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Резюме

Цель исследования. Охарактеризовать структурно-функциональные особенности нервной, эндокринной системы 
толстой кишки и состава заселяющей ее микрофлоры у новорожденных и препубертатных крыс Вистар.

Материалы и методы: исследование выполнено на 12 новорожденных и 13 препубертатных самцах крыс Вистар. 
С помощью иммуногистохимических методов были изучены структура межмышечного нервного сплетения и выяв-
лены эндокринные клетки в ободочной кишке. Методом высокоэффективной жидкостной хроматографии оценива-
ли концентрацию серотонина в стенке ободочной кишки и плазме периферической крови. Определяли соотноше-
ние основных таксонов бактерий просветной микрофлоры методом ПЦР в реальном времени.

Результаты. Показано, что в период новорожденности межмышечное нервное сплетение окончательно не 
сформировано, глиальных клеток в ганглиях мало. Относительное число энтероэндокринных клеток и содержа-
ние серотонина в стенке кишки и крови в этот возрастной период минимальное. Состав просветной микрофлоры 
у новорожденных крыс характеризуется преобладанием таксонов Firmicutes, Enterobacteria. По сравнению с новоро-
жденными у препубертатных крыс межмышечное нервное сплетение сформировано: нервная сеть крупноячеистая, 
число глиальных клеток в ганглиях увеличивается в 3–4 раза. Число энтероэндокринных клеток увеличивается 
в 2,5 раза, содержание серотонина в стенке ободочной кишки и периферической крови повышаются почти в 80 
и 6000 раз соответственно. В составе просветной микрофлоры преобладают таксоны Firmicutes, снижается количе-
ство Bifi dobacteria, Enterobacteria.

Заключение. Таким образом, в постнатальном развитии толстой кишки от периода новорожденности к препубер-
татному возрасту происходят увеличение числа глиальных клеток в ганглиях межмышечного нервного сплетения, 
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разрежение энтеральной нервной сети, увеличение числа серотонин-продуцирующих энтероэндокринных клеток, 
повышение продукции серотонина и изменения состава микрофлоры, связанные с переходом с молочного вскарм-
ливания на твердый корм.

Ключевые слова: ободочная кишка, крысы, новорожденные, препубертатные, энтеральная нервная система, энте-
роэндокринные клетки, серотонин, микрофлора

Summary

The aim was to characterize the structural and functional features of the nervous and endocrine systems and the microbio-
ta composition of the colon in newborns and prepubescent Wistar rats.

Materials and methods: The study was performed on 12 newborns and 13 prepubescent male Wistar rats. We used immu-
nohistochemical methods to investigate the structure of the intermuscular nerve plexus and to detect endocrine cells in the 
colon. The concentration of serotonin in the colon wall and peripheral blood plasma was evaluated with high-performance 
liquid chromatography. The ratio of the main taxa of bacteria of the luminal microbiota was determined by real-time PCR.

Results: We identifi ed that in the neonatal period the intermuscular nerve plexus was not completely formed, there were 
few glial cells in the ganglia. The relative number of enteroendocrine cells and the serotonin content in the intestinal wall 
and in blood at this age period was minimal. The composition of the luminal microbiota in newborn rats was characterized 
by the predominance of taxons Firmicutes, Enterobacteria. In comparison with the newborns the intermuscular nerve plexus 
in the prepubescent rats was mature: the neural network formed large mesh, while the number of glial cells in the ganglia 
increased 3–4 times. The number of enteroendocrine cells increased 2.5 times, the content of serotonin in the colon wall 
and peripheral blood increased almost 80 and 6000 times, respectively. Firmicutes predominated in the luminal microfl ora, 
the number of Bifi dobacteria, Enterobacteria decreased.

Keywords: colon, rat, newborn, prepubescent, enteric nervous system, enteroendocrine cells, serotonin, microfl ora

Введение

Постнатальное развитие желудочно-кишечного 
тракта и одного из его отделов – ободочной кишки – 
характеризуется структурными изменениями всех 
оболочек – слизистой, подслизистой, мышечной, 
а так же иммунной и энтеральной нервной систем.

Энтеральная нервная система представлена дву-
мя сплетениями: межмышечным и подслизистым 
[1]. Оба сплетения состоят из ганглиев и нервных 
отростков. Ганглии представлены телами нейро-
нов и глиальными клетками. Глия сопровождает 
отростки нейронов в нервных трактах. Энтероэн-
докринные клетки составляют около 1% эпители-
альных клеток ободочной кишки, из них около 70% – 
энтерохромаффинные (EC) клетки [2]. EC-клетки 
секретируют серотонин – основной нейромедиатор 
в центральной нервной системе. В пищеваритель-
ной системе он стимулирует перистальтику, уско-
ряет транзит содержимого кишечника, снижает 
абсорбцию воды. [2,3]. Из кишечника серотонин 
попадает в кровь, где способствует агрегации тром-
боцитов, активирует иммунный ответ, и стимули-
рует дифференцировку остеобластов в остеоциты 
[4–7]. В толстой кишке у половозрелых крыс оби-
тают представители 5 основных таксонов бактерий: 
Bacteroides, Firmicutes, Bifi dobacteria, Lactobacillus 

и Enterobacteriaceae. Clostridia, входящие в таксон 
Firmicutes, способны продуцировать серотонин [8].

Показана связь ряда заболеваний человека, та-
ких как язвенный колит, болезнь Крона, аутизм, 
депрессия, сахарный диабет со структурно-функ-
циональными нарушениями толстой кишки и из-
менением состава колонизирующей ее микрофлоры 
[4, 6]. Указанные заболевания развиваются в раз-
ные возрастные периоды – от новорожденности до 
старости, а для их коррекции широко используются 
препараты микробного происхождения – пробио-
тики, пребиотики и другие. Однако литературные 
сведения о возрастных изменениях толстой киш-
ки и колонизирующей ее микрофлоры у человека 
и разных видов лабораторных животных фраг-
ментарны и не систематизированы [9–11]. Показа-
но, что моторная, секреторная и абсорбционная 
функции толстой кишки у новорожденных крыс 
еще не сформированы и устанавливаются к пре-
пубертатному возрасту [6].

В связи с изложенным, цель настоящей рабо-
ты – охарактеризовать структурно-функциональные 
особенности нервной, эндокринной системы тол-
стой кишки и состава заселяющей ее микрофлоры 
у новорожденных и препубертатных крыс Вистар.

Материалы и методы

Исследование выполнено на 25 самцах крыс 
Вистар (питомник «Столбовая» ФГБУН НЦБМТ 
ФМБА России): 12 новорожденных (2–4 сут) и 13 

препубертатных (25–30 сут). Животных содер-
жали в клетках при естественном освещении, 
температуре +20–22 ºС., со свободным доступом 
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к воде и пище. При работе с экспериментальными 
животными руководствовались приказом Минз-
драва СССР № 755 от 12.08.1977. На проведение 
эксперимента получено разрешение биоэтической 
комиссии ФГБНУ «НИИ морфологии человека. 
Крыс выводили из эксперимента передозировкой 
диэтилового эфира.

Энтероэндокринные клетки выявляли с помо-
щью антител к хромогранину А (Rabbit polyclonal 
anti-Chromogranin A antibody, ab15160, Abcam, 
Великобритания), в разведении 1:400. В качестве 
вторых антител использовали коммерческий рас-
твор синтетического полимера, связанного с пе-
роксидазой хрена – Simple Stain Mouse MAXPO (R) 
(N-Histofi ne Universal Immuno-peroxidase polimer 
for mouse tissue Anti-Rabbit Redy-to-use, Nichirei 
Bioscience Inc., Япония). В качестве системы визу-
ализации антител применяли набор N-Histofi ne 
DAB-2V (Nichirei Bioscience Inc., Япония). Оценива-
ли число энтероэндокринных клеток, выявляемых 
при реакции с антителами к хромогранину А, на 
стандартной единице площади эпителия (1 мм2).

Концентрацию серотонина определяли в гомоге-
нате толстой кишки [12] и плазме периферической 
крови [13] методом высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии на приборе Agilent 1260 Infi nity 
Nanofl ow LC (Agilent, США).

Иммунофлуоресцентное исследование межмы-
шечного нервного сплетения проводили на гистоло-
гических срезах и тотальных препаратах мышечной 
оболочки ободочной кишки. С целью маркирования 
межмышечного нервного сплетения применяли 
антитела к βIIIтубулину (ab18207, Abcam, США). 
На гистологических срезах мышечной оболочки 
ободочной кишки определяли клеточный состав 
ганглиев. С целью выявления тел нейронов и гли-
альных клеток применяли, соответственно, антитела 
к HuC/D (ab184267, Abcam, США) и S100b (ab868, 

Abcam, США). В качестве флуоресцентной метки для 
HuC/D служил стрептавидин, конъюгированный 
с AlexaFluor 555 (Th ermofi sher, S21381, США) в раз-
ведении 1:100; для βIII-тубулина и S100b применя-
ли Alexa-Fluor 488 goat-anti-rabbit (Life technologies, 
США) в разведении 1:100. Для выявления возраст-
ных изменений межмышечного нервного сплетения 
на тотальных препаратах, окрашенных антителами 
к βIIIтубулину, оценивали среднюю площадь ме-
жганглионарных пространств (мкм2) и толщину 
соединяющих ганглии нервных трактов (мкм). Для 
компьютерной обработки полученных изображений 
использовали программу ImageJ (Fiji, free soft ware). 
Проводили подсчет числа нейронов и глиальных 
клеток в ганглиях на гистологических срезах мы-
шечной оболочки ободочной кишки, окрашен-
ных, соответственно, антителами к HuC/D и S100b.

Методом ПЦР в реальном времени проводи-
ли оценку уровня экспрессии мРНК основных 
таксонов: Bacteroides, Firmicutes, Bifidobacteria, 
Lactobacillus, Enterobacteriaceae в кале (просветная 
микрофлора) у новорожденных и препубертатных 
крыс. Использовали праймеры и программу ам-
плификации, предложенные С. Nasuti et al. (2016) 
[14]. Считывание показателей флуоресценции и их 
интерпретацию в виде значений пороговых циклов 
(Cp) осуществляли автоматически в соответствии 
с алгоритмом разработчика (амплификатор DT-
Prime, НПФ ДНК-Технология, Россия). Выбирали 
референсный таксон (Firmicutes), относительно 
которого оценивали долю (%) основных таксонов 
в каждом образце.

Статистическую обработку полученных данных 
проводили в программе STATISTICA 8.0 (StatSoft , 
Inc., США). Выборки описывали через медиану 
и межквартильные размахи, для сравнения групп 
использовали непараметрический критерий Ман-
на-Уитни.

Результаты

Возрастные изменения межмышечного нервного 
сплетения

Гистоархитектонику межмышечного нервного 
сплетения изучали на тотальных препаратах, мар-
кированных антителами к βIII-тубулину. В период 
новорожденности сеть мелкоячеистая, ганглии не 
сформированы, соединяющие их нервные тракты 
тонкие (рис. 1А). К препубертатному возрастному 
периоду нервная сеть крупноячеистая, ганглии 
четко очерчены, нервные тракты толстые (рис. 1Б). 
При количественной оценке структуры нервной 
сети площадь пространств между ганглиями и тол-
щина нервных трактов увеличивались к препу-
бертатному возрастному периоду в 18 и 1,8 раза, 
соответственно (табл. 1).

Для выявления клеточного состава ганглиев на 
гистологических срезах мы использовали маркер 
нейронов – HuC/D и глиальных клеток – S100b. В пе-
риод новорожденности ганглии межмышечного 
нервного сплетения были представлены нейрона-
ми и единичными глиальными клетками (рис. 1В). 
По сравнению с новорожденными у препубер-
татных крыс количество нейронов в ганглиях не 

изменялось, а глиальных клеток увеличивалось 
(рис. 1Г).

Возрастные изменения популяции энтероэндо-
кринных клеток и содержания серотонина в тол-
стой кишке и периферической крови

Энтероэндокринные клетки выявляли на ги-
стологических срезах с помощью антител к хро-
могранину А (рис. 2). По данным количественной 
оценки относительное число энтероэндокринных 
клеток у новорожденных крыс было минималь-
ным и увеличивалось в 2,5 раза к препубертатному 
возрастному периоду. Концентрация серотонина 
в гомогенате ободочной кишки и плазме перифе-
рической крови увеличивалась к препубертатному 
периоду почти в 80 и 6000 раз, соответственно 
(Табл. 1).

Соотношение основных таксонов просветной 
микрофлоры у новорожденных и препубертатных 
крыс Вистар

Методом количественной ПЦР в реальном вре-
мени в составе просветной микрофлоры были 
оценены 5 основных таксонов, в соответствии 
с классификацией, предложенной С. Nasuti et al. 
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(2016) [14]. В период новорожденности у крыс пре-
обладают таксоны Firmicutes и Enterobacteriaceae, 
обнаруживаются Bifi dobacteria. К препубертатному 

периоду снижается содержание Enterobacteriaceae, 
возрастает доля Bacteroides и практически исчезают 
Bifi dobacteria. (рис. 3).

Обсуждение

По литературным данным ганглии межмышечного 
нервного сплетения формируют цепь, состоящую 
из нейронов и глиальных клеток [10, 15], однако 
клеточный состав ганглиев межмышечного нервного 
сплетения, численность и толщина внутримышеч-
ных нервных отростков у новорожденных и препу-
бертатных крыс не исследованы. Нами показано, что 
у новорожденных крыс нервная сеть мелкоячеистая, 
нервные тракты относительно тонкие, ганглии не-
большие, состоят из 5–6 нейронов и 1–2 глиальных 
клеток. У препубертатных крыс в ганглиях число 
нейронов не изменяется, а число глиальных клеток 
увеличивается в 3–4 раза по сравнению с новоро-
жденными. К препубертатному возрастному периоду 
нервная сеть становилась разреженной – увеличива-
лась площадь межганглионарных пространств и тол-
щина межганглионарных нервных трактов. Данные 
литературы о возрастных изменениях структуры 
нервной сети и клеточного состава ганглиев фраг-
ментарны и получены на разных видах животных 
[9, 10, 11, 14, 15]. Увеличение размеров ячеек сети, 
очевидно, связано увеличением размеров ободочной 
кишки в целом. Повышение числа глиальных клеток 
в энтеральных ганглиях, вероятно, обусловлено их 
пролиферацией и дифференцировкой.

Сведения о численности энтероэндокринных 
клеток и содержании серотонина в стенке кишки 
и периферической крови у новорожденных и пре-
пубертатных крыс в литературе отсутствуют. Нами 
показано, что у новорожденных животных число 
энтероэндокринных клеток и содержание серо-
тонина в гомогенате ободочной кишки и плазме 
периферической крови низкое. К препубертат-
ному возрастному периоду относительное число 
энтероэндокринных клеток увеличивается в 2,5 
раза. Наряду с этим, концентрация серотонина 
в гомогенате ободочной кишки и плазме перифе-
рической крови возрастают примерно в 80 и 6000 
раз соответственно. В литературе представлены 
данные анализа этих показателей только у поло-
возрелых животных [12].

Литературные данные об основных таксонах 
просветной микрофлоры у новорожденных крыс 
отсутствуют, у препубертатных крыс показано, что 
микрофлора представлена 5 основными таксонами: 
Firmicutes, Bacteroides, Lactobacillus, Bifi dobacteria, 
Enterobacteriaceae [14], но их соотношение в этот 
период не изучено. По нашим данным, у новоро-
жденных крыс преобладают представители таксо-
нов Firmicutes и Enterobacteriaceae, обнаруживаются 
Bifi dobacteria. В период новорожденности крысы 
находятся на молочном вскармливании, что обу-
славливает высокое содержание Enterobacteriaceae 
и наличие Bifi dobacteria. У препубертатных крыс 
в составе просветной микрофлоры преобладают 
представители таксона Firmicutes, а количество 
Bifi dobacteria, Enterobacteriaceae минимальное. В этот 
период в рационе животных преобладает твердый 
корм, поэтому увеличивается доля Bacteroides, спо-
собствующих усвоению клетчатки [14].

Следует отметить, что микрофлора определяет 
морфофункциональное состояние иммунной си-
стемы, ассоциированной со слизистой оболочкой 
ободочной кишки, участвует в регуляции мотори-
ки, секреции и всасывания, а также продукции био-
логически активных веществ – нейромедиаторов, 
витаминов, короткоцепочечных жирных кислот 
[4]. В связи с этим, продуцируемый Firmicutes се-
ротонин может влиять на моторику, секрецию, аб-
сорбцию воды в ободочной кишке у крыс в период 
новорожденности. Показано, что «бактериальный» 
серотонин у половозрелых мышей составляет около 
64% общего серотонина в гомогенате толстой киш-
ки и 49% в плазме крови [16]. По данным других 
авторов у гнотобиотических мышей содержание 
серотонина в толстой кишке не превышает 15% от 
нормы [17]. Серотонин способны синтезировать 
Clostridium – представители таксона Firmicutes [8]. 
По нашим данным, доля серотонин-продуциру-
ющего таксона Firmicutes в составе просветной 
микрофлоры у новорожденных и препубертатных 
крыс не различается. По данным литературы, общее 

Параметры
Возрастные группы Статистическая 

значимость различийНоворожденные Препубертатные
Площадь межганглионар-
ных пространств, мкм2

1981
(1167; 2336)

36216
(29505; 41183) p=0,03

Толщина межганглионар-
ных нервных трактов, мкм

8,73
(8,26; 11, 35)

15,57
(14,68; 18,90) p=0,031

Относительное число энте-
роэндокринных клеток на 
1 мм2 эпителия

87,3
(65,4; 157,9)

220,8
(178,8; 253,5) p=0,0003

Концентрация серотонина 
в гомогенате толстой киш-
ки, мкмоль / мг белка

1,9×10–4
(1,7×10–4; 2,1×10–4)

0,015
(0,011; 0,030) p=0,005

Концентрация серотонина 
в плазме крови, мкмоль / мл

3,7×10–4
(2,3×10–4; 6,1×10–4)

2,3
(1,6; 2,8) p=0,004

Me (0,25; 0,75). U-критерий Манна-Уитни, различия статистически значимы p<0,05

Таблица 1.
Показатели, характеризую-
щие структуру энтеральной 
нервной системы и функцию 
энтероэндокринных клеток 
у новорожденных и препу-
бертатных крыс Вистар

Структурно-функциональная характеристика нервной, эндокринной систем… | Structural and functional characteristic of the nervous and endocrine systems…
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Рисунок 1.

Иммунофлуорисцентное исследование межмышечного нервного сплетения ободочной кишки у новорожденных (А, В) и пре-
пубертантных (Б, Г) крыс Вистар. А, Б – тотальные препараты мышечной оболочки, маркированные антителами к βIII-тубу-
лину, ув. 100. У новорожденных крыс межмышечное нервное сплетение представлено скоплениями нейронов, соединенными 
в сеть короткими нервными трактами, образующими небольшие межганглионарные нервные пространства. У препубер-
татных межмышечное нервное сплетение представлено сформированными ганглиями, нервными трактами, большими 
межганглионарными пространствами. В, Г – нейроны (антитела к HuC/D, красный цвет) и глиальные клетки (антитела к S100b, 
зеленый цвет) в ганглиях межмышечного нервного сплетения на гистологических срезах, ув. 400.

А Б В Г

Рисунок 2.
Энтероэндокринные клетки 
в слизистой оболочке тол-
стой кишки у новорожден-
ных (А) и препубертатных 
(Б) крыс Вистар. Иммуноги-
стохимическая реакция с ан-
тителами к хромогранину 
А, окраска гематоксилином 
Майера.
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Рисунок 3.
Возрастные изменения 
содержания представителей 
основных таксонов просвет-
ной микрофлоры у новоро-
жденных и препубертатных 
крыс Вистар, Ме (L25; U75). 

* – статистически значимые 
различия по сравнению 
с группой новорожденных, 
p<0,05 (U-критерий Ман-
на-Уитни).
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количество бактерий в толстой кишке существенно 
увеличивается к препубертатному возрастному 
периоду [16]. Эти данные косвенно указывают на 

то, что продукция «бактериального» серотонина 
к препубертатному возрастному периоду увели-
чивается.

Заключение

Таким образом, в постнатальном развитии тол-
стой кишки от периода новорожденности к пре-
пубертатному возрасту происходят увеличение 
числа глиальных клеток в ганглиях межмышечно-
го нервного сплетения, разрежение энтеральной 

нервной сети, увеличение числа серотонин-про-
дуцирующих энтероэндокринных клеток, повы-
шение продукции серотонина и изменения состава 
микрофлоры, связанные с переходом с молочного 
вскармливания на твердый корм.
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