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1. ВВЕДЕНИЕ

Обучение  условно-релекторному  замиранию  (УРЗ)  является  самой 

изучаемой  моделью  исследования  аверсивной  памяти  в  нейробиологии. 

Нейтральный стимул (условный, УС),  обстановка либо конкретный сигнал 

(звук, свет), сочетается несколько раз с повреждающим стимулом, таким как 

электрошок  (безусловный  стимул,  БС).  После  нескольких  сочетаний 

условный стимул начинает предсказывать безусловный стимул и вызывает 

ощущение  страха,  которое  проявляется  в  замирании,  повышении  частоты 

сердечных сокращений и др. (Александров, 2003).

Такая  естественная  адаптивная  реакция  в  дальнейшем  может 

проявляться неадекватно, например, в виде посттравматического стрессового 

расстройства  (ПТСР):  нарушения  эмоционального  статуса  человека  и  его 

реакций на  стрессорные  ситуации.  У человека  причиной развития   ПТСР 

может  стать  острая  психологическая  травма,  вызванная  сильным 

стрессорным  воздействием,  напр.,  пребыванием  на  территории  военных 

действий;  террористическим  актом;  природной  или  техногенной 

катастрофой.  Первичная  реакция  страха  на  определенную  обстановку  в 

случае сильного стресса со временем генерализуется и приводит к высокой 

тревожности и в других обстановках.

В связи с актуальностью этой проблемы все большее  распространение 

получают  исследования  ПТСР  на  лабораторных  животных  в  моделях, 

основанных  на  нанесении  электрокожного  раздражения  (ЭКР)  в  качестве 

стрессорного травмирующего стимула (Сеунг, 2014). Хотя ЭКР и не обладает 

экологической правдоподобностью, он позволяет  воспроизвести некоторые 

важные  особенности  травмирующей  ситуации,  приводящей  к  ПТСР  у 

человека:  непредсказуемость  и  неконтролируемость  ситуации.  В  случае 

применения  ЭКР  стрессорный  стимул  четко  ограничен  во  времени,  что 

облегчает  анализ  дальнейших  нейрохимических,  нейрофизиологических  и 

поведенческих эффектов.  Кроме того, такие модели позволяют варьировать 



степень  стрессорности  эпизода  в  широких  пределах  (от  0.25  мА,  слабое 

воздействие, до 1 мА и больше – сильный стресс). 

Показано, что при обучении УРЗ интенсивность безусловного стимула 

определяет силу аверсивной памяти. Кроме того,  выявлен эффект влияния 

интенсивности безусловного стимула на реконсолидацию, перезаписывание 

следа  памяти  после  напоминания. Сильная  память  условно-рефлекторного 

страха на обстановку, вызванная обучением с сильным током (0.8 мА), не 

нарушалась ингибиторами синтеза белка при напоминании, в то время как 

слабая  память  (0.4  мА)  –  нарушалась  (стиралась).  Это  говорит  различных 

молекулярно-биологических механизмах этих двух версий модели обучения 

(Kwak et al, 2012). Исследование особенностей, лежащих в основе сильной 

стрессорной  памяти,  в  настоящее  время  является  актуальной  задачей 

нейробиологии.

Для  того,  чтобы  выяснить,  какие  структуры  мозга  специфически 

активируются  при  сильном  стрессорном  обучении,  необходимо  выявить 

активность  мозга  мыши  в  больших  популяциях  нейронов.  Такую 

возможность  предоставляет  метод  картирования  по  экспрессии 

индуцируемых  транскрипционных  факторов,  например,  гена  с-fos 

(Александров,  2003).  В  основе  метода  лежит  то,  что  белковые  продукты 

ранних  генов,  синтезированные  в  ответ  на  действующие  на  нейрон  при 

обучении сигналы, запускают транскрипцию так называемых поздних генов, 

приводящую  к  долговременным  изменениям  связей  нейронов  и 

формированию долговременной памяти.  Известно,  что уровень экспрессии 

гена  с-fos  в головном  мозге  мышей,  обученных  в  модели  условно-

рефлекторного  замирания,  выше,  чем  в  мозге  необученных  животных 

(Александров, 2003). 

В настоящей работе экспрессию белка c-Fos при выработке условно-

рефлекторного замирания у мышей на обстановку исследовали с помощью 

метода иммуногистохимии (Коржевский и соавт., 2012) в четырех областях 



мозга: латеральной миндалине, базолатеральной миндалине, зубчатой фасции 

гиппокампа и фронтальной ассоциативной коре.

В  латеральной  миндалине  происходит  интеграция  параметров 

условного  и  безусловного  стимула.  В  латеральной  миндалине  до 

обуславливания  условный  стимул  не  способен  вызвать  реакцию  страха. 

Однако, усиление синаптической передачи условного стимула как результат 

аверсивного обучения позволяет нейронам латеральной миндалины вызывать 

страх, активируя клетки центрального ядра миндалины. 

Базолатеральная  миндалина  необходима  для  переключения  ответов 

латеральной  миндалины  на  центральное  ядро  миндалины  в  ответ  на 

условный  стимул,  так  как  она  получает,  в  том  числе,  проекции  из 

гиппокампа.  Базолатеральная  миндалина  считается  детектором  ошибок 

предсказания при обучении УРЗ (Redondo et al, 2014). 

В  зубчатой  фасции  гиппокампа,  в  отличие  от  базолатеральной 

миндалины, нейроны, кодирующие определенный нейтральный контекст до 

обучения, после обучения условно-рефлекторному страху на этот контекст 

начинают  кодировать  его  аверсивность.  Они  также  могут  присваивать 

контексту  положительную  валентность  после  переобучения  на 

положительный стимул в данном контексте  (Esber, Holland, 2014). 

Фронтальная ассоциативная кора, в отличие, например, от медиальной 

префронтальной  коры,   отвечает  за  интеграцию  условного  стимула  - 

обстановки (от входов периринальной коры) и безусловного стимула (входы 

от инсулярной коры и базолатеральной миндалины) (Nakayama et al, 2015).

Целью работы было сравнить экспрессию немедленного раннего гена 

c-fos в структурах мозга мышей после обучения в слабой и сильной версии 

обучения условно-рефлекторному страху на контекст. 

  В связи с этим были сформулированы следующие задачи:



 1)  обучить  мышей  в  слабой версии  модели условно-рефлекторного 

замирания  на  обстановку  (с  предъявлением  тока  0,5  mA)  и 

иммуногистохимически детектировать, оцифровать и подсчитать количество 

c-Fos-иммунореактивных  клеток   во  фронтальной  ассоциативной  зоне 

неокортекса, латеральном и базолатеральном ядре миндалины и в зубчатой 

фасции гиппокампа;

2)  обучить мышей в  сильной версии модели условно-рефлекторного 

замирания  на  обстановку  (с  предъявлением  тока  1  mA)  и 

иммуногистохимически детектировать, оцифровать и подсчитать количество 

c-Fos-иммунореактивных  клеток   во  фронтальной  ассоциативной  зоне 

неокортекса, латеральном и базолатеральном ядре миндалины и в зубчатой 

фасции гиппокампа. 

 

 



2. МАТРИАЛЫ И МЕТОДЫ

2.1. Подопытные животные

В  эксперименте  использовали  лабораторных  мышей  самцов  линии 

С57BL/6  в  возрасте  2-3  месяца.  Мышей  содержали  в  стандартных 

индивидуально вентилируемых лабораторных клетках (25х40х18,5 см) по  4 

животных.  Мыши  имели  свободный  доступ  к  воде  и  стандартному 

лабораторному  корму.  Световой  день  у  мышей  длился  12  часов. 

Эксперименты проводили в соответствии с требованиями приказа № 267 МЗ 

РФ от 19.06.2013 г., а также требованиями Локального этического комитета 

по  вопросам  биомедицинских  исследований  (НИЦ  «Курчатовский 

институт»).

2.2. Обучение условно-рефлекторному страху на обстановку

Животных  обучали  по  методике  выработки  условно-рефлекторного 

замирания  (УРЗ)  на  обстановку  камеры  (камеры  MED-VFC-SCT-M  Med 

Associates Inc, USA). Животных обучали УРЗ на обстановку и затем через 2 ч 

проводили  забор  мозга  у  части  животных,  а  у  остальных  проводили 

тестирование наличия долговременной памяти через 24 ч после обучения.  

2.2.1. Слабая версия обучения

Сеанс  обучения  продолжался  360  секунд.  Первые  180  секунд мышь 

свободно обследовала камеру. На 181 секунде мышь через электродный пол 

получала три удара током с интервалом 1 мин силой 0.5 мА длительностью 2 

секунды. После этого животное еще 60 секунд находилось в камере. После 

окончания обучения мышей помещали обратно в домашнюю клетку. Перед 

каждым помещением мыши камеру протирали 70% раствором этанола для 

исключения  влияния  запахов  ранее  обученных  животных.  Контрольной 

группе  «слабый  стресс»  предъявляли  только  ток.  Для  минимизации 

ассоциации тока с  обстановкой использовали протокол продолжительностью 



12 сек: 2 сек обследования среды,  три удара током с интервалом 2 сек силой 

0.5 мА длительностью 2 секунды, 2 сек после последнего удара током.

2.2.2. Сильная версия обучения

Сеанс  обучения  продолжался  360  секунд.  Первые  180  секунд мышь 

свободно обследовала камеру. На 181 секунде мышь через электродный пол 

получала три удара током с интервалом 1 мин силой 1 мА длительностью 2 

секунды. После этого животное еще 60 секунд находилось в камере. После 

окончания обучения мышей помещали обратно в домашнюю клетку. Перед 

каждым помещением мыши камеру протирали 70% раствором этанола для 

исключения  влияния  запахов  ранее  обученных  животных.  Контрольной 

группе  «сильный  стресс»  предъявляли  только  ток.  Для  минимизации 

ассоциации тока с  обстановкой использовали протокол продолжительностью 

12 сек: 2 сек обследования среды,  три удара током с интервалом 2 сек силой 

1 мА длительностью 2 секунды, 2 сек после последнего удара током.

2.2.3. Тестирование на обстановку

Тестирование наличия долговременной памяти проводили в обстановке 

обучения через 24 ч.  Сеанс теста продолжался 180 секунд. Перед каждым 

помещением  мыши  камеру  протирали  70%  раствором  этанола  для 

исключения влияния запахов ранее обученных животных. Определяли время 

замирания  мыши  в  процентах  с  помощью  программы  Video  Freeze  Med 

Associates Inc, USA по стандартным параметрам.

2.3. Иммуногистохимия

2.3.1. Приготовление срезов головного мозга

Через  2  ч  после  воздействия  мышам  производили  транспозицию 

шейного позвонка. Отрезали голову и обнажали кости черепа с дорсальной 

стороны  головы  с  помощью  разреза  кожных  покровов  в  сагиттальной 



плоскости.  Далее  кости  черепа  убирали  пинцетом,  затем  головной  мозг 

извлекали  шпателем и замораживали в  парах  жидкого  азота.  Далее  мозги 

помещали в пакетики из фольги и хранили в холодильнике при температуре 

-80 градусов Цельсия (New Brunswick scientific  U410).  Фронтальные срезы 

головного  мозга  толщиной  20  микрометров  изготавливали  с  помощью 

криостата Leica CM1950 (Leica microsystems).  Температура воздуха внутри 

криостата была -16 градусов Цельсия. Изготовленные срезы приклеивали на 

стекла, покрытые, для улучшения адгезии, поли-Л-лизином. Покрытие поли-

L-лизином представляло собой погружение предметных стекол в 4% раствор 

поли-L-лизина в течение пятнадцати минут. Полученные предметные стекла 

со  срезами мозга  хранили при -80.  На полученных препаратах  проводили 

иммуногистохимическое выявление белка c-Fos.

2.3.2. Приготовление растворов 

2.3.2.1. 1x  Phosphate  Buffer  System  (PBS)  -  водный  раствор  солей, 

содержащий 0,866% NaCl,  0,25% Na2HPO4 x  12H2O,  0,047% NaH2PO4 x 

2H2O. pH раствора = 7,4

2.3.2.2. 0,2 % Triton Buffer System (TBS) – 0,2 % раствор Triton X100 в 

1x PBS

2.3.2.3. 4%  водный  раствор  параформальдегида,  приготовленный  на 

водяной бане

2.3.2.4. раствор первичных антител козы против белка c-Fos (goat anti-

c-Fos,  sc-52G,  Santa  Cruz)  в  разведении  1:250,  содержащим  0.01%  азида 

натрия и 2.5% нормальной сыворотки осла в 0,2% TBS.

2.3.2.5. раствор  вторичных  антител  осла  против  белков  козы, 

конъюгированных с  красной флуоресцентной меткой (donkey anti-goat Alexa 

Fluor 568) в разведении 1:400 в 0,2% TBS.

2.3.3. Иммуногистохимическое выявление белка c-Fos



2.3.3.1. Первый день реакции: При иммуногистохимической покраске 

сначала стекла со срезами помещали в гистологический стакан и проводили 

фиксацию  препаратов,  длившуюся  15  минут,  в  4%  растворе 

параформальдегида  при  температуре  4  градуса  Цельсия.  Затем  проводили 

трехкратную промывку 1x раствором PBS (далее в тексте – PBS). После этого 

препараты  устанавливали  в  покровные  пластины  для  иммуногистохимии 

(Thermo  scientific)  и  инкубировали  с  раствором  первичных  антител  козы 

против белка c-Fos (goat anti-c-Fos, sc-52G, Santa Cruz) в разведении 1:250, 

содержащим 0.01% азида натрия и 2.5% нормальной сыворотки осла в 0,2% 

TBS,  в  объеме  100  мкл  на  предметное  стекло  в  течение  12-18  часов  при 

температуре +4C.

2.3.3.2. Второй  день  реакции: После  12-18-часовой  инкубации 

проводили  3  отмывки  от  первичных  антител  0,2%  TBS  по  5  мин.  Затем 

инкубировали  препараты  в  растворе  с  флуоресцентными  вторичными 

антителами  осла  против  белков  козы,  конъюгированных  с   красной 

флуоресцентной меткой (donkey anti-goat Alexa Fluor 568) в разведении 1:400 

в 0,2% TBS по 100 мкл на стекло в течение 2 ч при комнатной температуре. 

Затем  промыли  3  раза  РBS  по  5  мин.  Затем  срезы  мозга  заключали  под 

покровные  стёкла  с  использованием  маунтинга  Fluoromount  (Sigma)  с 

добавлением флуресцентного ядерного морфологического красителя DAPI в 

разведении 1:100. После застывания маунтинга, по кромке покровного стекла 

наносили лак для герметизации образцов. Заключенные срезы хранили при 

температуре 4оC в темноте для последующего микроскопирования.

2.4. Оцифровка срезов

Срезы  сканировали  с  помощью  системы  панорамного  сканирования 

Surveyor/Turboscan  mosaic  imaging  system  (Objective  Imaging  Ltd, 

Великобритания)  на  основе  микроскопа  Olympus  BX50  с  помощью 

воздушного объектива 20х.



2.5. Анализ изображения

Границы  всех  анализируемых  структур  проводили  в  соответствии  с 

атласом мозга мыши (Franklin & Paxinos, 1997) для срезов со следующими 

АР  координатами  («+»  означает,  что  срез  был  расположен  ростральнее 

брегмы, а «-» - каудальнее брегмы): фронтальная кора от АР +3,08 до АР 

+2,58  (Рис.  2.5.1), зубчатая  фасция  гиппокампа,  латеральное  ядро 

миндалины,   базолатеральное ядро миндалины  от AP -1,06 до AP -2,18 (Рис. 

2.5.2).

Рис. 2.5.1. Один из уровней атласа, по которому определяли  расположение фронтальной 

коры – FrA (из Franklin & Paxinos, 1997).

В зубчатой  фасции нейроны,  экспрессирующие с-Fos,  располагались 

преимущественно  в  гранулярном  слое,  поэтому  границу  для  подсчета 

количества ядер с-Fos-позитивных нейронов в этих областях проводили по 

хорошо заметным границам этого слоя.



Рис. 2.5.2. Один из уровней атласа, по которым определяли  расположение зубчатой 

фасции гиппокампа  - GrDG, латерального ядра  миндалины - La и базолатерального ядра 

миндалины - BLA (из Franklin & Paxinos, 1997).

Идентификация АР координаты каждого среза осуществляли с учетом 

расстояния данного среза от ясно видимых анатомических ориентиров, таких 

как  первое  появление  на  срезах  мозолистого  тела  (corpus  callosum)  -  АР 

+1.94,  колена  мозолистого  тела  (genu  corpus  callosum)  -  АР  +1.18,  свода 

(fornix) - АР +0.02, гиппокампа - АР -0.94. Ядерную флуоресцентную окраску 

DAPI  использовали  для  идентификации  границ  исследуемых  структур  на 

каждом срезе. 

Количество с-Fos-позитивных ядер для всех анализируемых структур 

подсчитывали в обоих полушариях мозга.  Индивидуальное значение уровня 

экспрессии  c-Fos  у  данного  животного  в  данной  структуре  и  в  данной 

координатной точке выражалось как число с-Fos-позитивных ядер в 1 мм2.  



4.6. Статистический анализ данных

Статистическая  оценка  поведенческих  данных  осуществлялась  с 

помощью  непараметрического  критерия  Манна-Уитни  и  однофакторного 

параметрического анализа ANOVA в программе  GraphPad Prizm. Различия 

считались достоверными при р<0.05.



3. РЕЗУЛЬТАТЫ

3.1. Поведение животных при обучении условно-рефлекторному 

страху на обстановку

3.1.1. Формирование долговременной памяти в слабой версии 

обучения условно-рефлекторному страху на обстановку

В  эксперименте  исследовали,  приводит  ли  к  формированию 
долговременной  ассоциативной  памяти  обучение  мышей  условно-
рефлекторному замиранию на обстановку при подкреплении слабым током 
силой  0,5  мА.  Долговременную  память  тестировали  через  24  часа  в 
обстановке  обучения.  Регистрировали  время  замирания  в  процентах  в 
течение 3 мин.

Тестирование в обстановке, в которой мышам при обучении наносили 
удары  тока,  выявило  высокий  процент  замираний  у  мышей  группы  с 
сочетанным предъявлением слабого безусловного стимула - электрошока и 
условного  стимула  –  новой  обстановки  –  59,2±7,6  %,  достоверно 
отличающийся  от  показателей  мышей  из  контрольной  группы  только  с 
безусловным стимулом -  слабый электрошок – 25,5±6,7% (p=0,0148)  (Рис. 
3.1.1.). 
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Рисунок 3.1.1.  Процент замирания мышей через 24 ч после обучения в слабой версии 
обучения условно-рефлекторному замиранию на контекст. Группа ассоциативного 

обучения «Слабая версия УРЗ» достоверно отличается по сравнению с  контрольной 
группой «Слабый стресс» (* - p < 0.05).



3.1.2. Формирование долговременной памяти в сильной версии 

обучения условно-рефлекторному страху на обстановку

В  эксперименте  исследовали,  приводит  ли  к  формированию 
долговременной  ассоциативной  памяти  обучение  мышей  условно-
рефлекторному замиранию на обстановку при подкреплении слабым током 
силой 1 мА. Долговременную память тестировали через 24 часа в обстановке 
обучения. Регистрировали время замирания в процентах в течение 3 мин.

Тестирование в обстановке, в которой мышам при обучении наносили 
удары  тока,  выявило  высокий  процент  замираний  у  мышей  группы  с 
сочетанным предъявлением сильного безусловного стимула - электрошока и 
условного стимула - новой обстановки 77, 1±3,9, достоверно отличающийся 
от показателей мышей из группы только с безусловным стимулом – сильный 
электрошок – 36,9 ±5,4% (p=0,0003) (Рис. 3.1.2.).
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Рисунок 3.1.2.  Процент замирания мышей через 24 ч после обучения в сильной версии 
обучения условно-рефлекторному замиранию на контекст. Группа ассоциативного 

обучения «Слабая версия УРЗ» достоверно отличается по сравнению с  контрольной 
группой «Слабый стресс» (* - p < 0.05).

3.1.3. Сравнение уровня замираний в слабой и сильной версии 

обучения условно-рефлекторному страху на обстановку

Сравнивали уровень замирания у мышей, обученных в слабой версии 
УРЗ (0,5 мА) и в сильной версии УРЗ (1 мА), в тесте на обстановку через 24 ч 
после обучения. Регистрировали время замирания в процентах в течение 3 
мин.



Тестирование в обстановке, в которой мышам при обучении наносили 
удары  тока,  выявило  высокий  процент  замираний  как  у  мышей  «слабая 
версия УРЗ», так и у мышей группы «сильная версия УРЗ»,  59.2±7,6% и 77, 
1±3,9, соответственно. Группы достоверно не различались,   p=0,0827 (Рис. 
3.1.3.).
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Рисунок 3.1.3.  Процент замирания мышей через 24 ч после обучения условно-
рефлекторному замиранию на контекст. Группа обучения «Слабая версия УРЗ» 

достоверно не отличается по сравнению с  группой «Сильная версия УРЗ».



3.2. Картирование нейрональной пластичности в мозге мышей по 

экспрессии транскрипционного фактора c-Fos

3.2.1. Плотность с-Fos-иммунореактивных клеток в латеральной 

миндалине

3.2.1.1. Сравнение количества с-Fos+ клеток в латеральной 

миндалине между группами интактного контроля и обучения в слабой 

версии условно-рефлекторного замирания (УРЗ) 

После  обучения  мышей  в  слабой  версии  условно-рефлекторного 

замирания плотность c-Fos-положительных клеток в латеральной миндалине 

достоверно  повышалась  по  сравнению  с  группой  интактного  контроля  из 

домашней клетки: 34,91±2,38 vs 12,36±4,83, соответственно, p=0,0002 (Рис. 

3.2.1.1.).
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Рис. 3.2.1.1. Сравнение плотности c-Fos-положительных клеток в латеральной миндалине 

у интактных животных и после обучения на обстановку с предъявлением 3 ударов тока 

силой 0,5 мА,  * - p≤0,05.



3.2.1.2. Сравнение количества с-Fos+ клеток в латеральной 

миндалине между группами слабого стресса и обучения в слабой версии 

УРЗ 

После  обучения  мышей  в  слабой  версии  условно-рефлекторного 

замирания плотность c-Fos-положительных клеток в латеральной миндалине 

достоверно повышалась по сравнению с группой слабого стресса: 34,91±2,38 

vs 12,93±1,09, соответственно, p=0,0001 (Рис. 3.2.1.2.).
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Рис. 3.2.1.2. Сравнение плотности c-Fos-положительных клеток в латеральной миндалине 

у животных после предъявления 3 ударов тока силой 0,5 мА и после обучения на 

обстановку с предъявлением тока такой же силы, * - p≤0,05. 

3.2.1.3. Сравнение количества с-Fos+ клеток в латеральной 

миндалине между группами интактного контроля и обучения в сильной 

версии УРЗ 

После  обучения  мышей  в  сильной  версии  условно-рефлекторного 

замирания плотность c-Fos-положительных клеток в латеральной миндалине 

достоверно  повышалась  по  сравнению  с  группой  интактного  контроля: 

55,82±2,23 vs 12,36±4,83, соответственно, p<0,0001 (Рис. 3.2.1.3).
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Рис. 3.2.1.3. Сравнение плотности c-Fos-положительных клеток в латеральной миндалине 

у интактных животных и после обучения на обстановку с предъявлением 3 ударов тока 

силой 1 мА,  * - p≤0,05.

3.2.1.4. Сравнение количества с-Fos+ клеток в латеральной 

миндалине между группами сильного стресса и обучения в сильной 

версии УРЗ 

После  обучения  мышей  в  сильной  версии  условно-рефлекторного 

замирания плотность c-Fos-положительных клеток в латеральной миндалине 

достоверно  повышалась  по  сравнению  с  группой  сильного  стресса: 

55,82±2,23 vs 31,23±2,6, соответственно, p<0,0001 (Рис.3. 2.1.4.).
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Рис. 3.2.1.4.  Сравнение плотности c-Fos-положительных клеток в латеральной миндалине 

у животных после предъявления 3 ударов тока силой 1 мА и после обучения на 

обстановку с предъявлением тока такой же силы, * - p≤0,05.



3.2.1.5. Сравнение количества с-Fos+ клеток в латеральной миндалине 

между группами слабого и сильного стресса 

У мышей из группы сильного стресса плотность c-Fos-положительных 

клеток  в  латеральной  миндалине  достоверно  повышалась  по  сравнению с 

группой слабого стресса: 31,23±2,60 vs 12,93±1,09, соответственно, p=0,0005 

(Рис. 3.2.1.5.).
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Рис. 3.2.1.5. Сравнение плотности c-Fos-положительных клеток в латеральной миндалине 

у животных после предъявления 3 ударов тока силой 0,5 мА (слабого стресса) 1 мА 

(сильного стресса) , * - p≤0,05.

3.2.1.6. Сравнение количества с-Fos+ клеток в латеральной 

миндалине между группами обучения в слабой и сильной версии УРЗ 

После  обучения  мышей  в  сильной  версии  условно-рефлекторного 

замирания плотность c-Fos-положительных клеток в латеральной миндалине 

достоверно  повышалась  по  сравнению  со  слабой  версией  условно-

рефлекторного  замирания:  55,82±2,23  vs  34,91±2,38,  соответственно, 

p=0,0002  (Рис. 3.2.1.6.). 
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Рис. 3.2.1.6. Сравнение плотности c-Fos-положительных клеток в латеральной миндалине 

после обучения на обстановку с предъявлением 3 ударов тока силой 0,5 мА (слабая версия 

УРЗ) либо 1 мА (сильная версия УРЗ),  * - p≤0,05.



3.2.2. Плотность с-Fos-иммунореактивных клеток в 

базолатеральной миндалине

3.2.2.1. Сравнение количества с-Fos+ клеток в базолатеральной 

миндалине между группами интактного  контроля и обучения в слабой 

версии УРЗ 

После  обучения  мышей  в  слабой  версии  условно-рефлекторного 

замирания  плотность  c-Fos-положительных  клеток  в  базолатеральной 

миндалине достоверно повышалась по сравнению с интактными животными: 

21,78±3,81 vs 6,84±0,25, соответственно, p=0,009 (Рис. 3.2.1.1.).
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Рис. 3.2.1.1. Сравнение плотности c-Fos-положительных клеток в базолатеральной 

миндалине у интактных животных и после обучения на обстановку с предъявлением 3 

ударов тока силой 0,5 мА,  * - p≤0,05.

3.2.2.2. Сравнение количества с-Fos+ клеток в базолатеральной 

миндалине между группами слабого стресса и обучения в слабой версии 

УРЗ 

После  обучения  мышей  в  слабой  версии  условно-рефлекторного 

замирания  плотность  c-Fos-положительных  клеток  в  базолатеральной 

миндалине достоверно не отличалась от группы слабого стресса: 21,78±3,81 

vs 16,50±1,78, соответственно, p=0,22 (Рис. 3.2.2.2.).
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Рис. 3.2.2.2. Сравнение плотности c-Fos-положительных клеток в базолатеральной 

миндалине у животных после предъявления 3 ударов тока силой 0,5 мА и после обучения 

на обстановку с предъявлением тока такой же силы.

3.2.2.3. Сравнение количества с-Fos+ клеток в базолатеральной 

миндалине между группами интактного контроля и обучения в сильной 

УРЗ 

После  обучения  мышей  в  сильной  версии  условно-рефлекторного 

замирания  плотность  c-Fos-положительных  клеток  в  базолатеральной 

миндалине  достоверно  повышалась  по  сравнению  с  группой  сильного 

стресса: 33,13±4,07 vs 6,84±0,25, соответственно, p=0,0002 (Рис. 3.2.2.3.).
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Рис. 3.2.2.3. Сравнение плотности c-Fos-положительных клеток в базолатеральной 

миндалине у интактных животных и после обучения на обстановку с предъявлением 3 

ударов тока силой 1 мА,  * - p≤0,05.



3.2.2.4. Сравнение количества с-Fos+ клеток в базолатеральной 

миндалине между группами сильного стресса и обучения в сильной 

версии УРЗ 

У мышей из группы сильного стресса плотность c-Fos-положительных 

клеток в базолатеральной миндалине достоверно повышалась по сравнению с 

группой  обучения  в  сильной  версии  УРЗ:  45,44±1,49  vs  33,13±4,07, 

соответственно, p=0,01 (Рис. 3.2.2.4.).
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Рис. 3.2.2.4. Сравнение плотности c-Fos-положительных клеток в базолатеральной 

миндалине у животных после предъявления 3 ударов тока силой 1 мА и после обучения на 

обстановку с предъявлением тока такой же силы, * - p≤0,05.

3.2.2.5. Сравнение количества с-Fos+ клеток  в базолатеральной 

миндалине между группами слабого стресса и сильного стресса 

У мышей из группы сильного стресса плотность c-Fos-положительных 

клеток в базолатеральной миндалине достоверно повышалась по сравнению с 

группой слабого стресса (45,44±1,49 vs 16,50±1,78, соответственно, p<0,0001 

(Рис. 3.2.2.5.).
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Рис. 3.2.2.5. Сравнение плотности c-Fos-положительных клеток в базолатеральной 

миндалине у животных после предъявления 3 ударов тока силой 0,5 мА (слабого стресса) 

1 мА (сильного стресса) , * - p≤0,05.

3.2.2.6. Сравнение количества с-Fos+ клеток в базолатеральной 

миндалине между группами обучения в слабой и сильной версии УРЗ 

После  обучения  мышей  в  сильной  версии  условно-рефлекторного 

замирания  плотность  c-Fos-положительных  клеток  в  базолатеральной 

миндалине  достоверно  повышалась  по  сравнению  с  группой  обучения  в 

слабой  версии:  33,13±4,07  vs  21,78±3,81,  соответственно,  p=0,02  (Рис. 

3.2.2.6.).
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Рис. 3.2.2.6.  Сравнение плотности c-Fos-положительных клеток в базолатеральной 

миндалине после обучения на обстановку с предъявлением 3 ударов тока силой 0,5 мА 

(слабая версия УРЗ) либо 1 мА (сильная версия УРЗ),  * - p≤0,05.

 



3.2.3. Плотность с-Fos-иммунореактивных клеток в зубчатой 

фасции гиппокампа   

     

3.2.3.1.  Сравнение  количества  с-Fos+  клеток  в  зубчатой  фасции 

между группами интактного контроля и обучения в слабой версии УРЗ 

После  обучения  мышей  в  слабой  версии  условно-рефлекторного 

замирания  на  контекст  плотность  c-Fos-положительных клеток  в  зубчатой 

фасции достоверно повышалась по сравнению с интактными животными из 

домашней клетки: 95,77±10,75 vs 38,05±5,79, соответственно, p=0,0004 (Рис. 

3.2.3.1.).
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Рис. 3.2.3.1. Сравнение плотности c-Fos-положительных клеток в зубчатой фасции у 

интактных животных и после обучения на обстановку с предъявлением 3 ударов тока 

силой 0,5 мА,  * - p≤0,05.

3.2.3.2. Сравнение количества с-Fos+ клеток в зубчатой фасции 

между группами слабого стресса и обучения в слабой версии УРЗ 

После  обучения  мышей  в  слабой  версии  условно-рефлекторного 

замирания  плотность  c-Fos-положительных  клеток  в  зубчатой  фасции 

достоверно  повышалась  по  сравнению  с  животными  из  группы  слабого 

стресса: 95,77±10,75 vs 40,92±7,04, соответственно, p=0,0006 (Рис. 3.2.3.2.).
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Рис. 3.2.3.2. Сравнение плотности c-Fos-положительных клеток в зубчатой фасции у 

животных после предъявления 3 ударов тока силой 0,5 мА и после обучения на 

обстановку с предъявлением тока такой же силы,  * - p≤0,05.

3.2.3.3. Сравнение количества с-Fos+ клеток в зубчатой фасции 

между группами интактного контроля и обучения в сильной версии УРЗ

После  обучения  мышей  в  сильной  версии  условно-рефлекторного 

замирания  на  контекст  плотность  c-Fos-положительных клеток  в  зубчатой 

фасции достоверно повышалась по сравнению с интактными животными из 

домашней клетки: 92,58±8,54 vs 38,05±5,79, соответственно,  p=0,0006 (Рис. 

3.2.3.3.).
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Рис. 3.2.3.3. Сравнение плотности c-Fos-положительных клеток в зубчатой фасции у 

интактных животных и после обучения на обстановку с предъявлением 3 ударов тока 

силой 1 мА,  * - p≤0,05.



3.2.3.4. Сравнение количества с-Fos+ клеток  в зубчатой фасции между 

группами сильного стресса и обучения в сильной версии УРЗ

После  обучения  мышей  в  сильной  версии  условно-рефлекторного 

замирания  на  контекст  плотность  c-Fos-положительных клеток  в  зубчатой 

фасции  не  отличалась  достоверно  по  сравнению с  животными из  группы 

сильного  стресса:  92,58±8,54  vs  107,1±6,14,  соответственно,  p=0,22  (Рис. 

3.2.3.4. ).
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Рис. 3.2.3.4. Сравнение плотности c-Fos-положительных клеток в зубчатой фасции у 

животных после предъявления 3 ударов тока силой 1 мА и после обучения на обстановку 

с предъявлением тока такой же силы.

3.2.3.5. Сравнение количества с-Fos+ клеток в зубчатой фасции 

между группами слабого стресса и сильного стресса 

У  животных  из  группы  сильного  стресса  количество  c-Fos-

положительных  клеток  в  зубчатой  фасции  достоверно  повышалась  по 

сравнению  с  животными  из  группы  слабого  стресса:  107,1±6,138  vs 

40,92±7,04, соответственно, p=0,0001 (Рис. 3.2.3.5.).
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Рис. 3.2.3.5.  Сравнение плотности c-Fos-положительных клеток в зубчатой фасции у 

животных после предъявления 3 ударов тока силой 0,5 мА (слабого стресса) 1 мА 

(сильного стресса) , * - p≤0,05.

3.2.3.6. Сравнение количества с-Fos+ клеток в зубчатой фасции 

между группами обучения в слабой версии и сильной версии УРЗ

После  обучения  мышей  в  сильной  версии  условно-рефлекторного 

замирания  плотность  c-Fos-положительных  клеток  в  зубчатой  фасции  не 

отличалась достоверно по сравнению с группой обучения в слабой версии: 

92,58±8,538 vs 95,77±10,75, соответственно, p=0,78 (Рис. 3.2.3.6.).
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Рис. 3.2.3.6. Сравнение плотности c-Fos-положительных клеток в зубчатой фасции после 

обучения на обстановку с предъявлением 3 ударов тока силой 0,5 мА (слабая версия УРЗ) 

либо 1 мА (сильная версия УРЗ).



3.2.4. Плотность с-Fos-иммунореактивных клеток во фронтальной 

ассоциативной коре

3.2.4.1. Сравнение количества c-Fos+ клеток во фронтальной 

ассоциативной коре между группами интактного контроля и обучения в 

слабой версии УРЗ

После  обучения  мышей  в  слабой  версии  условно-рефлекторного 

замирания  плотность  c-Fos-положительных  клеток  во  фронтальной 

ассоциативной коре достоверно повышалась  по сравнению  с  интактными 

животными из  домашней клетки:  6,531±0,39  vs  2,44±0,52,  соответственно, 

p=0,002 (Рис. 3.2.4.1.).
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Рис. 3.2.4.1. Сравнение плотности c-Fos-положительных клеток во фронтальной 

ассоциативной коре у интактных животных и после обучения на обстановку с 

предъявлением 3 ударов тока силой 0,5 мА,  * - p≤0,05.

3.2.4.2.  Сравнение  количества  c-Fos+  клеток  во  фронтальной 

ассоциативной  коре  между  группами  слабого  стресса  и  обучения  в 

слабой версии УРС 

После  обучения  мышей  в  слабой  версии  условно-рефлекторного 

замирания  плотность  c-Fos-положительных  клеток  во  фронтальной 

ассоциативной коре не отличалось достоверно по сравнению с  животными 

из  группы слабого стресса: 6,531±0,39 vs 5,57±0,29, соответственно, p=0,29 

(Рис. 3.2.4.2.).
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Рис. 3.2.4.2. Сравнение плотности c-Fos-положительных клеток во фронтальной 

ассоциативной коре у животных после предъявления 3 ударов тока силой 0,5 мА и после 

обучения на обстановку с предъявлением тока такой же силы.

3.2.4.3. Сравнение количества c-Fos+ клеток во фронтальной 

ассоциативной коре между группами интактного контроля и обучения в 

сильной версии УРЗ 

После  обучения  мышей  в  сильной  версии  условно-рефлекторного 

замирания  плотность  c-Fos-положительных  клеток  во  фронтальной 

ассоциативной  коре  достоверно  повышалась  по  сравнению  с  интактными 

животными из  домашней клетки:  13,33±0,83  vs  2,44±0,52,  соответственно, 

p<0,0001 (Рис. 3.2.4.3.). 
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Рис. 3.2.4.3. Сравнение плотности c-Fos-положительных клеток во фронтальной 

ассоциативной коре у интактных животных и после обучения на обстановку с 

предъявлением 3 ударов тока силой 1 мА,  * - p≤0,05.



3.2.4.4. Сравнение количества c-Fos+ клеток во фронтальной 

ассоциативной коре между группами сильного стресса и обучения в 

сильной версии УРЗ

После  обучения  мышей  в  сильной  версии  условно-рефлекторного 

замирания  плотность  c-Fos-положительных  клеток  во  фронтальной 

ассоциативной коре достоверно повышалась по сравнению с животными из 

группы  сильного  стресса:  13,33±0,83  vs  4,4±0,3,  соответственно,  p<0,0001 

(Рис. 3.2.4.4.). 
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Рис. 3.2.4.4. Сравнение плотности c-Fos-положительных клеток во фронтальной 

ассоциативной коре у животных после предъявления 3 ударов тока силой 1 мА и после 

обучения на обстановку с предъявлением тока такой же силы,  * - p≤0,05.

3.2.4.5. Сравнение количества c-Fos+ клеток во фронтальной 

ассоциативной коре между группами сильного стресса и слабого стресса 

У мышей из группы сильного стресса плотность c-Fos-положительных 

клеток  во  фронтальной  ассоциативной  коре  не  отличалась  достоверно  по 

сравнению с животными из группы слабого стресса: 4,399±0,30 vs 5,57±0,29, 

соответственно, p=0,25 (Рис. 3.2.4.5.). 
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Рис. 3.2.4.5. Сравнение плотности c-Fos-положительных клеток во фронтальной 

ассоциативной коре у животных после предъявления 3 ударов тока силой 0,5 мА (слабого 

стресса) 1 мА (сильного стресса).

3.2.4.6. Сравнение количества c-Fos+ клеток во фронтальной 

ассоциативной коре между группами сильного обучения и слабого 

обучения

После  обучения  мышей  в  сильной  версии  условно-рефлекторного 

замирания  плотность  c-Fos-положительных  клеток  во  фронтальной 

ассоциативной коре достоверно повышалась по сравнению с группой слабого 

обучения: 13,33±0,83 vs 6,53±0,39, соответственно, p<0,0001 (Рис. 3.2.4.6.).
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Рис. 3.2.4.6.  Сравнение плотности c-Fos-положительных клеток в зубчатой фасции после 

обучения на обстановку с предъявлением 3 ударов тока силой 0,5 мА (слабая версия УРЗ) 

либо 1 мА (сильная версия УРЗ), * - p≤0,05.



3.2.5. Сводные графики количества с-Fos+ клеток по структурам  во всех 

экспериментальных группах
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Рис. 3.2.5.1. Сравнение плотности c-Fos-положительных клеток в латеральной миналине. 

p ≤0,05 между группами: @ – интактный контроль и слабая версия УРЗ; # – слабый стресс 

и слабая версия УРЗ; $ – слабая версия УРЗ и сильная версия УРЗ; & – слабый стресс и 

сильный стресс; € – интактная группа и сильная версия УРЗ, * – сильный стресс и сильная 

версия УРЗ. 
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Рис. 3.2.5.2. Сравнение плотности c-Fos-положительных клеток в базолатеральной 

миндалине. p ≤0,05 между группами: @ – интактный контроль и слабая версия УРЗ; #  – 

слабый стресс и сильный стресс; $ - сильный стресс и сильная версия УРЗ, & –  интактная 

группа и сильная версия УРЗ. 
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Рис. 3.2.5.3. Сравнение плотности c-Fos-положительных клеток в зубчатой фасции 

гиппокампа. p ≤0,05 между группами: @ – интактный контроль и слабая версия УРЗ; # – 

слабый стресс и слабая версия УРЗ; $ – интактная группа и сильная версия УРЗ.
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Рис. 3.2.5.4. Сравнение плотности c-Fos-положительных клеток во фронтальной 

ассоциативной коре. p ≤0,05 между группами: @ – интактный контроль и слабая версия 

УРЗ; # – слабая версия УРЗ и сильная версия УРЗ; $ – интактная группа и сильная версия 

УРЗ, & – сильный стресс и сильная версия УРЗ. 



4. ОБСУЖДЕНИЕ

В  настоящей  работе  проведено  сравнение  экспрессию немедленного 

раннего  гена  c-fos  во  фронтальной  ассоциативной  зоне  неокортекса, 

латеральном  и  базолатеральном  ядре  миндалины  и  в  зубчатой  фасции 

гиппокампа мозга мышей после обучения в слабой (0,5 мА) и сильной (1 мА) 

версии обучения условно-рефлекторному страху на контекст. 

Поведение  животных  в  тесте  на  долговременную  память  после 

обучения в слабой и сильной версии УРЗ было почти одинаковым: процент 

времени замирания этих групп не различался. Известно, что сила памяти в 

этой  модели  обучения  зависит  от  силы  тока  (Kwak  et  al,  2012).  В 

предварительном поведенческом эксперименте  (здесь  не приводится)  нами 

было показано,  что при обучении с еще меньшей силой тока -  0,25 мА у 

мышей  формировалась  долговременная  память,  но  она  достоверно  не 

отличалась от уровня замирания группы, которой предъявляли только ток. 

Кроме того, в дальнейшем планируется исследование эффектов ингибиторов 

синтеза белка и ДНК, введенных перед обучением либо перед напоминанием. 

Эти ингибиторы в сильной версии УРЗ, как было показано в лаборатории 

ранее, снижали процент замирания до 25-40%. В версии УРЗ с 0,25 мА было 

бы  трудно  выявить  эффекты  нарушения  памяти  ингибиторами.  В  работе 

Kwak  et  al.  (2012)  было  обнаружено  различие  молекулярных  механизмов, 

обеспечивающих долговременную память об опасном контексте в версиях со 

слабым током 0,4 мА и с сильным током 0,8 мА. Поэтому, не смотря на то, 

что поведенческих различий между двумя версиями обучения в нашей работе 

обнаружено  не  было,  мы  провели  картирование  структур,  которые 

активировались в мозге мышей в слабой и сильной версии УРЗ.

Мы обнаружили, что обучение в слабой версии условно-рефлекторного 

замирания  на  обстановку  индуцировало  повышение  экспрессии  c-Fos  в 

латеральной миндалине и  в зубчатой фасции гиппокампа по сравнению с 



интактной группой, а также по сравнению с несочетанным предъявлением 

слабого  тока.  Это  согласуется  с  данными  литературы  для  латеральной 

миндалины  и  подтверждает  недавно  выявленную  роль  интегратора 

информации при обучении УРЗ для зубчатой фасции гипокампа  (Redondo et 

al,  2014).  До  этого,  как  правило,  активацию зубчатой  фасции гиппокампа 

связывали  только  с  различением  сходных  контекстов  и  пространственной 

памятью.

 Мы показали, что обучение в сильной версии условно-рефлекторного 

замирания  индуцировало  повышение  экспрессии  c-Fos  в  латеральной 

миндалине  и  во  фронтальной  коре  по  сравнению  с  несочетанным 

предъявлением сильного тока. Активация экспрессии  c-Fos  во фронтальной 

коре  согласуется  с  данными  Nakayama  et  al.  (2015),  где  была  выявлена 

критическая роль фронтльной коры для интеграции информации об условном 

и безусловном стимуле и показано повышение экспрессии другого раннего 

гена – arc/arg3.1 в  этой структуре.  Интересно,  что  в  данной работе  роль 

фронтальной ассоциативной коры как интегратора информации показали в 

модели обучения с сильным подкреплением – три предъявления тока силой 1 

мА, таким же, как в нашей работе. Полученные нами данные предполагают, 

что если бы авторы взяли в качестве экспериментальной модели обучения 

слабую версию УРЗ с  током 0,5  мА,  они  получили бы противоположные 

выводы.  Данное  предположение  требует  дальнейшей  экспериментальной 

проверки с введением ингибиторов синтеза белка локально, во фронтальную 

ассоциативную  кору,  в  параллельном  эксперименте  со  слабой  и  сильной 

версией УРЗ.

Неожиданным фактом оказалось то, что у мышей из группы сильного 
стресса уровень экспрессии c-Fos в базолатеральной миндалине был выше, 
чем в группе обучения в сильной версии УРЗ.   Этот факт можно объяснить 
тем,  что базолатеральная  миндалина является  структурой,  в  которой ,  как 
было недавно предположено, происходит сравнение ожидаемых параметров 
среды  с  входящей  информацией  (Esber,  Holland,  2014).  Сильный 
неизбегаемый стресс в таком случае будет в большей степени непредсказуем 



и  вызовет  активацию  большего  числа  нейронов  в  базолатеральной 
миндалине.

Интересен  и  примечателен  тот  факт,  что  предъявление  сильного 

стресса приводило к повышению уровня экспрессии c-Fos по сравнению с 

группой  слабого  стресса  не  во  всех  структурах.  Во  фронтальной 

ассоциативной  коре  увеличения  экспрессии  не  наблюдалось.  Это 

предполагает,  что  экспрессия  c-Fos отражает  усиление  метаболических 

потребностей  нейронов,  длительно  электрофизиологически  активных  во 

время  воздействия,  а  является  маркером  долговременной  пластичности  в 

нейронных  сетях,  когда  животные  испытывают  субъективную  новизну  и 

рассогласование  (Александров, 2003).  

При ассоциативном обучении повышение уровня экспрессии c-Fos  в 

сильной  версии  УРЗ  по  сравнению  со  слабой  версией  УРЗ  также 

наблюдалось  не  во  всех  исследованных  структурах.  В  зубчатой  фасции 

гиппокампа увеличения экспрессии не наблюдалось. Можно предположить, 

что  процессы  интеграции  информации  конкурентно  распределены  между 

гиппокампом  и  корой.  В  сильной   версии  обучения  преимущественно 

активируется  фронтальная  ассоциативная  зона  неокортекса,  а  в  слабой  – 

достаточно  интеграции  на  уровне  зубчатой  фасции  гиппокампа.  Данное 

предположение требует дальнейшей экспериментальной проверки.

Таким  образом,  в  настоящей  работе  при  сравнении  экспрессии 

немедленного  раннего  гена  c-fos  в  различных  структурах  мозга  у  мышей 

после обучения в слабой и сильной версии обучения условно-рефлекторному 

страху  на  контекст  впервые  было  показано  специфическое  вовлечение 

фронтальной ассоциативной коры при формировании сильной стрессорной 

ассоциации с определенной обстановкой. Полученные данные могут пролить 

свет на механизмы развития посттравматичского стрессового расстройства у 

человека.



5. ВЫВОДЫ

1. После обучения в слабой версии условно-рефлекторного замирания 

на обстановку уровень замирания у мышей в тесте через 24 ч не отличался по 

сравнению с мышами, обученными в сильной версии этой модели.

2.  Обучение  в  слабой  версии  условно-рефлекторного  замирания  на 

обстановку  индуцировало  повышение  экспрессии  c-Fos  в  латеральной 

миндалине и  в зубчатой фасции гиппокампа по сравнению с несочетанным 

предъявлением слабого тока. 

3. Обучение в сильной версии условно-рефлекторного замирания  на 

обстановку  индуцировало  повышение  экспрессии  c-Fos  в  латеральной 

миндалине  и  во  фронтальной  коре  по  сравнению  с  несочетанным 

предъявлением сильного тока. 

4. У мышей из группы сильного стресса уровень экспрессии c-Fos в 

базолатеральной  миндалине  был  выше,  чем в  группе  обучения  в  сильной 

версии УРЗ. 

5.  Предъявление  сильного  стресса  приводило  к  повышению  уровня 

экспрессии  c-Fos  по  сравнению  с  группой  слабого  стресса  во  всех 

исследованных структурах, кроме фронтальной ассоциативной коры.

6.  Обучение  в  сильной  версии  условно-рефлекторного  замирания 

приводило к повышению уровня экспрессии c-Fos по сравнению с группой 

слабого обучения в слабой версии УРЗ во всех исследованных структурах, 

кроме зубчатой фасции гиппокампа. 
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