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ЭКСПРЕССИЯ БЕЛКА С-FOS В НЕЙРОНАХ КОРЫ МОЗЖЕЧКА КРЫС  
ПРИ ХОЛЕСТАЗЕ

Аннотация. Холестаз (нарушение оттока желчи из печени в двенадцатиперстную кишку) является частым 
осложнением желчекаменной болезни и другой патологии гепатобилиарной системы. При этом нарушаются все 
виды обмена веществ и поражаются все органы и системы организма, включая нервную. 

Цель исследования – установить изменения иммунореактивности белка с-fos в нейронах мозжечка крыс в раз
личные сроки после моделирования подпеченочного холестаза.

В работе использован материал от 60 беспородных белых крыс-самцов массой 200–250 г. Опытным животным 
проводили перевязку общего желчного протока, контрольным – ложную операцию с сохранением физиологического 
тока желчи в двенадцатиперстную кишку на протяжении всего эксперимента.

Установлено, что подпеченочный холестаз у крыс на 2–20-е сутки после перевязки общего желчного протока 
сопровождается возрастанием в коре мозжечка числа нейронов с повышенной с-fos-иммунореактивностью (пик 
наблюдается на 10-е сутки опыта). У выживших животных после устранения холестаза в отдаленные сроки опыта 
(45–90-е сутки) количество нейронов с повышенной с-fos-иммунореактивностью, а также экспрессия этого белка  
в нейронах нормализуются.
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EXPRESSION OF PROTEIN C-FOS IN CEREBELLUM NEURONS OF RATS AT CHOLESTASIS

Abstract. Cholestasis (disturbance of the liver bile outflow into the duodenum) is a frequent complication of cholelithia-
sis and other pathologies of the hepatobiliary system. In this case, all metabolism types are disturbances and all body organs 
and systems, including the nervous system, are affected. 

The objective of the study was to establish changes in the c-fos immunoreactivity in the cerebellum neurons of rats at 
different time after modeling subhepatic cholestasis. 

In this work, we used a material of 60 white male rats 200–250 g in weight. In experimental animals, the ligation of the 
common bile duct was carried out, in control animals – a false operation while maintaining a physiological bile flow in the 
duodenum throughout the experiment.

Subhepatic cholestasis in rats is accompanied by an increase in the cortex cerebellum on the 2–20th days after the liga-
tion of the common bile duct of the number of neurons with the increased c-fos-immunoreactivity, with the maximum one on 
the 10th day of the experiment. In surviving animals, after the removal of cholestasis in the long term (45–90 days), the num-
ber of neurons with the increased c-fos immunoreactivity, as well as the expression of this protein in neurons is normalized.
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Введение. Холестаз (нарушение оттока желчи из печени в двенадцатиперстную кишку) 
является частым осложнением желчекаменной болезни и другой патологии гепатобилиарной 
системы. Он приводит к нарушениям переваривания и всасывания в кишечнике (особенно жи
ров) и накоплению компонентов желчи в крови (билирубин, холестерин, желчные кислоты). При 
этом нарушаются все виды обмена веществ и поражаются все органы и системы организма, 
включая нервную [1, 2]. У пациентов и животных с холестазом развиваются нервно-психические 
и поведенческие нарушения [3, 4]. В предыдущих исследованиях нами выявлены вполне зако
номерные глубокие при экспериментальном подпеченочном холестазе гистологические, гистохи
мические и ультраструктурные изменения в нейронах коры головного мозга, мозжечка и гиста
минергических нейронах гипоталамуса крыс, приводящие к их повреждению и гибели [1, 5–7]. 
Представляет большой интерес изучение при этом молекулярных нейромаркеров, которые могут 
быть связаны с выявленными морфофункциональными нарушениями. Среди них особое вни
мание привлекает белок с-fos, экспрессия которого отражает активацию гена c-fos, который от-
носится к группе генов немедленного раннего ответа нейронов, которые транскрипционно регу-
лируют гены, контролирующие выживание, пролиферацию и рост клеток [8, 9]. Выявление дан-
ного белка используют как иммуногистохимический маркер активации нейронов [10]. 

В предыдущих исследованиях установлено, что в ответственных за поддержание артериаль
ного давления нейронах ядра солитарного тракта среднего мозга крыс через 5 сут после пере
вязки общего желчного протока (ОЖП) иммунореактивность белка с-fos не менялась, а после  
25 сут холестаза повышалась [11]. Через 21 сут после легирования ОЖП в головном мозге крыс 
линии Wistar установлено снижение иммунореактивности с-fos белка в ядре боковой перегородки 
и медиальном амигдалярном ядре [4]. Кроме того, показано, что при одном холестазе нет отли-
чий в экспрессии c-fos, и только при дополнительном стрессе (водный лабиринт Морриса) у крыс 
отмечается увеличение количества иммунопозитивных нейронов в гиппокампе и префронтальной 
коре головного мозга [12]. Таким образом, данные литературы по изучению экспрессии с-fos  
в нейронах мозга при холестазе отрывочны и противоречивы, а по мозжечку совсем отсутствуют. 

Цель исследования – установить изменения иммунореактивности с-fos в нейронах мозжечка 
крыс в различные сроки после моделирования подпеченочного холестаза.

Материалы и методы исследования. В работе использован материал от 60 беспородных 
белых крыс-самцов массой 200–250 г. Животных содержали в стандартных условиях вивария. 
Все опыты проведены с учетом «Правил проведения работ с использованием экспериментальных 
животных». На проведение исследования получено разрешение этического комитета УО «Грод
ненский государственный медицинский университет» (протокол № 1 от 11.01.2017). 

Для моделирования холестаза животным осуществляли перевязку ОЖП на 3–5 мм ниже сли-
яния долевых протоков двумя лигатурами с последующим пересечением между ними [13]. 
Животным контрольной группы проводили ложную операцию. Через 2, 5, 10, 20, 45 и 90 сут  
в утренние часы (для синхронизации по времени) животных выводили из эксперимента путем 
декапитации, предварительно усыпив парами эфира. Для исследования брали стандартные ку-
сочки полушарий мозжечка согласно стереотаксическому атласу мозга крысы [14], фиксировали 
их в цинк-этанол-формальдегиде при +4 ºС (на ночь), а затем заключали в парафин. Парафиновые 
срезы толщиной 7 мкм готовили с помощью микротома (LeicaRM 2125 RTS, Германия) и монти-
ровали на предметные стекла. Для стандартизации полученных результатов образцы коры от 
всех животных обрабатывали параллельно и в одинаковых условиях.

Для иммуногистохимического выявления с-fos применяли первичные поликлональные кро
личьи антитела c-fos фирмы Abcam (Великобритания, ab 209794) в разведении 1:1000 при +4 ºС, 
экспозиция 20 ч, во влажной камере. Для выявления связавшихся первичных антител исполь
зовали набор EXPOSE Rabbit specific HRP/DAB detection IHC kit Abcam (Великобритания,  
ab. 80437). 
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Изучение иммуногистохимических препаратов, их микрофотографирование и цитофотомет
рию проводили при разных увеличениях микроскопа Axioskop 2 plus (Zeiss, Германия), цифро-
вой видеокамеры Leica DFC 320 (Leica Microsystems GmbH, Германия) и программы компьютер-
ного анализа изображения Image Warp (Bit Flow, США). Подсчет иммунопозитивных с-fos 
нейронов производили в каждом препарате в  соответствующем слое коры в 10 полях зрения. 
Полученные результаты обрабатывали методами непараметрической статистики с помощью 
лицензионной компьютерной программы Statistica 6.0 для Windows (StatSoft, Inc., США, серий-
ный номер 31415926535897). В описательной статистике для каждого показателя определяли зна-
чения медианы (Ме) и интерквартильного диапазона (IQR). Cравнение групп по одному признаку 
проводили с помощью критерия Манна–Уитни для независимых выборок (Mann–Whitney U-test). 
Различия между группами считали статистически значимыми, если вероятность ошибочной 
оценки не превышала 5 % (p < 0,05).

Результаты исследования. Результаты иммуногистохимического исследования показали, 
что с-fos-позитивные нейроны выявляются во всех слоях коры мозжечка. Ядра нейронов имму-
нонегативны. Цитоплазма этих нейронов заполнена мелкими коричневыми гранулами хромоге-
на, демонстрирующими расположение исследуемого белка. Иногда окрашиваются начальные 
участки дендритов клеток Пуркинье. При этом с-fos-иммунореактивность разных нейронов 
значительно варьируется, однако преобладают клетки с умеренной с-fos-иммунореактивностью 
(рис. 1–4).

 3 

группами считали статистически значимыми, если вероятность ошибочной оценки не превышала 5 % 
(p < 0,05). 

Результаты исследования. Результаты иммуногистохимического исследования показали, что с-
fos-позитивные нейроны выявляются во всех слоях коры мозжечка. Ядра нейронов 
иммунонегативны. Цитоплазма этих нейронов заполнена мелкими коричневыми гранулами 
хромогена, демонстрирующими расположение исследуемого белка. Иногда окрашиваются начальные 
участки дендритов клеток Пуркинье. При этом с-fos-иммунореактивность разных нейронов 
значительно варьируется, однако преобладают клетки с умеренной с-fos-иммунореактивностью (рис. 
1–4). 

После 2 сут холестаза происходит увеличение экспрессии с-fos в цитоплазме клеток Пуркинье 
(табл. 1)  на 13 %  (р = 0,002) и возрастание числа зернистых нейронов с высокой с-fos-
иммунореактивностью (от 17,3 % в контроле до 24,4 % в опыте) (табл. 2, рис. 1). 

После 5 сут холестаза экспрессия с-fos в клетках Пуркинье мозжечка увеличена на 16,6 % 
(р = 0,001), а число зернистых нейронов с высокой с-fos-иммунореактивностью возрастает до 27 % 
(см. рис. 2, табл. 1, 2). 

После 10 сут холестаза экспрессия с-fos в клетках Пуркинье мозжечка повышена на 20,5 % 
(р = 0,003), а число зернистых нейронов с высокой с-fos-иммунореактивностью возрастает до 30 % 
(табл. 2). 

После 20 сут холестаза экспрессия с-fos в клетках Пуркинье мозжечка повышена на 16 % 
(р = 0,002), а число зернистых нейронов с высокой с-fos-иммунореактивностью составляет 25,5 % 
(см. рис. 3, табл. 2). 

Через 45 и 90 сут после перевязки ОЖП, когда явления холестаза у выживших животных 
исчезают (в результате разрастания обходных желчевыводящих протоков), содержание с-fos в 
цитоплазме клеток Пуркинье мозжечка и число клеток с высокой с-fos-иммунореактивностью 
нормализуется (см. табл. 1, 2). 

 

  
 

Рис. 1. Экспрессия c-fos в клетках Пуркинье коры мозжечка крыс: а – в контроле (через 2 сут после ложной 
операции), b – в опыте (после 2 сут холестаза). Цифровая микрофотография, ×300  

Fig. 1. Expression of c-fos in Purkinje cells of the cerebellar cortex of rats: a – control (2 days after a false operation), b – 
experiment (after 2 days of cholestasis). Digital microphotographу, ×300  
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Рис. 3. Экспрессия c-fos в клетках Пуркинье коры мозжечка крыс: а – в контроле (через 20 сут после ложной операции), 
b – в опыте (после 20 сут холестаза). Цифровая микрофотография, ×800 
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Рис. 4. Экспрессия c-fos в ядрах клеток-зерен коры мозжечка крыс: а – в контроле (через 2 сут после ложной операции), 
b – в опыте (после 2 сут холестаза). Цифровая микрофотография, ×400 
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После 2 сут холестаза происходит увеличение экспрессии с-fos в цитоплазме клеток Пуркинье 
(табл. 1) на 13 % (р = 0,002) и возрастание числа зернистых нейронов с высокой с-fos-иммуно
реактивностью (от 17,3 % в контроле до 24,4 % в опыте) (табл. 2, рис. 1).

После 5 сут холестаза экспрессия с-fos в клетках Пуркинье мозжечка увеличена на 16,6 % 
(р  =  0,001), а число зернистых нейронов с высокой с-fos-иммунореактивностью возрастает до 
27 % (рис. 2, табл. 1, 2).

После 10 сут холестаза экспрессия с-fos в клетках Пуркинье мозжечка повышена на 20,5 % 
(р  =  0,003), а число зернистых нейронов с высокой с-fos-иммунореактивностью возрастает до 
30 % (табл. 2).

После 20 сут холестаза экспрессия с-fos в клетках Пуркинье мозжечка повышена на 16 % 
(р  =  0,002), а число зернистых нейронов с высокой с-fos-иммунореактивностью составляет 
25,5 % (рис. 3, табл. 2).
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Fig. 4. Expression of c-fos in the nuclei of the cell-grains of the cerebellar cortex of rats: a – control (2 days after a false operation), 

b – experiment (after 2 days of cholestasis). Digital microphotographу, × 400
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Через 45 и 90 сут после перевязки ОЖП, когда явления холестаза у выживших животных ис-
чезают (в результате разрастания обходных желчевыводящих протоков), содержание с-fos  
в цитоплазме клеток Пуркинье мозжечка и число клеток с высокой с-fos-иммунореактивностью 
нормализуется (см. табл. 1, 2).

Т  а б л и ц а 1.  Экспрессия с-fos в перикарионах клеток Пуркинье коры мозжечка крыс  
контрольной группы и в разные сроки подпеченочного холестаза (×103) (Me ± IQR)

T  a b l e 1.  Expression of c-fos in the perikaryon of Purkinje cells of the cerebellar cortex  
of control rats and at different time of subhepatic cholestasis (×103) (Me ± IQR)

Сутки Контроль (n = 30) Опыт (n = 30) p

2-е 274,0 ± 39,49 310,47 ± 79,52 ***↑ 0,002

5-е 279,20 ± 48,76 325,46 ± 125,13 *** ↑ 0,001
10-е 288,31 ± 40,15 347,31 ± 92,28 ***↑ 0,003
20-е 280,13 ± 90,21 326,14 ± 102,38 ***↑ 0,002
45-е 270,97 ± 80,77 271,68 ± 58,50 0,194
90-е 242,94 ± 73,08 248,91 ± 33,23 0,351

П р и м е ч а н и е. *** – p < 0,001 по сравнению с контролем; ↓ – статистически 
значимое снижение изучаемого параметра; ↑ – статистически значимое увеличение 
изучаемого параметра.

Т  а б л и ц а 2.  Экспрессия с-fos в клетках-зернах коры мозжечка крыс контрольной группы  
и в разные сроки подпеченочного холестаза, %

T  a b l e  2.  Expression of c-fos in the cell-grains of the cerebellar cortex of control rats  
and at different time of subhepatic cholestasis, %

Сутки Контроль (n = 30) Опыт (n = 30)

2-е 17,3 24,4 ↑

5-е 17,2 26,9 ↑

10-е 17,2 30,3 ↑

20-е 17,2 25,5 ↑

45-е 17,2 18,8 ↑

90-е 16,9 16,8 ↓

П р и м е ч а н и е.  ↑ – увеличение изучаемого параметра; 
↓ – уменьшение изучаемого параметра.

Обсуждение. Гетерогенность иммунореактивности с-fos в нейронах коры мозжечка в контро
ле может быть обусловлена разной функциональной активностью нейронов. Эта гетерогенность 
становится еще более выраженной после перевязки ОЖП (при моделировании холестаза), когда  
в отдельных нейронах иммунореактивность с-fos уменьшается, вплоть до полного исчезновения 
(вероятно, это погибающие нейроны), а в других – резко возрастает (активированные нейроны, 
возможно пытающиеся адаптироваться и выжить). Максимальное возрастание количества зер
нистых нейронов с высокой с-fos-иммунореактивностью отмечено на 10-е сутки опыта. Это 
согласуется с данными работы [15], согласно которым при одном и том же экспериментальном 
воздействии (при раздражении роговицы у мышей) экспрессия с-fos может меняться в структурах 
мозга по-разному: в одних она уменьшается, а в других возрастает. 

В наших предыдущих исследованиях установлено, что морфофункциональные изменения  
в нейронах коры мозжечка появляются уже на 2-е сутки после перевязки ОЖП и достигают 
максимума на 10–20-е сутки (пик холестаза). Полученные данные хорошо согласуются с повы
шением в коре мозжечка количества нейронов с высокой с-fos-иммунореактивностью именно  
в эти сроки. Увеличение в нейронах белка с-fos можно расценить как адаптационный процесс, 
направленный на повышение устойчивости нейронов к нарастающему холестазу и компенсации 
функций погибающих нейронов. В наших предыдущих работах установлены ранние нарушения 
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в нейронах коры мозжечка митохондрий при холестазе (набухание матрикса, разрушение крист), 
сопровождающиеся снижением активности маркерных ферментов митохондрий, сукцинат-  
и НАДН-дегидрогеназы [1, 7]. Считают, что нарушения структуры митохондрий приводят к кле
точному стрессу, способствуя увеличению содержания изучаемого белка с-fos как иммуно
гистохимического маркера повышенной активности нейронов [10, 16, 17]. 

В отдаленные сроки (на 45–90-е сутки после перевязки ОЖП) после самопроизвольного 
устранения холестаза (в результате прорастания обходных желчевыводящих путей) все иссле
дованные нами морфофункциональные показатели нейронов коры мозжечка практически при
ходят к контрольным значениям [7], в частности нормализуется иммунореактивность с-fos.

Выводы

1. Подпеченочный холестаз у крыс на 2–20-е сутки после перевязки общего желчного протока 
сопровождается возрастанием в коре мозжечка числа нейронов с повышенной с-fos-иммунореак
тивностью (пик наблюдается на 10-е сутки опыта). 

У выживших животных после устранения холестаза в отдаленные сроки опыта (45–90-е сут
ки) количество нейронов с повышенной с-fos-иммунореактивностью, а также экспрессия этого 
белка в нейронах нормализуются.
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