции отсутствовали
нейроны средних размеров, в течение второго и
третьего месяцев не встречались нейроны круп�
ных размеров, а в шести месячном возрасте кры�
сы не было как очень малых, так и очень крупных
клеток. 

ОБСУЖДЕНИЕ ПОЛУЧЕННЫХ ДАННЫХ
Результаты проведенного исследования пока�

зали, что лишь небольшая часть нейронов ка�
удального узла блуждающего нерва (6.4–20.0%) и
чувствительного узла грудного нерва (12.8–
29.2%) содержала кальцитонин ген родственный
пептид. Тем не менее, с возрастом процент
КГРП�иммунореактивных нейронов в КУБН и
ЧУГН менялся разнонаправлено. Так, до 20�днев�
ного возраста в КУБН количества КГРП�иммуно�
реактивных нейронов уменьшалось, тогда как в
ЧУГН, увеличивалось. Затем их число составило
около 10% в КУБН и около 27% в ЧУГН и сохраня�
лось до шести месяцев жизни крысы. Эти цифры
близки к исследованиям, полученным на взрослых
животных (Poyner et al., 2002; Yasuchika et al., 2005).
Общим для обоих узлов явилось то, что с 20�днев�
ного возраста количественный состав популяции
КГРП�иммунореактивных нейронов не менялся
вплоть до 6 месяца жизни крысы. При этом имму�

нопозитивностью обладала не только нейроплаз�
ма, но и и волокна нейронов, что совпадает с дан�
ными других исследований (Xu et al., 2005; Price
et al., 2007). Популяция КГРП�иммунореактив�
ных нейронов являлась гетерогенной по размер�
ным характеристикам и содержала у взрослых
крыс клетки всех размерных классов (от очень ма�
лых до очень крупных), однако большая часть этой
популяции (более 50%) приходилась на клетки ма�
лых размеров, что являлось характерным для обо�
их узлов (Poyner et al., 2002; Xu et al., 2005; Price
et al., 2007). При этом нейроны КУБН имели боль�
шую площадь сечения, чем нейроны ЧУГН, что
согласуется с данными о нейронном составе узлов
(Yasuchika et al., 2005; Bucelli et al., 2008). 

Анализ ряда исследований показал, что после
введения капсаицина в чувствительных узлах
происходит массовая гибель нейроцитов незави�
симо от их размеров (Torsney et al., 2000), либо по�
гибает только популяция нейроцитов мелких раз�
меров, которые являются чувствительными к
капсаицину (Piper et al., 2000; Ma, 2002). Прове�
денное исследование показало, что после хими�
ческой деафферентации капсаицином в каудаль�
ном узле блуждающего нерва КГРП�иммуноре�
активные нейроны не выявлены, а в чувст�
вительном узле грудного спинномозгового нерва
уменьшилась доля популяции нейронов уже в
3�дневном возрасте крысы на 20%, а в последую�
щих возрастах – на 70%. При этом в сохранив�
шихся позитивных нейронах преобладала грану�
лярность в нейроплазме. Популяция выявляемых
при капсаициновой деафферентации КГРП�им�

Таблица 4. Размерные классы КГРП�иммунореактивных нейронов ЧУГН  в контроле и при химической деаф�
ферентации капсаицином

Возраст Группа До 300 301–600 601–900 901–1200 Более 1200

3
Контроль 44.8 ± 1.36 55.2 ± 0.71

Опыт 53.7 ± 0.93 46.3 ± 0.86

10
Контроль 58.0 ± 0.86 40.6 ± 1.03 1.4 ± 0.37

Опыт 55.5 ± 0.71 44.5 ± 0.71 –

20
Контроль 44.0 ± 1.08 54.0 ± 0.86 2.0 ± 0.51

Опыт 57.7 ± 0.66 42.3 ± 0.75 –

30
Контроль 40.0 ± 1.02 52.0 ± 0.93 8.0 ± 1.02

Опыт 59.2 ± 0.66 40.8 ± 0.81 –

60
Контроль 30.0 ± 1.03 55.4 ± 0.66 9.3 ± 1.02 5.3 ± 0.66

Опыт 52.1 ± 1.17 43.9 ± 0.66 4.0 ± 0.66 –

90
Контроль 16.5 ± 0.66 57.8 ± 1.23 8.2 ± 1.02 15.3 ± 0.66 2.2 ± 0.51

Опыт 41.4 ± 1.17 51.0 ± 1.48 7.6 ± 0.63 – –

180
Контроль 14.7 ± 0.66 61.8 ± 1.17 5.9 ± 0.63 14.7 ± 0.66 2.9 ± 0.63

Опыт – 50.0 ± 1.11 37.5 ± 0.95 12.5 ± 0.58 –
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мунореактивных нейронов по размерным пара�
метрам являлась более однородной: большая
часть этих нейронов до двух месячного возраста
была представлена клетками очень малых разме�
ров, а в трех и шести месячном возрасте – клетка�
ми малых размеров, т.е. средняя площадь сечения
нейронов после введения капсаицина была ниже
контрольных значений. 

Таким образом, результаты настоящей работы
свидетельствуют, что КГРП�иммунореактивные
нейроны каудального и спинномозгового узлов
обладают различными функциональными свой�
ствами и в частности чувствительностью к капса�
ицину. Полученные данные расширяют представ�
ления о ноцицептивных механизмах и, в частно�
сти, о возрастных изменениях систем восприятия
и проведения боли. 

Работа поддержана грантами президента РФ
для поддержки молодых ученых; ФЦП “Научные и
научно$педагогические кадры инновационной Рос$
сии” на 2009–2013 годы.
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Age5Related Changes in Sensory Neurons Containing Calcitonin Gene5Related Peptide 
under Conditions of Afferentation Deficit in Rats

 V. V. Porseva, A. A. Strelkov, V. V. Shilkin, and P. M. Maslyukov
Yaroslavl State Medical Academy, Ministry of Health and Social Development of the Russian Federation, 

ul. Revolyutsionnaya 5, Yaroslavl, 150000 Russia
e$mail: vvporseva@mail.ru

Abstract—Morphological features of calcitonin gene�related peptide (CGRP)�immunoreactive neurons
were studied in the sensory ganglia of the vagus and thoracic nerves in 3�, 10�, 20�, 30�, 60�, 90�, and
120�day�old rats under conditions of chemically�induced deafferentation. We found that, in rats, CGRP�
containing neurons appeared in both ganglia immediately after they were born and their number decreased
with aging. Most of CGRP�immunoreactive neurons were small in size, i.e., up to 600 µm2. Administration
of capsaicin modified age�related changes in the number of CGRP�immunopositive neurons. In the thoracic
nerve ganglion, the mean square of these cells and their number substantially decreased, whereas, in the vagus
nerve ganglion, positive cells were not observed.

Keywords: neuron, caudal ganglion, dorsal root ganglion, calcitonin gen�related peptide, capsaicin, ontoge�
ny, rat.
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