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Аннотация. Воспалительные заболевания кишечника (болезнь Крона, 
язвенный колит) характеризуются хронической абдоминальной болью, 
которая продолжает беспокоить пациентов даже в период ремиссии. 
Полагают, что основной причиной такой боли является кишечная 
гипералгезия, развивающаяся вследствие вызванных периферическим 
воспалением нарушений в центральных, в частности супраспинальных, 
механизмах контроля болевой информации от толстой кишки. Однако 
какие именно структуры головного мозга и каким образом вовлечены 
в этот процесс, остается неясным. Поэтому целью нашего исследования 
было определение ассоциированных с колитом изменений в нейрональных 
свойствах супраспинальных структур, которые могут способствовать 
развитию кишечной гипералгезии. Работа выполнена на анестезированных 
уретаном самцах крыс линии Вистар. С помощью иммуногистохимического 
метода определения экспрессии c-fos белков и микроэлектродной 
нейрофизиологической техники оценивали нейрональную активность 
структур головного мозга у здоровых животных и крыс с колитом, 
вызванным трансректальным введением пикрилсульфониевой кислоты. 
Кишечное воспаление сопровождалось усилением базальной и вызванной 
ноцицептивным колоректальным растяжением (КРР) с-fos-синтезирующей 
активности в каудальной вентролатеральной ретикулярной области 
продолговатого мозга (ВЛРО), ядре одиночного тракта (ЯОТ), 
парабрахиальном комплексе моста и голубом пятне. В этих условиях 
с-fos-позитивные клетки дорсального ядра шва были индифферентными 
к КРР, а ноцицептивная c-fos-синтезирующая активность центрального 
серого вещества среднего мозга (ЦСВ) была существенно снижена по 
сравнению с таковой в норме. Микроэлектродное исследование ствола 
мозга у крыс с колитом выявило усиление вызванного КРР нейронального 
возбуждения в ВЛРО и ЯОТ при уменьшении доли отвечающих на 
кишечную стимуляцию нервных клеток в ЦСВ. Ассоциированные  
с кишечным воспалением сенситизация висцеросенсорных стволовых 
структур и параллельное снижение уровня возбудимости ключевых 
образований эндогенной антиноцицептивной системы мозга могут 
облегчать восходящее проведение висцеральных болевых сигналов,  
т. е. способствовать кишечной гипералгезии.

Ключевые слова: кишечное воспаление, структуры ствола мозга, 
экспрессия c-fos белков, нейрональная активность, колоректальное 
растяжение, кишечная гипералгезия, абдоминальная боль.
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Abstract. Inflammatory bowel diseases (Crohn’s disease, ulcerative colitis) 
are characterized by chronic abdominal pain that persists even in the disease 
remission. The main cause of such pain is believed to be intestinal hyperalgesia, 
which develops as a result of the peripheral inflammation-induced impairments 
in the central, in particular, supraspinal mechanisms controlling visceral 
nociception. However, which brain structures and neuronal events are involved 
in the process remains unclear. Our study was aimed to determine the colitis-
associated changes in neuronal properties of supraspinal structures, which 
can underlie development of intestinal hyperalgesia. The work was performed 
on urethane anesthetized male Wistar rats. Neuronal activity in various brain 
areas was assessed in healthy animals and rats with trinitrobenzenesulfonic 
acid-induced colitis by using the immunohistochemical method of determining 
c-fos protein expression and the microelectrode technique. Intestinal 
inflammation was accompanied by increased basal and nociceptive colorectal 
distension (CRD)-caused c-fos production in the caudal ventrolateral medulla 
(CVLM), nucleus tractus solitarius (NTS), parabrachial complex, and locus 
coeruleus. Under colitis, neuronal c-fos expression in the dorsal raphe nucleus 
was indifferent to CRD, whereas nociceptive c-fos activation in the midbrain 
central gray (MCG) was significantly reduced compared to that in norm.  
The microelectrode study in inflamed rats revealed an increase in the CRD-
induced CVLM and NTS neuronal excitation and a decrease in the proportion 
of CRD-responsive MCG cells. The observed colitis-associated sensitization 
of the viscerosensory brainstem areas with a simultaneous decrease  
in excitability of the key structures belonging to the brain antinociceptive 
system can facilitate ascending visceral pain transmission, promoting intestinal 
hyperalgesia.

Keywords: intestinal inflammation, brainstem structures, c-fos expression, 
neuronal activity, colorectal distension, intestinal hyperalgesia, abdominal 
pain.

Введение

Воспалительные заболевания кишечника 
(ВЗК), к которым относятся болезнь Крона  
и язвенный колит, характеризуются хронической 
абдоминальной болью, которая продолжает 
беспокоить пациентов даже в период ремиссии, 
при отсутствии выраженного органического 
воспаления (Bielefeldt et al. 2009; Ceuleers et al. 
2016). Согласно современным представлениям 
основной причиной такой боли является ки-
шечная гипералгезия, т. е. повышенная воспри-

имчивость к внутрикишечным болевым стиму-
лам (Ceuleers et al. 2016; Farmer, Aziz 2013). 
Полагают, что ведущую роль в развитии по-
следней играют вызванные периферической 
патологией изменения в центральных механиз-
мах контроля висцеральной болевой информа-
ции, которые могут сохраняться длительное 
время после нормализации состояния кишки 
(Moshiree et al. 2006; Siegel, MacDermott 2009). 
К настоящему времени детально изучены ассо-
циированные с кишечным воспалением нейро-
нальные перестройки на спинальном уровне 
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(Farrell et al. 2014; Lu et al. 2017; Lu, Westlund 
2001). Между тем усиление или возникновение 
абдоминальной боли у индивидуумов с ВЗК  
в условиях психологического стресса, тревоги 
или депрессии указывает на немаловажную роль 
в патогенезе кишечной гипералгезии супраспи-
нальных механизмов (Bhamre et al. 2018; 
Greenwood-Van Meerveld, Johnson 2018). Одна-
ко последние до сих пор остаются малоизучен-
ными, что существенно сдерживает разработку 
эффективных методов лечения хронических 
абдоминальных болевых синдромов при ВЗК. 
Поэтому целью нашего исследования, выпол-
ненного на крысах с использованием иммуно-
гистохимического и нейрофизиологического 
методов, являлось определение ассоциирован-
ных с колитом изменений в нейрональных 
свойствах супраспинальных структур, которые 
могут способствовать развитию кишечной ги-
пералгезии.

Материалы и методы

Исследование выполнено на анестезирован-
ных уретаном (Sigma-Aldrich, США; 1,5 мг/кг, 
внутрибрюшинно) взрослых самцах крыс линии 
Вистар (Коллекция лабораторных млекопитаю-
щих разной таксономической принадлежности 
Института физиологии им. И. П. Павлова РАН). 
Для инициации абдоминальной ноцицепции 
использовали механическое растяжение коло-
ректальной области толстой кишки. Колорек-
тальное растяжение (КРР) осуществляли в тече-
ние 60 секунд посредством раздувания воздухом 
(до давления 80 мм рт. ст.) интраректально вве-
денного резинового баллона автоматическим 
шприцевым насосом ДШ-09 (Висма-Планар, 
Беларусь). Экспериментальный колит вызывали 
по методу Дж. Морриса с соавторами (Morris et al. 
1989) посредством трансректального введения 
в толстую кишку спиртового раствора пикрил-
сульфониевой кислоты (TNBS, Sigma-Aldrich, 
США; 20 мг в 0,25 мл 50% этанола). 

Иммуногистохимическая часть исследования 
выполнена на четырех группах крыс по трое 
животных в каждой: 1) норма контроль (здоро-
вые, без болевой стимуляции), 2) норма КРР,  
3) колит контроль (с колитом, без болевой сти-
муляции), 4) колит КРР. Животным контрольных 
групп осуществляли трансректальное введение 
резинового баллона, оставляли его в толстой 
кишке на 60 минут, но КРР не производили.  
В группах со стимуляцией 60-секундное КРР 
осуществляли 12 раз с 4-минутным интервалом 
(общее время процедуры — 60 минут). Сразу 
после завершения контрольных и стимуляци-

онных процедур крыс транскардиально перфу-
зировали последовательно 0,9% физиологическим 
раствором и 4% раствором параформальдегида 
в 0,01 М фосфатном буфере (ФБ, БиолоТ, Россия; 
pH 7.4). Головной мозг после извлечения вы-
держивали в 20% и 30% растворах сахарозы  
в 0,01 М ФБ (4 °С) и на замораживающем микро-
томе (Reichert, Германия) изготавливали фрон-
тальные срезы через области исследуемых струк-
тур толщиной 40 мкм. Для визуализации 
нейронов с с-fos-синтезирующими ядрами сре-
зы подвергали иммуногистохимической обра-
ботке по авидин-биотин-пероксидазному ме-
тоду с использованием первичных 
поликлональных антител к c-fos (ABE457, Sigma-
Aldrich, США; разведение 1:10000) и вторичных 
биотинилированных антител (goat anti-rabbit 
IgG, PK-4001 kit, Vector Laboratories, США; раз-
ведение 1:600). После инкубирования в авидин-
биотин-пероксидазном комплексе (PK-4001 kit, 
Vector Laboratories, США) срезы выдерживали 
в хромогенсодержащем растворе диаминобен-
зидина, никеля и перекиси водорода. Цифровые 
изображения готовых препаратов получали  
в светлом поле светового микроскопа Olympus 
CX41 (Olympus Corporation, Япония), оснащен-
ного видеокамерой Nikon (Nikon Corporation, 
Япония). Далее с помощью программного па-
кета «Cell Annotation Software» (Nurzynska et al. 
2017) в пределах исследуемых структур опреде-
ляли количество и реферированную к фону 
оптическую плотность с-fos-позитивных кле-
точных ядер. Далее оценивали средние значения 
этих показателей на срез в разных образовани-
ях мозга у разных групп животных. 

Нейрофизиологическая часть работы вы-
полнена на двух группах крыс — здоровых  
и с колитом (по 30 животных в каждой группе). 
Голову анестезированного животного закрепля-
ли в стереотаксическом приборе и хирургическим 
путем обеспечивали доступ к дорсальной по-
верхности продолговатого или среднего мозга. 
Для внеклеточной регистрации активности 
нейронов в исследуемых структурах использо-
вали вольфрамовые микроэлектроды с кончиком 
1 мкм и сопротивлением 1 Мом (Science Products 
GMBH, Германия), которые перемещали в пре-
делах стереотаксических координат данной 
области (Paxinos, Watson 1998) с помощью 
микроманипулятора (МП-2, Россия). После 
усиления (DAM 80; World Precision Instruments, 
США) сигнал подавали на вход звуковой карты 
компьютера, визуализировали и сохраняли  
с помощью программы Audition 3 (Adobe Corp, 
США). Регистрацию нейрональной активности про-
изводили на 3-минутном интервале (1 мин до,  
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1 мин во время и 1 мин после КРР). Последую-
щую селекцию нейрональных разрядов по фор-
ме выполняли с помощью программы Spike 2 
(CED, Великобритания). Для разных импульсных 
потоков определяли среднюю частоту разрядов 
на минутных отрезках, указанных выше. 

Статистическую обработку, сравнение  
и графическое оформление данных, полученных 
в обеих экспериментальных сериях на разных 
группах животных, производили c помощью 
программного пакета Origin 8 (OriginLab Corp, 
США) с применением парных и непарных  
непараметрических тестов. 

Результаты и обсуждение

Как показали иммуногистохимические ис-
следования, у здоровых крыс болевое растяже-
ние толстой кишки вызывает существенное  
по сравнению с контрольной группой увеличе-

ние количества c-fos-позитивных нейронов,  
т. е. нейрональную активацию, в каудальной 
вентро-латеральной ретикулярной области 
продолговатого мозга (ВЛРО, рис. 1A), ядре 
одиночного тракта (ЯОТ, рис. 1B), парабрахи-
альном комплексе моста (рис. 1С), голубом 
пятне (рис. 1D), дорсальном ядре шва (рис. 1E) 
и центральном сером веществе среднего мозга 
(ЦСВ, рис. 1F). Статистически значимых раз-
личий по вызванной КРР c-fos-синтезирующей 
активности в указанных структурах между левой 
и правой сторонами мозга обнаружено не было 
(для всех структур p > 0,05, парный тест  
Вилкоксона). В парабрахиальном комплексе  
наиболее реактивной к стимуляции была его 
медиальная часть, в ЦСВ — латеральная и вен-
тролатеральная колонки. Существенное по срав-
нению с контролем увеличение оптической плот-
ности иммунопозитивных клеточных ядер после 

Рис. 1. Количество c-fos-позитивных нейронов в вентролатеральной ретикулярной области 
продолговатого мозга (A), ядре одиночного тракта (B), парабрахиальном комплексе моста (C),  

голубом пятне (D), в дорсальном ядре шва (E) и центральном сером веществе среднего мозга (F)  
без стимуляции (Контр) и после колоректального растяжения (КРР) у здоровых крыс (Норма)  

и у животных с колитом (Колит). Показаны средние значения и их стандартные ошибки.  
Значимые различия (тест Манна — Уитни): # р < 0,05 и ### p < 0,001 — по сравнению с контролем;  

* р < 0,05, ** р < 0,01 и *** p < 0,001 — по сравнению с нормой

Fig. 1. Numbers of c-fos-positive neurons within the caudal ventrolateral medulla (A), nucleus tractus solitarius (B), 
parabrachial complex (C), locus coeruleus (D), dorsal raphe nucleus (E), and midbrain central gray (F) without 

stimulation (Control) and after colorectal distension (CRD) in healthy (Norm) and colitic rats (Colitis).  
The mean values and their standard errors are shown. Significant differences (Mann — Whitney test): # р < 0.05 
и ### p < 0.001, in comparison to the control; * р < 0.05, ** р < 0.01 и *** p < 0.001, in comparison to the norm
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КРР наблюдалось только в латеральной части 
ЯОТ (p = 0,04, U = 103, тест Манна — Уитни).

У животных с экспериментальным колитом, 
подтвержденным визуальным и микроскопиче-
ским анализом толстой кишки, было отмечено 
существенное по сравнению с нормой усиление 
как фоновой (в отсутствие болевой стимуляции), 
так и вызванной КРР c-fos-синтезирующей ак-
тивности в обеспечивающих висцеросенсорную 
трансмиссию каудальной ВЛРО (рис. 1A), ЯОТ 
(рис. 1B) и парабрахиальном комплексе моста 
(рис. 1С), а также в норадренергическом голубом 
пятне (рис. 1D). При этом было отмечено также 
увеличение оптической плотности иммунопо-
зитивных клеточных ядер в ВЛРО (p = 0,005,  
U = 808, тест Манна — Уитни) и ЯОТ (p < 0,0001, 
U = 502). Эти изменения свидетельствуют о вы-
званных патологией повышении общего уровня 
нейрональной возбудимости указанных струк-
тур и усилении их реактивности к абдоминаль-
ным болевым сигналам, т. е. о развитии в них 
сенситизации. Между тем дорсальное ядро шва 
в условиях кишечного воспаления не проявля-
ло каких-либо выраженных изменений в коли-
честве c-fos-позитивных клеток в покое и не 
реагировало на болевое КРР (рис. 1E). В свою 
очередь, в ЦСВ среднего мозга, демонстриру-
ющем ассоциированное с колитом усиление 
базальной нейрональной экспрессии c-fos, уве-
личение последней после КРР было менее  
выражено, чем в норме (рис. 1F), что может  
указывать на снижение ноцицептивной чувстви-
тельности этой структуры. 

В нейрофизиологических экспериментах  
в каудальной ВЛРО и медиальной части ЯОТ 
продолговатого мозга у здоровых крыс и жи-
вотных с колитом были обнаружены три по-
пуляции нейронов, которые во время ноцицеп-
тивного КРР демонстрировали усиление, 
торможение импульсной активности или от-
сутствие выраженной реакции соответственно. 
Сходные три группы нейронов были зареги-
стрированы в вентролатеральной колонке ЦСВ 
среднего мозга. Среди КРР-реактивных нейро-
нов в ВЛРО преобладали клетки с возбудитель-
ными ответами на КРР (рис. 2A), тогда как  
в ЯОТ нейроны чаще демонстрировали тормоз-
ные реакции на раздражение (рис. 2B). Эти 
статистически значимые различия (p = 0,002, 
точный тест Фишера) могут свидетельствовать 
об исходно разном вкладе этих структур в кон-
троль висцеральной ноцицепции. В свою очередь, 
в ЦСВ здоровых животных преобладали клетки 
с возбудительными ответами на КРР, хотя тор-
мозящиеся нейроны тоже составляли значи-
тельную по численности популяцию (рис. 2C). 

У крыс с колитом в изученных бульбарных 
структурах преобладали возбуждающиеся  
в ответ на КРР нейроны при существенно сни-
женной по сравнению с нормой доле тормозя-
щихся клеток в ВЛРО (рис. 2A) и меньшем 
числе индифферентных к висцеральной ноци-
цепции нейронов в ЯОТ (рис. 2B). При этом  
в обеих областях было отмечено значительное 
усиление возбудительных нейрональных реакций 
на кишечную стимуляцию, что не было харак-
терным для тормозных ответов (рис. 2D, E).  
Эти нейрональные перестройки свидетельству-
ют о вовлечении ВЛРО и ЯОТ в усиленную 
возбуждающую висцеральную ноцицептивную 
трансмиссию при колите. Напротив, в ЦСВ 
среднего мозга при кишечной патологии было 
зарегистрировано сниженное по сравнению  
с нормой количество возбуждающихся и тормо-
зящихся клеток при значительно превосходящей 
доле индифферентных к КРР нейронов (рис. 2C). 
Параллельно ЦСВ животных с колитом  
демонстрировало усиление возбудительных  
и ослабление тормозных изменений в импульсной 
активности при болевом раздражении кишки 
(рис. 2F). Эти данные дополняют результаты 
иммуногистохимических экспериментов и явля-
ются доказательством нарушений нейрональных 
процессов в ЦСВ при кишечной патологии.

В целом полученные нами иммуногистохи-
мические данные согласуются с результатами 
ранее проведенных исследований, продемон-
стрировавших увеличение количества c-fos-
иммунопозитивных нейронов в изученных 
структурах ствола мозга после болевого рас-
тяжения толстой кишки (Lyubashina et al. 2012; 
Mönnikes et al. 2003; Panteleev et al. 2013; Wang 
et al. 2009). Также они соответствуют данным 
других авторов, которые установили ассоции-
рованное с колитом усиление фоновой (базаль-
ной) экспрессии c-fos белков в ЦСВ среднего 
мозга, парабрахиальном комплексе моста, го-
лубом пятне, ЯОТ и каудальной ВЛРО про-
долговатого мозга (Goehler et al. 2005; Lu, West-
lund 2001; Porcher et al. 2004; Zhang et al. 2014). 
Вместе с тем в нашей работе впервые обнаруже-
ны вызванные кишечной патологией изменения 
в уровне c-fos-позитивной реактивности этих 
структур к висцеральным болевым сигналам. 

В свою очередь, полученные нами нейрофи-
зиологические данные о существовании в вис-
церосенсорных областях продолговатого мозга 
групп нейронов, различающихся по характеру 
ответа на болевое колоректальное растяжение, 
согласуются с результатами других исследований, 
продемонстрировавших такие же популяции 
нервных клеток в каудальной ВЛРО (Lyubashina 
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et al. 2016; Ness et al. 1998; Pinto-Ribeiro et al. 2011) 
и ЯОТ (Liu et al. 2014; Panteleev et al. 2021).  
Однако мы впервые обнаружили сходные по 
реакциям на висцеральную боль группы нейро-
нов в ЦСВ среднего мозга и показали, что при 
кишечном воспалении соотношение и функцио- 
нальные характеристики таких нейрональных 
групп не только в бульбарных структурах, но  
и на среднемозговом уровне претерпевают су-
щественные изменения. Имеющиеся к настоя-
щему времени сведения позволяют полагать, 
что выявленные нами перестройки в ноцицеп-
тивных свойствах ЯОТ и ЦСВ могут быть  
связаны с индуцированными висцеральной 
патологией нарушениями локальной глутама-
тергической нейротрансмиссии в этих структу-
рах (Bai et al. 2019; Ko et al. 2020).

Таким образом, проведенные исследования 
впервые продемонстрировали ассоциированное 
с колитом усиление ноцицептивной активации 
висцеросенсорных стволовых структур и ней-
ронов норадренергического голубого пятна 
с параллельным ослаблением реактивности  
к абдоминальной боли таких ключевых образо-
ваний эндогенной антиноцицептивной системы, 
как серотонинергическое дорсальное ядро шва 
и центральное серое вещество среднего мозга. 
В своей совокупности выявленные на супраспи-
нальном уровне изменения могут способствовать 
облегчению проведения висцеральных болевых 
сигналов к вышележащим структурам мозга, 
т. е. лежать в основе патогенеза кишечной ги-
перчувствительности и хронической абдоми-
нальной боли. 

Рис. 2. Процентное соотношение возбуждающихся (Возб), тормозящихся (Торм) в ответ  
на колоректальное растяжение и индифферентных к нему (Индиф) нейронов (верхние графики)  

и амплитуда их ноцицептивных реакций (нижние графики) в вентролатеральной ретикулярной области 
продолговатого мозга (А, D), ядре одиночного тракта (B, E) и центральном сером веществе среднего 
мозга (С, F) у здоровых животных (Норма) и крыс с колитом (Колит). На фрагментах A–C значимые 
различия между нормой и колитом: Х p < 0,05, ХХ p < 0,01 и ХХХ p < 0,001 — для всех типов нейронов  

(тест Хи-квадрат); & p < 0,05 и && p < 0,01 — для двух типов (точный тест Фишера). На фрагментах D–F 
значимые различия со значением в норме (тест Манна — Уитни): * р < 0,05 и ** р < 0,01; показаны средние 

значения и их стандартные ошибки

Fig. 2. Percentages of neurons exhibiting excitatory (Возб), inhibitory (Торм), or no response (Индиф) to colorectal 
distension (upper graphs) and magnitudes of their nociceptive responses (bottom graphs) in the caudal 

ventrolateral medulla (A, D), nucleus tractus solitarius (B, E), and midbrain central gray (C, F) in healthy (Норма) 
and colitic rats (Колит). In A–C, significant differences between the norm and colitis: Х p < 0.05, ХХ p < 0.01  

и ХХХ p < 0.001, for all neuronal types (Chi-square test); & p < 0.05 и && p < 0.01, for two types (Fisher’s exact test).  
In D–F, significant differences between the norm and colitis (Mann — Whitney test): * р < 0.05 и ** р < 0.01;  

the mean values and their standard errors are shown
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