
56 ОБРАЗОВАНИЕ И НАУКА В XXI ВЕКЕОБРАЗОВАНИЕ И НАУКА В XXI ВЕКЕ

УДК 159.9
МРТ-АНАЛИЗ СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ ИЗМЕНЕНИЙ МОЗГА 

ПРИ КОГНИТИВНЫХ ПРОЦЕССАХ

MRI ANALYSIS OF STRUCTURAL AND FUNCTIONAL CHANGES IN THE BRAIN
 IN COGNITIVE PROCESSES

А. В. Ромащенко, 

кандидат биологических наук, 
Институт вычислительных технологий СО РАН, 

Новосибирск, Российская Федерация;

Т. А. Запара,

доктор биологических наук, ведущий научный сотрудник,
Институт вычислительных технологий СО РАН, 

Новосибирск, Российская Федерация

A. Romashchenko,

Candidate of Biological Sciences,
Institute of Computational Technologies SB RAS, 

Novosibirsk, Russian Federation;

T. Zapara,

Doctor of Biological Sciences, Leading Researcher,
Institute of Computational Technologies SB RAS,

Novosibirsk, Russian Federation

В статье изложены результаты исследования in vivo методами функциональной МРТ формирования когнитив-
ных реакций в процессе обучения животных согласно классической схеме с использованием безусловного 
и условного стимулов. Проведена оценка изменений локальной нейрональной активности в различных струк-
турах мозга мыши. Установлено, что формирование памяти при ассоциативном ольфакторном обучении осу-

ществляется уже в периферических структурах обонятельного анализатора.

The article presents the results of an in vivo study using functional MRI of the formation of cognitive reactions in the 
learning process of animals according to the classical scheme using unconditional and conditional stimuli. Changes in 
local neuronal activity in various structures of the mouse brain were assessed. It is established that the formation of 
memory during associative olfactory learning is carried out already in the peripheral structures of the olfactory 

analyzer.
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Введение. В последнее десятилетие появляется 
все больше экспериментальных моделей, позволяю-
щих исследовать in vivo структурно-функциональ-
ные изменения, происходящие в нейронных сетях при 
формировании когнитивных процессов (КП) (сово-
купности процессов, обеспечивающих преобразова-
ние сенсорной информации от попадания стимула 
на рецепторные поверхности до получения ответа 
в виде знания). Одной из наиболее популярных мето-
дик in vivo визуализации данных процессов является 

магнитно-резонансная томография (МРТ). МРТ явля-
ется одним из наименее не инвазивных подходов для 
анализа биологических процессов. МРТ включает 
в себя ряд методов, позволяющих оценивать функ-
циональный ответ на стимулы различной модально-
сти. В данной работе для исследования процесса КП 
были использован метод МРТ. Функциональная МРТ 
(фМРТ) позволяет исследовать изменение локаль-
ного кровотока и уровня оксигенации крови в ответ на 
стимул.
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Обонятельная рецепция является одним из важ-
нейших механизмов взаимодействия организма 
с окружающей средой у животных с ночной актив-
ностью. По этой причине запаховые стимулы были 
выбраны нами в качестве условного и безусловного 
стимулов в экспериментальной модели ассоциатив-
ного обучения.

Большинство известных работ по исследова-
нию процессов формирования ассоциативной оль-
факторной памяти сосредоточены на функциональ-
ных изменениях, происходящих в структурах мозга, 
ответственных за вторичную обработку ольфакторной 
информации – гиппокамп, амигдала. При этом прак-
тически отсутствуют данные, касающиеся изменений, 
происходящих в нейронах обонятельной луковицы 
и,  в особенности, ольфакторного эпителия. Использу-
емые нами методические подходы совместно с экспе-
риментальной моделью позволяют охарактеризовать 
функциональные изменения как на уровне ольфактор-
ных рецепторов, так и на уровнях обонятельной луко-
вицы и других структур лимбической системы.

Целью данной работы было – исследовать in vivo 
методами функциональной МРТ формирование ког-
нитивных реакций. Для этого были сформулиро-
ваны следующие задачи: провести обучение живот-
ных, ориентируясь на классическую схему, где в каче-
стве безусловного стимула (БС) использовать запах 
еды, а в качестве условного (УС) запах апельсино-
вого масла, который является индифферентным для 
мышей; с помощью функциональной и МРТ провести 
оценку изменений локальной нейрональной актив-
ности в различных структурах мозга мыши. Решение 
поставленных задач позволит охарактеризовать дина-
мику функциональных изменений в процессе форми-
рования памяти на уровнях первичной и вторичной 
обработки ольфакторной информации.

Известно, что у животных запоминание запахов 
окружающей среды регулирует многие модели пове-
дения, имеющие решающее значение для выжива-
ния [1]. Получение информации через обоняние про-
исходит в течение всей жизни животного. Более того, 
использование кондиционирования для формирова-
ния у животного ассоциативной памяти позволяет 
создать экспериментальную модель в лабораторных 
условиях, что и было сделано в данной работе.

Обонятельный анализатор, как и другие анализа-
торы, состоит из периферического, проводникового 
и центрального отделов. Периферический отдел обо-
нятельного анализатора выстлан обонятельным эпи-
телием. 

Распознавание запахов начинается со связыва-
ния молекул одоранта [2] со специфическими рецеп-
торами обонятельных нейронов. Здесь же происходит 
и трансдукция обонятельного сигнала.

Изменения, в процессе ольфакторного обучения, 
затрагивают различные регионы мозга. Однако суще-
ственный вклад в формирование памяти при ольфак-
торном обучении дают и периферические отделы 
обонятельного анализатора, такие как обонятельная 
луковица (ОЛ) и (ОЭ). В ОЛ образуются и поддержи-
ваются внутренние механизмы пластичности, регу-
лирующие трансформацию обонятельных сигналов. 
Было показано возникновение синаптической депрес-
сии между митральными клетками обонятельной 
луковицы и пирамидными нейронами пириформной 
коры при формировании краткосрочного привыкания.

Методы. Магнитно-резонансная томография 
(фМРТ) является удобным инструментом для иссле-
дования функций мозга, поскольку позволяет неин-
вазивно исследовать нейронную активность мозга, 
включая глубокие подкорковые структуры, которые 
недоступны для других методов визуализации.

Метод фМРТ основан на различии свойств в маг-
нитном поле оксигенированного и дезоксигениро-
ванного гемоглобина (BOLD – blood oxygen level 
dependent). Оксигемоглобин является диамагнетиком, 
в то время как дезоксигемоглобин – парамагнетиком, 
замедляющим спин-решетчатую релаксацию прото-
нов. Величина сигнала фМРТ зависит от количества 
дезоксигемоглобина в ткани: чем выше концентрация, 
тем ниже сигнал. В свою очередь, потребление тка-
нями кислорода, а значит и накопление в них дезок-
сигемоглобина, зависит от активности тканей. И хотя 
метод фМРТ не измеряет нейронную активность как 
таковую, были получены результаты, которые дают 
основания утверждать, что сигнал МРТ является 
линейным откликом на электрическую активность.

В качестве индифферентного, условного стимула 
(УС) был выбран запах апельсинового масла. Безус-
ловным стимулом было предоставление гранул ком-
бикорма.

В эксперименте были задействованы три группы 
животных, по 6 в каждой: две опытные и одна кон-
трольная. Были применены две схемы ассоциатив-
ного обучения. Предоставление гранул комбикорма 
осуществлялось 2 раза в сутки и выступало в качестве 
безусловного стимула, Группе 1 за 5 мин до предо-
ставления еды на стенку клетки прикрепляли откры-
тую пробирку (1,5 мл) с 10 мкл апельсинового масла, 
далее давали корм. Запах убирали, как только мышь 
начинала грызть гранулу. Группе 2 за 5 мин до предо-
ставления еды на стенку клетки прикрепляли откры-
тую пробирку (1,5 мл) с 10 мкл бидистиллированной 
воды, затем давали гранулы корма, которые предва-
рительно не менее суток держали в закрытой емкости 
(250 мл), содержащей 200 мкл апельсинового масла, 
нанесенного на фильтровальную бумагу. Пробирку 
с бидистиллятом убирали, как только мышь начи-
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нала грызть гранулу. Животным контрольной группы 
(группа 3) за 5 минут до предоставления БС на стенку 
клетки прикрепляли открытую пробирку (1,5 мл) 
с бидистиллированной водой, затем давали корм, но 
без предоставления УС. Обучение проводили в тече-
ние 2 недель, по истечении которых проводили оценку 
поведенческого ответа экспериментальных животных 
в поведенческом ольфакторном тесте.

Результаты. Для оценки привлекательно-
сти индифферентного запаха проводили поведенче-
ский ольфакторный тест. Для проведения теста до 
начала тестирования на две противоположные стенки 
клетки, в которой содержали животное, прикрепляли 
две пустые пробирки, через 2 минуты (период при-
выкания) в одну из пробирок наливали воду (5 мкл), 
в другую – такое же количество апельсинового масла. 
Далее в течение 2 мин с помощью секундомера реги-
стрировали время, которое особь тратилат на обнюхи-
вание одной и другой пробирок.

Исследование нейрональной активности ОЛ сам-
цов C57BL/6J (n=6) проводили методом функциональ-
ной МРТ на сверхвысокопольном томографе BioSpec 
117/16 USR (Bruker, Германия) – 11.7 Тесла.

Животных за 10 минут до исследования наркотизиро-
вали внутрибрюшинным введением уретана (75 мг/кг).
Информация об активации различных областей ОЛ 
в ответ на предъявление запаха апельсинового масла 
с использованием метода EPI (Echo Planar Imaging), 
в пределах одной сессии стимул предъявляли корот-
кими интервалами по 2 мин (стимул) с промежутком 
в 5 мин (интервал) (5+2+5+2+5+2+5+2+5+2+5). Пара-
метры импульсной последовательности метода (TE1/
TE2 = 16/40 мсек; TR = 2000 мсек), параметры изобра-
жения (размер 2 см х 2 см; матрица 128 х 128 точек; 
толщина среза 1.5 мм; количество повторений 306; 
количество срезов 1, ориентация – коронарная (ольфак-
торные луковицы (Брегма +4 мм)), общее время ска-
нирования 20 мин. Ольфактометрическая система для 
подачи химических стимулов реализована по схеме, 
описанной Кауром и Молтоном. Воздух подавался со 
скоростью 20–25 мл/мин.

Обработка полученных изображений выполня-
лась программой SPM8, созданной на базе Matlab, Inc. 
Обработка выполнялась по стандартным протоколам 
(www.fi l.ion.ucl.ac.uk/spm/‎). При проведении фМРТ 
в качестве количественных критериев оценки реакции 
ОЛ на запаховый стимул использовали площадь пат-
терна активации, представляющая собой суммарное 
количество пикселей гломерулярного слоя ОЛ, в кото-
рых соотношение концентраций окси- и дезоксигемо-
глобина при предоставлении стимула статистически 
значимо увеличивалось по сравнению с базальным 
уровнем, и среднее значение t-критерия, которое отра-
жало выраженность BOLD-ответа на стимул.

Известно, что в процессе формирования когни-
тивных процессов происходят изменения в обработке 
сенсорной информации. Кроме того, существуют дан-
ные, свидетельствующие о проявлении синаптиче-
ской пластичности уже на уровне рецепторных кле-
ток. В данной работе для исследования механизмов 
ольфакторной памяти мы на первом этапе провели 
влияние двух наиболее распространенных схем на изме-
нение поведенческого ответа мышей на УС, в качестве 
которого выступал запах апельсинового масла. Исходя 
из полученных данных, вне зависимости от способа обу-
чения, время обнюхивания как пробирки с водой, так 
и пробирки с запаховым стимулом в экспериментальных 
группах было выше по сравнению с контролем.

Животные группы 2 тратили на обнюхивание про-
бирки с условным запаховым стимулом достоверно 
больше времени по сравнению с особями группы 1. 
На основании результатов ольфакторного теста была 
определена схема обучения, приводящая к формиро-
ванию наиболее выраженного поведенческого ответа 
на индифферентный УС. Устойчивость сформирован-
ной в процессе ассоциативного обучения поведенче-
ской реакции на УС сохраняется как минимум в тече-
ние недели.

Для исследования эффектов ассоциативного обу-
чения на процесс обработки ольфакторной информа-
ции нейронами обонятельной луковицы (ОЛ) в ответ 
на предоставление УС использовали фМРТ. Оценку 
регионального изменения BOLD-ответа в гломеру-
лярном слое ОЛ в ответ на предъявление УС прово-
дили через сутки после ольфакторного тестирования. 
Исходя из полученных результатов, у контрольных 
животных предоставляемый УС вызывал локальные 
изменения BOLD-ответа в дорсомедиальной и вен-
тролатеральной областях ОЛ. При этом у животных 
группы 2 реакция на УС наблюдалась только в дорсо-
медиальной части ОЛ. При проведении фМРТ в каче-
стве количественных критериев оценки реакции ОЛ 
на УС использовали площадь паттерна активации, 
представляющей собой суммарное количество пиксе-
лей гломерулярного слоя ОЛ, в которых соотношение 
концентраций окси- и дезоксигемоглобина при предо-
ставлении стимула статистически значимо увеличи-
валось по сравнению с базальным уровнем, и среднее 
значение t-критерия, которое отражало выраженность 
BOLD-ответа на стимул. Анализ данных параметров 
показал, что у животных группы 2 достоверно увели-
чивается как площадь паттерна активации дорсомеди-
альной области ОЛ, так и среднее значение t-критерия 
при предъявлении УС по сравнению с контролем.

Исходя из полученных данных, наиболее выра-
женный поведенческий ответ в ольфакторном тесте 
на предъявление УС наблюдался у животных, кото-
рым в процессе обучения предъявляли гранулы 
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корма с запахом апельсинового масла. Таким обра-
зом, совмещение условного и безусловного стимулов 
повысило эффективность обучения. При этом пове-
денческий ответ на УС сохранялся у животных после 
ассоциативного обучения в течение недели, что свиде-
тельствует о формировании памяти.

Итак, в данном исследовании нам удалось in vivo 
продемонстрировать, что, во-первых, обучение сти-
мул-специфично оказывает влияние на уровень ней-
рональной активности рецепторных клеток, и таким 
образом, формирование ольфакторной памяти начи-
нается не с подкорковых структур ЦНС, а на этапе 
рецепции запахового стимула; во-вторых, в про-
цессе обучения усиливается ответ на предоставление 
УС в части ОЭ, ответственной за восприятие наибо-
лее важных аверсивных и аттрактивных запахов, что 
говорит об увеличение адаптивной значимости дан-
ного запаха. Оба эти феномена являются частью при-
способительной стратегии животного к изменяю-
щимся условиям среды.

Заключение. Апробирована модель исследования 
формирования когнитивных реакций in vivo с исполь-
зованием методов ассоциативного обучения и маг-

нитно-резонансной томографии. Показано, что в слу-
чае использования запаховых сигналов при выработке 
положительного условного рефлекса обучение живот-
ных происходит эффективнее при одновременном 
предоставлении условного и безусловного стимулов 
по сравнению с обучением, проведенном по классиче-
ской схеме. 

С помощью созданной модели показано, что фор-
мирование памяти при ассоциативном ольфактор-
ном обучении осуществляется уже в периферических 
структурах обонятельного анализатора: в ольфактор-
ном эпителии и обонятельных луковицах. Получен-
ные результаты согласуются с данными, описанными 
ранее в экспериментах с другими методами подкре-
пления и регистрации сигнала (негативное подкрепле-
ние, оптическая томография, генетический маркер).

Показано, что интенсивность сигнала в ответ на 
предъявление УС обученных мышей в дорсальной 
части луковицы достоверно выше сигнала, получен-
ного от вентральной части луковицы.

В работе представлены результаты, полученные 
при выполнении базового проекта фундаментальных 
исследований РАН IV 35.1.5 и РФФИ № 17-04-01440-а.
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