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РЕЗЮМЕ: Цель. Исследование посвящено изучению нейроглиальных взаимоотношений в 
гиппокампе и зубчатой фасции белых крыс после 20-минутной окклюзии общих сонных ар-
терий (ООСА). Методы исследования. Использовали гистологические (гематоксилин–эозин, 
по Нисслю), иммуногистохимические (MAP-2, GFAP, р38, CASP3) и морфометрические ме-
тоды изучения астроцитов и нейронов гиппокампальной формации в контроле (интактные 
животные, n = 6) и через 1, 3, 7, 14 и 30 суток (n = 30) после 20-минутной ООСА. Для оценки 
изменений структуры астроцитов использовали классические методы и подходы фракталь-
ного формализма (плагин FracLac 2.5 из программы ImageJ 1.53). Статистические гипоте-
зы проверяли непараметрическими критериями. Результаты и обсуждение. После ООСА 
отмечалась значительная гетерогенность и гетерохронность изменений пространственной 
организации астроцитов СА1, СА3 и зубчатой фасции. Более лабильными и реактивными 
были дистальные отростки астроцитов. Эти отростки сначала разрушались (1-е сутки), а че-
рез 3 и 7 суток адаптировались к постишемическим изменениям и восстанавливались путем 
активации механизмов реактивного астроглиоза и усложнения пространственной организа-
ции нейроглиальной сети. Заключение. Таким образом, после острой ишемии, вызванной 
20-минутной ООСА, получены новые данные о закономерностях качественных и количе-
ственных изменений пространственной организации астроцитов гиппокампа.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: гиппокамп; ишемия; нейроглиальные взаимоотношения; 
фрактальный анализ; иммуногистохимия.
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ABSTRACT: Goal. The study is devoted to the study of neuroglial relationships in the hip-
pocampus and dentate fascia of white rats after 20-minute occlusion of the common carotid 
arteries (OCCA). Research methods. Histological (hematoxylin–eosin, according to Nissl), 
immunohistochemical (MAP-2, GFAP, p38, CASP3) and morphometric methods were used 
to study astrocytes and neurons of the hippocampal formation in the control (intact animals, 
n = 6) and 1, 3, 7, 14 and 30 days (n = 30) after a 20-minute OCCA. To assess changes in the 
structure of astrocytes, we used classical methods and approaches of fractal formalism (the 
FracLac 2.5 plugin from the ImageJ 1.53 program). Statistical hypotheses were tested using 
nonparametric criteria. Results and discussion. After OCCA, there was a significant heteroge-
neity and heterochronicity of changes in the spatial organization of astrocytes CA1, CA3 and 
dentate fascia. The distal processes of astrocytes were more labile and reactive. These process-
es were first destroyed (1 day), and after 3 and 7 days they adapted to post-ischemic changes 
and were restored by activating the mechanisms of reactive astrogliosis and complicating the 
spatial organization of the neuroglial network. Conclusion. Thus, after acute ischemia caused 
by 20-minute OCCA, new data on the patterns of qualitative and quantitative changes in the 
spatial organization of hippocampal astrocytes were obtained.
KEY WORDS: hippocampus; ischemia; neuroglial relationships; fractal analysis; 
immunohistochemistry.

ревязке общих сонных артерий [2] или при 
окклюзии средней мозговой артерии [13, 14].

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Изучение нейроглиальных взаимоотноше-
ний в гиппокампе и зубчатой фасции белых 
крыс после 20-минутной окклюзии общих 
сонных артерий.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Работа выполнена на базе ФГБОУ ВО 
«Омский государственный медицинский уни-
верситет», одобрена этическим комитетом 
университета (протокол № 83 от 14 октября 
2016 года). В качестве экспериментальных 
животных использовали белых крыс линии 
Wistar массой 180–200 г. Исследования про-
водили в соответствии с рекомендациями 
Международного комитета по работе с ла-
бораторными животными, поддержанными 
ВОЗ, директивой Европейского Парламента 
№ 2010/63/EU от 22.09.2010 «О защите жи-
вотных, используемых для научных целей». 
Острую 20-минутную ишемию мозга моде-
лировали путем окклюзии общих сонных 
артерий (ООСА, двухсосудистая модель не-
полной глобальной ишемии без гипотонии). 
Контролем служил мозг интактных животных 
(n = 6). Для эксперимента и забора материала 
использовалась премедикация (сульфат атро-
пина 0,1 мг/кг, подкожно) и общая анестезия 
(Zoletil 100, 10 мг/кг). Через 6 часов (n = 6), 
1 (n = 6), 3 (n = 6), 7 (n = 6), 14 (n = 6) и 30 (n = 6) 

ВВЕДЕНИЕ

В последнее время основным трендом 
нейроморфологических исследований ста-
ло изучение закономерностей реорганизации 
нейроглиальных взаимоотношений. При этом 
нейроглия рассматривается как полноценный 
участник феномена нейропластичности [10, 
12]. Ведется поиск способов коррекции ней-
роглии для восстановления поврежденных 
нейронов [20].

Установлено, что определенная модуляция 
микроглиоцитов, астроцитов подавляет ней-
родегенеративные каскады, которые иници-
ируются ишемическим повреждением, и спо-
собствует функциональному восстановлению 
нервной ткани посредством выделения тро-
фических факторов, противовоспалительных 
цитокинов и активации олигодендроцитов 
[10, 15, 12]. Модифицируя активность астро-
цитов, можно повлиять на течение и исход 
патологических процессов, запускаемых при 
ишемическом повреждении [1, 6, 21].

Таким образом, клетки нейроглии играют 
важную роль в регуляции нейропластичности 
и обеспечивают нейропротекцию после ише-
мии. И поэтому именно в аспекте единства 
всех клеточных систем гиппокампа целесо-
образно изучать нейроглиальные взаимоот-
ношения. Важное значение имеет изучение 
последствий воздействия на гиппокамп крат-
ковременной острой ишемии. Именно такая 
ишемия составляет большую часть клиниче-
ских случаев. Подобных работ в доступных 
базах данных мы не выявили, исследовались 
более тяжелые состояния при длительной пе-
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суток после ООСА проводили перфузию го-
ловного мозга 100−125 мл раствора 0,9 % 
NaCl и Фрагмина (5000 единиц) и 30 мл 4 % 
раствора параформальдегида на фосфатном 
буфере (pH 7,2−7,4) через левый желудочек 
сердца. Затем материал дофиксировали 12 ча-
сов в аналогичном фиксаторе [11, 16].

Головной мозг заключали в гомогенизи-
рованный парафин (HISTOMIX®). Серий-
ные фронтальные срезы толщиной 4 мкм 
готовили на уровне 2,5–4,5 мм от Брегмы 
(гиппокамп) [17]. Препараты окрашива-
ли гематоксилином–эозином и по Нисслю, 
а также иммуногистохимически для иден-
тификации соответствующих структур по 
специфическим белкам. MAP-2 — кроли-
чьи поликлональные антитела, разведение 
1 мкг/мл (ab32454, Аbcam, США). GFAP — 
мышиные моноклональные антитела, клон 
GA5, готовые к применению (Bond Ready-
to-Use Primary Antibody; Leica Biosystems 
Newcastle Ltd, Великобритания). p38 (си-
наптофизин) — мышиные моноклональные 
антитела, клон 27G12, готовые к примене-
нию (Bond Ready-to-Use Primary Antibody; 
Leica Biosystems Newcastle Ltd, Великобри-
тания). CASP3 — мышиные моноклональ-
ные антитела, клон 3CSP03, разведение 1:25 
(Diagnostic BioSystems Inc., США). Для визу-
ализации использовали мультимерный набор 
NovolinkTM (DAB) Polymer Detection System 
(Leica Biosystems Newcastle Ltd, Великобри-
тания).

Препараты фотографировали на микро-
скопе Leica DM 1000 (камера GXCAM-
DM800 Unique Wrap-Around 8MP 
AUTOFOCUS USB, pixel size 1,4 × 1,4 μm), 
изображения сохраняли в файлах с расшире-
нием tiff (2592 × 1944 пикселей).

Обзорное гистологическое исследование 
проводили на срезах, окрашенных гематок-
силином–эозином, при разрешении объекти-
вов  × 10 и  × 40. Общую численную плотность 
пирамидных нейронов, астроцитов и олигоден-
дроцитов определяли при окраске по Нисслю. 
В ходе морфометрического исследования опре-
деляли содержание (%) нормо- и гиперхром-
ных нейронов (темных несморщенных и пик-
номорфных). Фрактальный анализ контуров 
астроцитов (GFAP) осуществляли с помощью 
плагина FracLac 2.5 (Box Counting Sampling 
Methods). Подобный подход ранее применялся 
для характеристики глиальных клеток головно-
го мозга млекопитающих [4, 19].

Для статистического анализа мы сравни-
вали по 25 рандомизированных полей зрения 

на срок. Оценку характера распределения 
указанных величин проводили с помощью 
критерия Шапиро–Уилка (Statistica 8.0), про-
верку статистических гипотез — с помощью 
непараметрических методов. Первоначально 
использовали критерий для множественного 
сравнения (ANOVA Краскела–Уоллиса). При 
получении статистически значимого резуль-
тата проводили парное сравнение с помощью 
U-теста Манна–Уитни для независимых вы-
борок. Использовались также критерии c2 и 
Фишера. Материал представлен в процентах 
(95 % доверительный интервал — 95 % ДИ), 
как медиана (Q2), нижний (Q1) и верхний 
(Q3) квартили (StatSoft Statistica 8.0; MedCalc 
11.6.1.0) [3]. В ходе проведения статистиче-
ского анализа нулевая гипотеза отвергалась 
при p  < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В ответ на 20-минутную ООСА при изуче-
нии нейронов и нейроглиоцитов в гиппокампе 
выявлена синхронная реорганизация основ-
ных структурных компонентов нервной ткани 
(рис. 1).

Прижизненные дегенеративные измене-
ния нейронной сети гиппокампа после ООСА 
были в основном связаны с образованием так 
называемых темных нейронов, разрушением 
их дендритов и синаптических терминалей. 
Изменения были мелкоочаговыми, имели 
гетерохронный и гетероморфный характер. 
Дегенеративно измененные нейроны переме-
жались с типичными нормохромными ней-
ронами. Встречались участки гиппокампа с 
преобладанием нормохромных нейронов и 
участки, заполненные преимущественно тем-
ными нейронами. Степень сморщивания так-
же варьировала (рис. 2, а–в). Иммуногисто-
химическое проявление апоптоза (CASP3 в 
перикарионах) было отмечено только через 
6 часов после ООСА, позже (1, 3, 7, 14-е сут-
ки) CASP3 выявлялась только в синаптиче-
ских терминалях (рис. 2, г, д). 

Элиминация дегенеративно измененных 
темных нейронов происходила на протяжении 
всего изученного периода, с пиком на 1–3-и 
сутки за счет механизмов коагуляционного не-
кроза (сморщенные темные нейроны) и их фа-
гоцитоза. Вполне вероятно, что большая часть 
поврежденных пирамидных нейронов разруша-
лась в более раннем постишемическом периоде 
(в течение первых суток) и с участием апоптоза. 
В пользу этого свидетельствуют наши данные 
по динамике изменения общей численной плот-
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ности нейронов. Особенно наглядно подобный 
тренд отмечался для поля СА1 (рис. 3). 

При множественном сравнении по сро-
кам (ANOVA Краскела–Уоллиса) удалось 
отвергнуть нулевую гипотезу — СА1 (df = 5; 
Н = 19,2; p = 0,02); СА3 (df = 5; Н = 17,5; 
p = 0,03); СА4 (df = 5; Н = 15.5; p = 0,04). 

После 20-минутной ООСА дистрофиче-
ские и нейродегенеративные изменения ней-
ронов (темные нейроны, уменьшение общей 
численной плотности нейронов) приводили 
к активации дренажно-детоксикационной 
системы (проявления отека-набухания ней-

ропиля, астроцитарных отростков), гипер-
плазии и гипертрофии астроцитов (слабые и 
умеренные проявления астроглиоза), а также 
активации микроглиоцитов и олигодендроци-
тов. Большая часть дегенеративных темных 
нейронов являлась вариантом обратимого 
изменения клетки. В пользу этого свидетель-
ствовала сохранность специфических белков 
цитоскелета (MAP-2) и системы коммуни-
кации (p38). Ранее мы показали, что на этом 
фоне происходит сначала гибель (уменьшение 
общей численной плотности и относительной 
площади меток р38), а затем регенерация пула 

Рис. 1. Основные участники процесса реорганизации межклеточных взаимоотношений в гиппокампе после ООСА: 
а — нейроны слоя СА1; б — нейроны слоя СА3; в — синаптические терминали; г — астроциты. * — перика-
рионы; стрелки — локализация меток MAP-2, p38 и GFAP. Окраска: иммуногистохимическое типирование 
MAP-2, p38 и GFAP, докраска гематоксилином. Объектив:  × 100, шкала — 20 мкм

а б

в г
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синаптических контактов (увеличение содер-
жания р38 выше контрольного уровня) [5]. 

ВЫВОДЫ

Таким образом, после 20-минутной ООСА 
в изученных отделах гиппокампа парал-
лельно отмечались структурные проявления 
механизмов необратимого повреждения и 
компенсаторно-восстановительной реорга-
низации нейроглиальных комплексов. Реак-
тивный астроглиоз являлся основной частью 

этой реорганизации. Ранее нами показано, 
что через 3 и 7 суток после ООСА на фоне по-
вреждения нейронов во всех отделах активи-
ровалась пролиферация нейроглии и клеток 
микрососудов (Ki-67) [5], усиливалась экс-
прессия GFAP, увеличивался нейроглиаль-
ный индекс, появлялось большое количество 
клеток-сателлитов и реактивных микроглио-
цитов. Астроглиоз проявлялся усложнением 
реорганизации астроглиоархитектоники за 
счет разветвления мелких отростков астро-
цитов. В разных отделах гиппокампа эти 

Рис. 2.   Поля СА1 (а, г), СА3 (б, д) гиппокампа и зубчатая фасция (в) через 1 сутки (а, б, в, д) и 6 часов (г) после ООСА: 
нейроны с признаками коагуляционно-ишемического некроза (белые стрелки), большое количество 
глиальных клеток (красные стрелки), CASP3 в перикарионах (6 часов, черные стрелки) и нейроны без 
метки (1 сутки, желтые стрелки). Окраска: гематоксилином–эозином (а, б, в) и иммуногистохимиче-
ское типирование CASP3. Объектив  × 100, шкала — 20 мкм

в б

г д

а
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изменения различались по степени и време-
ни их проявления. 

На основании проведенного фрактально-
го анализа астроцитарной сети полей СА1 и 
СА3 гиппокампа и зубчатой фасции нами де-
лается общее важное заключение: реакция 
астроцитов разных отделов гиппокампальной 
формации на 20-минутную ООСА отличалась. 
Имелись различия по степени изменений и 
времени их появления (рис. 4). 

Небольшой разброс показателей пере-
менных отмечен в контроле и через 30 суток 
после ООСА. Это свидетельствовало о дли-
тельной перманентной реорганизации астро-
цитов в пространстве гиппокампа, а их ин-
дивидуальная динамика подтверждала наше 
предположение о гетерогенности и гете-
рохронности реакции астроцитов на 20-ми-
нутную ООСА.

После ООСА максимальный перепад пере-
менных «фрактальная размерность» и «лаку-
нарность», характеризующих долю и форму 
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Рис. 3. Общая численная плотность пирамидных (СА1 и 
СА3) и полиморфных (СА4) нейронов в гиппо-
кампе белых крыс в норме и после 20-минутной 
ООСА. * — различия статистически значимы в 
сравнении с контролем; ^ — с предыдущим сро-
ком (при p  < 0,05; критерий Манна–Уитни). 

отростков в пространстве, отмечен в молеку-
лярном слое гиппокампа. 

По нашим и литературным данным мож-
но предположить, что в процессе обратимой 
и необратимой гидропической дистрофии 
изменения нейронов развивались так: набу-
хание → отек → резорбция свободной воды 
из тела и отростков нейронов в компартмент 
нейроглиальных клеток (преимущественно 
плазматических астроцитов) → перенос в пе-
риваскулярные пространства → резорбция из 
глиальных клеток в сосуды. Часть свободной 
воды, вероятно, сохраняется в межклеточных 
пространствах. Все это происходило в остром 
периоде на фоне дистрофических и некробио-
тических повреждений нейронов и астроци-
тов, а также дисфункции гематоэнцефаличе-
ского барьера [8, 9, 18].

Разные поля гиппокампа отличались реак-
тивностью дренажно-детоксикационной функ-
ции — в поле СА3 она была выше, чем СА1 в 
норме. Это могло быть одной из причин разной 
чувствительности к ишемии пирамидных ней-
ронов поля СА1 и СА3. Вполне вероятно, что 
найденное нами сочетание высокой реактив-
ности дренажно-детоксикационной функции 
и длительное сохранение высокой гидратации 
нейронов и отростков астроцитов в нейропиле 
можно рассматривать как возможный меха-
низм саногенеза после ишемии и травмы. Про-
исходило своеобразное растворение токсинов 
в несвязанной воде. При этом в поле СА3 на-
блюдалось более полное удаление «ишемиче-
ских токсинов», чем в поле СА1 гиппокампа. 
В этом направлении необходимо проведение 
дальнейших экспериментальных исследова-
ний [5, 7]. Мы полагаем, что одной из причин 
различия СА1 и СА3 была плотность пирамид-
ных нейронов. Большая плотность нейронов в 
СА1 требовала наличия более активной дре-
нажно-детоксикационной системы.

Примечание. Материалы II Санкт-Петер-
бургского симпозиума по морфологии ребенка 
в рамках конгресса «Здоровые дети — будущее 
страны», 28.05.2021 года, г. Санкт-Петербург, 
ФГБОУ ВО СПбГПМУ Минздрава России.
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