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Введение. Холестаз (застой желчи) известен как тяжелое осложнение многих заболеваний печени и 
желчевыводящих путей. При этом происходит нарушение оттока желчи из печени в двенадцатиперстную 
кишку, сопровождающееся нарушениями пищеварения (особенно липидов) и избыточным поступлением ком-
понентов желчи (билирубин, желчные кислоты, холестерин) в кровь, а затем и в мозг. Это вызывает нару-
шение строения и функции головного мозга. Представляло интерес выяснение молекулярных механизмов 
нарушений, в частности участие белка с-fos и кальбиндина в механизмах адаптации нейронов поясной коры 
к холестазу.

Цель исследования – оценить влияние холестаза на содержание белка c-fos и кальбиндина в нейронах 
поясной коры крысы.

Материал и методы. Объектом исследования являлись нейроны мелкоклеточного и крупноклеточного 
слоев переднего отдела поясной коры мозга крыс на 2, 5, 10, 20, 45 и 90-е сутки после перевязки/перерезки 
у них общего желчного протока (ОЖП) или ложной операции (контроль). Использовали гистологический, 
иммуногистохимический, морфометрический, статистический методы.

Результаты. Увеличение количества нейронов с высокой иммунореактивностью с-fos наблюдается 
уже на ранних сроках холестаза, достигая максимума к 5-м суткам и сохраняясь значительно повышенным 
на 10–20-е сутки (пик холестаза), а затем постепенно снижается при устранении холестаза. Содержа-
ние кальбиндина в нейронах обоих слоев поясной коры мозга крысы значительно возрастает на 10-е и 20-е 
сутки, затем снижается на 45-е сутки. В отдаленные сроки на 90-е сутки содержание c-fos и кальбиндина  
в нейронах поясной коры нормализуется (не отличается от контроля).

Заключение. При холестазе возрастает число нейронов мелкоклеточного и крупноклеточного слоев  
поясной коры крыс с повышенной иммунореактивностью белка c-fos и кальбиндина.
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Background. Cholestasis (bile stagnation) is known as a severe complication of many diseases of the liver and 
biliary tract. It occurs when the flow of bile from the liver into the duodenum is impaired resulting in digestive disorders 
(especially those of lipid metabolism) and accumulation of bile components (bilirubin, bile acids, cholesterol) in blood 
and then in the brain, the latter inducing the disturbances in the brain structure and functions. It was of interest to 
clarify the molecular mechanisms of the disorders, in particular the roles of c-fos protein and calbindin in the adaptation 
mechanisms of cingulate cortex neurons to cholestasis.

Objective. To evaluate the effect of cholestasis on the content of c-fos protein and calbindin in neurons of the rat 
cingulate cortex.

Material and methods. The object of the study were neurons of the small-cell and large-cell layers of the 
anterior cingulate cortex of the rat brain on days 2, 5, 10, 20, 45 and 90 after ligation/transection of the common  
bile duct (CBD) or sham surgery (a control group). Histological, immunohistochemical, morphometric and statistical 
methods were used.

Results. An increase in the number of neurons with high c-fos immunoreactivity is observed even at early stages of 
cholestasis, reaching its maximum by the 5th day and remaining significantly elevated on the 10th-20th days (the peak 
of cholestasis), the number gradually decreasing with the elimination of cholestasis. The content of calbindin in neurons 
of both cingulate cortex layers of the rat brain increases significantly on the 10th and 20th days, then decreases on the 
45th day. On the 90th day, the contents of c-fos and calbindin in neurons of the cingulate cortex normalize (do not differ 
from that of control).

Conclusion. Cholestasis is marked by the growth in the number of neurons with increased immunoreactivity of c-fos 
protein and calbindin in the small-cell and large-cell layers of the rat cingulate cortex.
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Введение

Холестаз (застой желчи) известен как тяже-
лое осложнение многих заболеваний печени и 
желчевыводящих путей. При этом происходит 
нарушение оттока желчи из печени в двенад-
цатиперстную кишку, сопровождающееся нару-
шениями пищеварения (особенно липидов) и 
избыточным поступлением компонентов желчи 
(билирубин, желчные кислоты, холестерин) в 
кровь, а затем и в мозг. Данной патологией стра-
дает более 10% населения планеты [1]. При этом 
могут нарушаться строение и функции головного 
мозга [2]. Когнитивные нарушения являются ча-
стым осложнением заболеваний печени у людей 
и животных [3]. У детей и взрослых с дисфунк-
цией печени наблюдались нарушения коэффи-
циента интеллекта, обучения и памяти, а также 
зрительно-пространственных функций. Крысы с 
холестазом хуже справляются с прохождением 
водного лабиринта Морриса, у них отмечается 
пассивность и нарушение памяти узнавания [4]. 

Известно, что в выполнении когнитивных 
функций принимает участие поясная кора, кото-
рая является частью лимбической системы и яв-
ляется переходной между филогенетически но-
вой (неокортекс) и старой (аллокортекс) корой. 

В предварительных исследованиях нами 
установлено, что холестаз вызывает значитель-
ные структурные нарушения и гибель нейронов 
поясной коры [5]. Представляло интерес выясне-
ние молекулярно-генетических механизмов этих 
нарушений, в частности участие белка с-fos, ко-
дируемого геном быстрого реагирования С-fos, 
который быстро экспрессируется в нейронах, в 
ответ на различные стимулы и отражает функ-
циональную активность нейронов.  Известно, что 
повышение концентрации ионов кальция, вызы-
вает индукцию гена С-fos [6]. В связи с этим было 
интересно параллельно изучить при холестазе в 
нейронах поясной коры и кальций-связывающий 
белок кальбиндин, поддерживающий кальцие-
вый гомеостаз, необходимый для нормального 
функционирования нейронов [7].

Цель исследования – оценить влияния хо-
лестаза на содержание белка c-fos и кальбинди-
на в нейронах поясной коры крысы.

Материал и методы

Дизайн исследования. Проведено экспе-
риментальное одноцентровое проспективное 

выборочное контролируемое исследование. 
Общее количество животных в эксперименте 
составило 220 самцов беспородных белых крыс 
массой 225±25 граммов. Гибель животных от 
холестаза во все сроки составила 67,2%. Наи-
большая смертность животных наблюдалась на 
3–5-е сутки и на 21–25-е сутки после операции; 
после 30 суток животные не погибали. В работе 
использованы 72 выжившие беспородные белые 
крысы-самцы массой 225±25 г (по 6 животных в 
6 опытных и 6 контрольных группах). Животных 
содержали в стандартных условиях вивария 
Гродненского государственного медицинского 
университета, в индивидуальных клетках со сво-
бодным доступом к воде и полноценной пище. 
В контрольных группах проводили ложную опе-
рацию с сохранением физиологического тока 
желчи в двенадцатиперстную кишку на протяже-
нии всего эксперимента. В опытных группах для 
моделирования подпеченочного холестаза ис-
пользовали перерезку общего желчного протока 
(ОЖП) между двумя лигатурами на 2–3 мм ниже 
места слияния печеночных протоков.

Условия проведения. Исследование прово-
дилось на базе кафедры гистологии, цитологии 
и эмбриологии Гродненского государственного 
медицинского университета.

Продолжительность исследования. После 
операции в утренние часы через 2, 5, 10, 20, 45 и 
90 суток опытных и контрольных животных син-
хронно выводили из эксперимента путем дека-
питации, предварительно усыпив парами эфира.

Описание медицинского вмешательства. 
Для моделирования подпеченочного холестаза 
использовали перерезку общего желчного про-
тока (ОЖП) между двумя лигатурами на 2–3 мм 
ниже места слияния печеночных протоков по ме-
тоду Л. С. Кизюкевича [8]. Выбор уровня пере-
вязки/перерезки обусловлен тем, что перевязка 
выше этого уровня может не приводить к пол-
ному холестазу, а ниже него в общий желчный 
проток впадают многочисленные протоки подже-
лудочной железы, перевязка которых приводит 
к развитию панкреатита и быстрой гибели всех 
животных [9]. Животным контрольной группы 
проводили ложную операцию (лапаротомию с 
сохранением физиологического тока желчи). 
Тяжесть холестаза контролировали по резуль-
татам биохимического анализа крови животных 

Автор, ответственный за переписку
Климуть Татьяна Викторовна, Гродненский государствен-

ный медицинский университет, e-mail: klimuts@yandex.ru

Corresponding author:
Klimut Tatyana V., Grodno State Medical University, e-mail: 

klimuts@yandex.ru

Для цитирования: C-fos и кальбиндин в нейронах  
поясной коры мозга крысы при холестазе / Т. В. Климуть,  
А. В. Заерко, С. В. Емельянчик, С. М. Зиматкин // Гепатология 
и гастроэнтерология. 2025. Т. 9, № 2. С. 128-134. https://doi.
org/10.25298/2616-5546-2025-9-2-128-134

For citation: Klimuts TV, Zaerko AV, Emelyanchik SV, 
Zimatkin SM. C-fos and calbindin in the cingulate cortex neurons 
of the rat brain at cholestasis. Hepatology and Gastroenterology. 
2025;9(2):128-134. https://doi.org/10.25298/2616-5546-2025-9-2-
128-134

Оригинальные  исследования



130 Hepatology and  Gastroenterology  № 2, 2025   

(содержание билирубина, холестерина, желчных 
кислот) [2]. 

Для исследования брали кусочки передне-
го отдела больших полушарий головного мозга 
на 2, 5, 10, 20, 45 и 90-е сутки после операции, 
фиксировали их в жидкости Карнуа при 4ºС  
(на ночь), а затем обезвоживали и заключали  
в парафин. Фронтальные срезы толщиной  
7 мкм готовили с помощью микротома (LeicaRM 
2125 RTS, Германия) и монтировали на пред-
метные стекла. Срезы обрабатывали согласно 
протоколу иммуноцитохимической реакции для 
световой микроскопии [10].

Для выявления С-fos применяли первичные 
поликлональные кроличьи антитела Anti- С-fos 
antibody фирмы Abcam (Великобритания, ката-
ложный номер ab. 209794) в разведении 1:1000 
(выбрано как оптимальное) при +4ºС, экспозиция 
20 часов, во влажной камере. Для выявления 
кальбиндина-D28K применяли первичные поли-
клональные кроличьи антитела фирмы Abcam 
(Великобритания, каталожный номер ab. 11426) 
в разведении 1:1200 (выбрано как оптимальное) 
при +4ºС, экспозиция 20 часов, во влажной каме-
ре. Для выявления связавшихся первичных ан-
тител использовали набор EXPOSE Mouse and 
Rabbit specific HRP/DAB detection IHC kit Abcam 
(Великобритания, каталожный номер ab. 80436). 

Для идентификации поясной коры крысы  
использовали схемы стереотаксического  
атласа [11].

Методы регистрации исходов. Изучение ги-
стологических препаратов, их микрофотогра-
фирование и цитофотометрию проводили с ис-
пользованием микроскопа Axioskop 2 plus (Zeiss, 
Германия), встроенной цифровой камеры Leica 
DFC 320 (Leica Microsystems GmbH, Германия) 
и программы компьютерного анализа изобра-
жения Image Warp (BitFlow США; http://www.
imagewarp.com/app.html).

Этическая экспертиза. Исследование про-
ведено в соответствии с принципами биоэтики 
и требованиями Директивы Европейского Пар-
ламента и Совета № 2010/63/EU от 22.09.2010 
о защите животных, используемых для научных 
целей [12]. На данное исследование получено 
разрешение комитета по биомедицинской этике 
Гродненского государственного медицинского 
университета (протокол № 1 от 11.01.2024).

Статистический анализ. В результате 
морфометрических исследований получе-
ны количественные непрерывные данные. 
Их обрабатывали с помощью лицензионной 
компьютерной программы Statistica 10.0 для 
Windows (StatSoft, Inc., США, серийный номер 
AXAR207F394425FA-Q) с применением описа-
тельной статистики. Так как в эксперименте нами 
использовались малые выборки, которые не 
всегда имели нормальное распределение, ана-

лиз проводили методами непараметрической 
статистики. Для каждого показателя определяли 
значения медианы (Me), нижнего (LQ) и верхнего 
(UQ) квартилей, а также интерквартильного диа-
пазона (IQR). Объекты исследования набирали в 
группы независимо друг от друга, поэтому срав-
нение групп по одному признаку проводили с по-
мощью критерия Манна–Уитни для независимых 
выборок (Mann–Whitney U-test). Различия меж-
ду группами считали статистически значимыми, 
если вероятность ошибочной оценки не превы-
шала 5% (p<0,05, где р – критическое значение 
уровня значимости) [13].

Результаты и обсуждение

В нейронах мелкоклеточного и крупноклеточ-
ного слоев поясной коры контрольной группы 
иммунореактивность белка гена быстрого реаги-
рования   с-fos визуализировалась в виде мелкой 
коричневой зернистости, расположенной в пе-
рикарионах нейронов. Ядра нейронов при этом 
иммунонегативны (рис. 1). При подсчете количе-
ства нейронов на единицу площади (1000мкм2) 
клетки были разделены на две группы согласно 
оптической плотности. Первая группа – сильно 
иммунопозитивные (оптическая плотность выше 
0,31) вторая группа – слабо иммунопозитивные 
(оптическая плотность ниже 0,3).   

C-fos в нейронах мелкоклеточного слоя пе-
реднего отдела поясной коры

Уже на 2-е сутки после перерезки ОЖП в 
мелкоклеточном слое количество с-fos-позитив-
ных нейронов с высокой иммунореактивностью 
на единицу площади по сравнению с контролем 
возрастает в 1,9 раза. На 5-е сутки холестаза 
наблюдается максимальное увеличение количе-
ства с-fos сильно иммунопозитивных нейронов 
(в 2,5 раза). На 10-е сутки их количество уве-
личено в 2,2 раза (рис. 1). На 20-е сутки после 
перерезки ОЖП количество c-fos сильнопозитив-
ных нейронов заметно уменьшается в сравнении 
с предыдущими сроками, однако по-прежнему 
превышает контрольные значения в 1,3 раза.  
На 45 и 90-е сутки эксперимента опытные показа-
тели приходят к контрольным значениям (рис. 2). 

C-fos в нейронах крупноклеточного слоя пе-
реднего отдела поясной коры

Уже на ранних сроках холестаза в нейронах 
опытной группы крупноклеточного слоя воз-
растает количество нейронов с высокой им-
мунореактивностью (с-fos-позитивных). На 2-е  
и 5-е сутки в 2,0 раза, на 10-е и 20-е в 1,7 раза 
(рис. 3). На более поздних сроках (45-е и 90-е сут-
ки), количество нейронов с высокой иммунореак-
тивностью нормализуется (рис. 4).

В цитоплазме нейронов поясной коры при 
окраске на выявление кальбиндина продукты 
иммуногистохимической реакции визуализиру-
ются в виде мелких темно-коричневых глыбок, 
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Рисунок 1 – Нейроны мелкоклеточного слоя на 10-е сутки (А – контроль, B – опыт) после перерезки ОЖП.       - 
с-fos-позитивные нейроны с высокой иммунореактивностью. Иммуноцитохимическая реакция на с-fos, ×400 
Figure 1 – Neurons of the small cell layer on the 10th day (A - control, B - experiment) after transection of the common bile duct.           - c-fos-positive 
neurons with high immunoreactivity. Immunocytochemical reaction to c-fos, ×400

 
 

Примечание – ** – р<0,01 при сравнении контролем того же срока.

Рисунок 2 – Изменения количества нейронов с высокой иммунореак-
тивностью (с-fos-позитивных) в мелкоклеточном слое поясной коры 
крыс в различные сроки после перевязки общего желчного протока 
(опытная группа), или ложной операции (контрольная группа) 
Figure 2 – Changes in the number of neurons with high immunoreactivity (c-fos-
positive) in the small cell layer of the cingulate cortex of rats at different times after 
ligation of the common bile duct (experimental group) or sham surgery (control group)

Рисунок 3 – Нейроны крупноклеточного слоя на 5-е сутки (А – контроль, B – опыт) после перерезки ОЖП.         - с-fos-по-
зитивные нейроны с высокой иммунореактивностью. Иммуноцитохимическая реакция на с-fos. × 400
Figure 3 – Neurons of the magnocellular layer on the 5th day (A – control, B – experiment) after transection of the common  
bile duct.           - c-fos-positive neurons with high immunoreactivity. Immunocytochemical reaction to c-fos. × 400

 

 

распределенных по всему перикариону 
и в начальных участках отростков нейро-
нов (рис. 5).

Кальбиндин в нейронах мелкокле-
точного слоя переднего отдела поясной 
коры

В цитоплазме нейронов поясной коры 
при окраске на выявление кальбиндина 
продукты иммуногистохимической ре-
акции визуализируются в виде мелких 
темно-коричневых глыбок, распределен-
ных по всему перикариону и в начальных 
участках отростков нейронов (рис. 5).

Содержание кальбиндина в цито-
плазме нейронов мелкоклеточного слоя 
поясной коры в опытной группе носило 
волнообразный характер. Через 10 и 20 
суток после перерезки ОЖП возрастало 
на 33% по сравнению с контролем этих 
же сроков (рис. 5). На 45-е сутки снижа-
лось на 15%, а на 90-е сутки не отлича-
лась от контроля (табл. 1; рис. 5).
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Кальбиндин в нейронах крупно-
клеточного слоя переднего отдела 
поясной коры

Содержание кальбиндина в ней-
ронах крупноклеточного слоя пояс-
ной коры в опытной группе на 2,5 и 
10-е сутки холестаза после перевяз-
ки\перерезки ОЖП достоверно не 
менялось. Увеличение данного пока-
зателя наблюдалось только на 20-е 
сутки (на 28,6%), а на 45-е и 90-е сут-
ки данный показатель не отличается 
от контроля (табл. 2, рис. 6).

Таким образом, возрастание коли-
чества нейронов с высокой иммуно-
реактивностью с-fos в мелкоклеточ-
ном и крупноклеточных слоях поясной 
коры мозга крыс наблюдается уже на 
ранних сроках холестаза, с 2-х суток, 
достигает максимума на 5-е сутки,  
а затем постепенно снижается, со-
храняясь значительно повышенным 
на 10–20-е сутки (совпадает с пиками 

Примечание – *** – р<0,001 при сравнении контролем того же срока. 
Рисунок 4 – Изменения количества нейронов с высокой иммунореактив-
ностью  (с-fos-позитивных) в крупноклеточном слое поясной коры крыс 
в различные сроки после перевязки общего желчного протока (опытная 
группа), или ложной операции (контрольная группа) 
Figure 4 – Changes in the number of neurons with high immunoreactivity (c-fos-positive) in 
the magnocellular layer of the cingulate cortex of rats at different times after ligation of the 
common bile duct (experimental group) or sham surgery (control group)

Рисунок 5 – Содержание кальбиндина в нейронах мелкоклеточного слоя поясной коры мозга крысы на 10-е сутки экспери-
мента в контрольной (А) и опытной группах (B); Иммуноцитохимическая реакция на кальбидин, × 1000
Figure 5 – Calbindin content in neurons of the small-cell layer of the cingulate cortex of the rat brain on the 10th day of the experiment in the control (A) 
and experimental groups (B); Immunocytochemical reaction to calbindin. × 1000

Таблица 1 – Содержание кальбиндина (в ед. опт. пл.) в нейронах мелкоклеточного слоя поясной коры 
крыс в различные сроки после перевязки ОЖП (опытная группа), или ложной операции (контроль) 
Table 1. Calbindin content (in units of optical density) in neurons of the small-cell layer of the cingulate cortex of rats at 
different times after ligation of the common bile duct (experimental group) or sham operation (control)

Сутки | 24 hours Контроль | Control Опытная группа | Experience

2-е 0,26 (0,25; 0,28) 0,26 (0,24; 0,28)

5-е 0,26 (0,24; 0,27) 0,25 (0,22; 0,28)

10-е 0,27 (0,25; 0,30) 0,36 (0,34; 0,38) ***

20-е 0,27 (0,26; 0,28) 0,36 (0,33; 0,40) ***

45-е 0,27 (0,23; 0,28) 0,23 (0,22; 0,27) **

90-е 0,26 (0,23; 0,27) 0,26 (0,22; 0,28)

Примечания – Критическое значение уровня значимости (р) при сравнении показателей контрольной 
группы с опытной того же срока: ** – р<0,01, *** – р<0,001.
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холестаза).  В отдаленные сроки после опера-
ции количество нейронов с высокой иммуноре-
активностью с-fos не отличается от контрольных 
значений. Известно, что сверхэкспрессия c-Fos 
после повреждающих стимулов приводит к се-
креции и высвобождению факторов роста ней-
ронов (таких как факторы регенерации аксонов) 
в области, окружающей травму (и некоторых 
отдаленных областях), что усиливает регенера-
цию нейронов [14]. В связи с этим, можно пред-
положить, что наблюдаемое нами возрастание 
количества с-fos-позитивных нейронов связана с 
адаптацией нейронов к холестазу.

Содержание кальбиндина в нейронах мелко-
клеточного слоя поясной коры мозга крысы на 
2-е и 5-е сутки не отличалось от контрольных 
значений, но значительно возрастает на 10-е 
и 20-е сутки (на пике холестаза, по результа-
там биохимического анализа крови животных). 
Это может быть обусловлено деполяризацией 
плазмолеммы, вызванной нарушением рабо-
ты ионных насосов, притоком Ca2+ и изменени-
ем структуры клеточной мембраны, связанных 
с повреждающим действием, проникших через 
ГЭБ, желчных кислот. Известно, что массивный 

Рисунок 6 – Содержание кальбиндина в нейронах крупноклеточного слоя поясной коры мозга крысы на 20-е сутки экспери-
мента в контрольной (А) и опытной группах (B); Иммуноцитохимическая реакция на кальбиндин, ×1000
Figure 6 – Calbindin content in neurons of the magnocellular layer of the cingulate cortex of the rat brain on the 20th day of the experiment in the control 
(A) and experimental groups (B); Immunocytochemical reaction to calbindin. × 10000

Таблица 2 – Содержание кальбиндина (в ед. опт. пл.) в нейронах крупноклеточного слоя поясной коры 
крыс в различные сроки после перевязки ОЖП (опытная группа), или ложной операции (контроль) 
Table 2 – Calbindin content (in units of optical density) in neurons of the magnocellular layer of the cingulate cortex of 
rats at different times after ligation of the common bile duct (experimental group) or sham operation (control)

Сутки | 24 hours Контроль | Control Опытная группа | Experience
2-е 0,28 (0,26; 0,29) 0,27 (0,24; 0,28)

5-е 0,29 (0,27; 0,33) 0,29 (0,25; 0,30)

10-е 0,28 (0,26; 0,32) 0,28 (0,25; 0,31)

20-е 0,28 (0,25; 0,30) 0,36 (0,33; 0,40) ***

45-е 0,28 (0,26; 0,32) 0,29 (0,25; 0,32)

90-е 0,28 (0,26; 0,33) 0,29 (0,27; 0,31)

Примечание – Критическое значение уровня значимости (р) при сравнении показателей контрольной 
группы с опытной того же срока: *** – р<0,001.

приток Ca2+ способствует гибели нейронов, что 
и наблюдалось нами на пике холестаза в обоих 
слоях поясной коры [15]. Экспрессия кальбинди-
на затем снижается на 45-е сутки. 

Интересно, что нейронное истощение каль-
ций-зависимых белков тесно связано с когни-
тивными нарушениями [7], что и наблюдается 
у пациентов при холестазе. Повышение внутри-
клеточного кальция может быть связано с увели-
чением экспрессии c-fos [6].

В отдаленные сроки на 90-е сутки содержа-
ние c-fos и кальбиндина в нейронах поясной 
коры нормализуется (не отличается от контро-
ля). Это, вероятно, связано с устранением холе-
стаза в связи с прорастанием обходных желчных 
протоков и восстановлением оттока желчи в две-
надцатиперстную кишку [2] и отражает высокие 
адаптационные возможности нейронов поясной 
коры у крыс.

Выводы

Подпеченочный холестаз вызывает возрас-
тание числа нейронов мелкоклеточного и круп-
ноклеточного слоев поясной коры крыс с повы-
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шенной иммунореактивностью белка c-fos уже 
на 2-е и особенно на 5-е сутки после перевязки/
перерезки общего желчного протока. Оно оста-
ется повышенным на 10-е и 20-е сутки после 
операции, а затем постепенно нормализуется 
при устранении холестаза. Такая динамика из-

менений указывает на участие c-fos в адаптации 
нейронов поясной коры к холестазу.

Содержание кальбиндина в нейронах пояс-
ной коры значительно возрастает только на 10-е 
и 20-е сутки после перевязки/перерезки ОЖП 
(на пике холестаза), а затем нормализуется или 
даже снижается.
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