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Резюме

Целью исследования было изучение морфофункциональных нарушений нейронов коры головного мозга и изме-
нений прооксидантно-антиоксидантного состояния у крыс с субтотальной ишемией головного мозга. Материал 
и методы. Эксперименты выполнены на 20 белых беспородных крысах-самцах. Оперативные вмешательства 
осуществляли в условиях внутривенного тиопенталового наркоза (40–50 мг/кг). Субтотальную церебральную 
ишемию моделировали перевязкой oбеих oбщих сонных артерий. Животных декапитировали после 60-минут-
ной ишемии. У крыс изучали морфофункциональные изменения нейронов теменной коры и поля СА1 гиппо-
кампа и интенсивность свободнорадикальных окислительных процессов в гомогенатах мозга (содержание про-
дуктов, реагирующих с тиобарбитуровой кислотой, и компонентов тиолдисульфидной системы). Результаты 
и их обсуждение. Ишемия головного мозга сопровождается развитием в его ткани окислительного стресса с 
последующим нарушением клеточного метаболизма, что приводит к водно-электролитному дисбалансу, прояв-
ляющемуся деформацией, сморщиванием и отечностью тел нейронов. В большей степени изменения выражены 
в теменной коре, нейроны которой более чувствительны к недостатку кислорода.
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Abstract

The aim of the study was to investigate morphofunctional disorders of neurons in the cerebral cortex and changes 
in the prooxidant-antioxidant state in rats after subtotal cerebral ischemia. Material and methods. The experiments 
were performed on 20 white outbred male rats. Surgical interventions were carried out under intravenous thiopental 
anesthesia (40–50 mg/kg). Subtotal cerebral ischemia was simulated by both common carotid arteries ligation. Animals 
were decapitated after 60 minutes of ischemia. Morphological and functional changes in the neurons of the parietal 
cortex and hippocampal CA1 field, and intensity of free radical oxidative processes (content of thiobarbituric acid 
reactive substances and thiol-disulfide system components) in brain homogenates were studied. Results and discussion. 
Brain ischemia has been followed by oxidative stress in brain tissue. The cellular metabolism has been disturbed under 
the oxidative stress that leads to a water-electrolyte imbalance, manifested by deformation of neuron bodies, wrinkling, 
and swelling. The changes in parietal cortex are to a greater extent expressed, as the neurons are more sensitive to 
oxygen deficiency.

Key words: cerebral ischemia, neurons, parietal cortex, hippocampus.



 29

Введение

Цepeбральная ишемия является тяжелым нeй- 
рoдегенеpaтивным cocтоянием, приводящим к на-
рушению сенсомотopных функций центpaльной 
нepвной сиcтемы [1–3]. Усиление свободноради-
кальных процессов при ишемии головного мозга 
(ИГМ) приводит к нарушению существующего в 
физиологических условиях баланса между анти-
оксидантными и прооксидантными системами с 
преобладанием прооксидантных факторов, кото-
рые начинают оказывать повреждающее действие 
на молекулярном и клеточном уровне, что сопро-
вождается комплексом типовых патологических 
изменений в органах и тканях, называемых окис-
лительным стрессом [3–10].

Активные формы кислорода играют важную 
роль в жизнедеятельности головного мозга. Кис-
лородные радикалы выполняют функции мес-
сенджера, отвечая за нейрональную активность, 
регулируют мозговой кровоток, апоптоз и другие 
важные процессы функционирования головного 
мозга. Показано, что проведение нервного им-
пульса также сопряжено с возникновением сво-
боднорадикальных форм фосфолипидов. Однако 
избыток активных форм кислорода проявляется 
токсичностью, индуцированием дегенеративных 
изменений нейронов [5, 6, 11] – сморщиванием 
цитоплазмы, разрушением митохондрий и других 
органелл, нарушением метаболизма. Морфоло-
гически это приводит к увеличению количества 
гиперхромных сморщенных нейронов [8, 9, 12].

В теменной коре находится центральная часть 
двигательного анализатора, регулирующего це-
ленаправленные комбинированные движения, 
а также центры анализа осязательных, болевых 
и температурных раздражителей. Гиппокамп 
обеспечивает пространственную ориентацию, 
участвует в оборонительных реакциях и имеет 
большое значение в процессах памяти. Нейро-
ны коры больших полушарий головного мозга и 
гиппокампа наиболее чувствительны к недостат-
ку кислорода [3, 4]. Однако существует дефицит 
представлений о гистологических изменениях в 
париетальной коре и гиппокампе при ишемии, в 
том числе в сравнительном аспекте.

Цель работы – изучение морфофункциональ-
ных нарушений нейронов теменной коры и гип-

покампа крыс и изменений прооксидантно-анти-
оксидантного состояния у крыс с субтотальной 
ишемией головного мозга.

Материал и методы

Эксперименты выполнены на 20 белых бес-
породных 3-месячных крысах-самцах массой 
250 ± 20 г. Контролировались температурный, 
световой и шумовой режимы. При выполнении 
экспериментов руководствовались принципами 
гуманного отношения к животным. Оперативные 
вмешательства осуществляли в условиях адек-
ватной анальгезии в соответствии с этически-
ми нормами, рекомендованными комиссией по 
гуманному обращению с экспериментальными 
животными (приказ ректора Гродненского го-
сударственного медицинского университета от 
27.12.2006 г. № 125) [13].

Оперативные вмешательства осуществляли в 
условиях внутривенного тиопенталового наркоза 
(40–50 мг/кг). Контрольную группу (группа «кон-
троль») составили лoжнooперированные крысы. 
Субтотальную ИГМ (СИГМ, группа «опыт») мо-
делировали перевязкой oбеих oбщих сонных ар-
терий. Животных декапитировали после 60-ми-
нутной ишемии. Гистологические исследования 
осуществлялись согласно методике, описанной в 
нашей предыдущей статье [2]. В срезах толщиной 
10 мкм, изготовленных в криостате Leica CM 1840 
(Leica) (–12 °С), в нейронах пятого слоя теменной 
коры и пирамидального слоя поля СА1 гиппокам-
па определяли активность NADH-дегидрогеназы 
(КФ 7.1.1.2), сукцинатдегидрогеназы (КФ 1.3.5.1), 
глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (КФ 1.1.1.49), 
лактатдегидрогеназы (КФ 1.1.1.27) и кислой фос-
фатазы (КФ 3.1.3.2) [15, 16].

В гомогенатах коры головного мозга, разве-
денных в фосфатно-солевом буфере 1:5 (рН 7,2), 
определяли прооксидантно-антиоксидантное со- 
стояние: активность процессов перекисного окис-
ления липидов (содержание продуктов, реаги-
рующих с тиобарбитуровой кислотой (ТБКРС)), 
концентрацию восстановленного глутатиона 
(GSH), тиоловых групп (TSH), активность глута-
тионпероксидазы.

Для определения содержания ТБКРС к иссле-
дуемому образцу 10%-го гомогената головного 
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мозга (0,3 мл) последовательно добавляли 2,4 мл 
0,07 N раствора серной и 0,3 мл 10%-го раствора 
фосфорно-вольфрамовой кислот. К дважды от- 
мытому, растворенному в 3,0 мл бидистилли-
рованной воды осадку добавляли 1 мл 0,85%-го 
водного раствора ТБК, растворенной в 25 мл ле-
дяной уксусной кислоты с добавлением 5 мл Н2O. 
Цветная реакция протекала в герметически за-
крытых пробирках при температуре 96 °С в те-
чение 60 мин. После их охлаждения в воде в те-
чение 5 мин определяли оптическую плотность 
отцентрифугированного супернатанта на спек-
трофотометре PV 1251C (Солар, Беларусь) при 
длинах волн 532 и 580 нм. Концентрацию ТБКРС 
рассчитывали по формуле: ТБКРС = (Е532 – Е580)/
0,156 × K, где Е – экстинкция при соответствую-
щих длинах волн; 0,156 – коэффициент молярной 
экстинкции образующегося продукта; K – коэф-
фициент разведения образца головного мозга 
(147,7).

При измерении концентрации GSH к 1 мл 
15%-го гомогената головного мозга добавляли 
0,2 мл 25 % трихлоруксусной кислоты, встряхи-
вали и центрифугировали при 5000 об/мин в те-
чение пяти минут. К полученному супернатанту 
(0,2 мл) добавляли 1,2 мл 0,5 М фосфатного буфе-
ра (рН 7,8) и 50 мкл реактива Эллмана. Концен-
трацию GSH рассчитывали с учетом коэффици-
ента молярной экстинкции (ε412 = 13 600 М–1·см–1) 
путем определения оптической плотности иссле-
дуемых образцов при λ = 412 нм на спектрофото-
метре PV 1251C.

Определение концентрации TSH осущест-
вляли следующим образом. Добавляли 30 мкл 
3%-го раствора натриевой соли додецилсульфата 
к 60 мкл гомогената головного мозга, отбирали 
25 мкл полученной смеси и соединяли с 1,2 мл 
0,5 М фосфатного буфера (рН 7,8) и 50 мкл ре-
актива Эллмана, через 10 мин инкубации при 
комнатной температуре определяли оптическую 
плотность на спектрофотометре PV 1251C при 
λ = 412 нм с учетом коэффициента молярной экс-
тинкции (13600 М–1 см–1).

Для измерения активности глутатионперокси-
дазы к 0,8 мл Трис-HCl буфера (рН 7,25), содер-
жащего 0,012 М азида натрия, 0,001 М ЭДТА и 
4,8 мМ GSH, добавляли 0,1 мл гомогената голов-
ного мозга и 20 мМ трет-бутилгидропероксида, 
инкубировали 10 мин при температуре 37 °С, 
реакцию останавливали 0,02 мл раствора 25 % 
трихлоруксусной кистоты; для получения нуле-
вой точки аналогичную процедуру проводили 
сразу после введения трет-бутилгидропероксида. 
Пробы центрифугировали (5000 об/мин, 5 мин), 
к 1 мл фосфатного буфера (рН 7,8) добавляли 
30 мкл полученного супернатанта и 30 мкл реак-

тива Эллмана, измеряли оптическую плотность 
при λ = 412 нм и λ = 700 нм.

После предварительной проверки на нормаль-
ность распределения полученные данные анали-
зировали методами непараметрической стати-
стики. Результаты представлены в виде Me (LQ; 
UQ), где Me – медиана, LQ – значение нижнего 
квартиля; UQ – значение верхнего квартиля. Раз-
личия между показателями контрольной и опыт-
ной групп считали достоверными при р < 0,05 
(критерий Манна – Уитни) [16].

Результаты и их обсуждение

При изучении морфологических характери-
стик нейронов филогенетически разных отделов 
коры головного мозга (теменная кора и гиппо-
камп) установлено уменьшение их размеров, из-
менение формы перикарионов и повышение ко-
личества патологических форм нейронов [2].

Содержание рибонуклеопротеинов в темен-
ной коре (0,29 (0,27; 0,3) ед. опт. пл.) и в гиппо-
кампе (0,27 (0,25; 0,28) ед. опт. пл.) после СИГМ 
было значимо больше, чем у крыс группы кон-
троля (соответственно 0,16 (0,13; 0,17) и 0,17 
(0,15; 0,18) ед. опт. пл., p < 0,05).

У крыс с СИГМ в цитоплазме нейронов пя-
того слоя теменной коры головного мозга и пи-
рамидного слоя поля СА1 гиппокампа отмеча-
лось значимое (р < 0,05) уменьшение активности 
NADH-дегидрогеназы (фермента, участвующего 
в переносе электронов с NADH на убихинон) 
(соответственно на 24 и 23 %), активности мар-
керного фермента митохондрий сукцинатдеги-
дрогеназы (на 39 и 30 %), фермента пентозофос-
фатного пути глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы 
(на 31 и 23 %), увеличение активности фермен-
та анаэробного гликолиза лактатдегидрогеназы 
(на 22 и 22 %), а также маркерного фермента ли-
зосом кислой фосфатазы (на 31 и 23 %) (табл. 1, 
рис. 1, 2).

Базовый прооксидантно-антиоксидантный 
статус коры головного мозга характеризовался 
параметрами, установленными в контрольной 
группе (табл. 2). В опытной группе с СИГМ от-
мечали статистически значимое уменьшение по-
казателей неферментативных механизмов защи-
ты (концентрации GSH на 11 %, общих SH-групп 
белков и глутатиона на 16 %) и увеличение актив-
ности глутатионпероксидазы (на 24 %), отража-
ющее высокую напряженность ферментативных 
механизмов.

Ишемия головного мозга характеризуется ак-
тивацией свободнорадикальных окислительных 
процессов в ткани головного мозга. Окислитель-
ный стресс запускает определенный «метаболи-
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ческий каскад» взаимосвязанных патологических 
реакций, необратимо повреждающих нейроны. 
Важную роль в механизмах окислительного по-
вреждения нейронов играют нарушения митохон-
дрий и увеличение содержания внутриклеточно-
го Ca2+, в результате чего происходит активация 
ферментов, ведущая к дезорганизации метабо-

лизма, повышению проницаемости плазмати-
ческой мембраны и развитию морфологических 
изменений – деформации тел нейронов и смор-
щивания [6–10, 12, 17, 18].

Гиперхромные и особенно гиперхромные 
сморщенные нейроны часто расцениваются в ка- 
честве маркеров ишемии. В их цитоплазме про-
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Таблица 1. Активность ферментов в теменной коре и гиппокампе
Table 1. Enzyme activity in parietal cortex and hippocampus 

Активность фермента, 
ед. опт. пл.

Контроль СИГМ
Теменная кора Гиппокамп Теменная кора Гиппокамп

NADH-дегидрогеназа 0,21 (0,20; 0,26) 0,22 (0,19; 0,26) 0,16 (0,15; 0,18)* 0,17 (0,16; 0,18)*
Сукцинатдегидрогеназа 0,18 (0,16; 0,19) 0,17 (0,16; 0,18) 0,11(0,1; 0,12)* 0,12 (0,11; 0,13)*
Глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа 0,23 (0,22; 0,25) 0,22 (0,2; 0,24) 0,16 (0,13; 0,19)* 0,17 (0,16; 0,18)*
Лактатдегидрогеназа 0,11 (0,10; 0,13) 0,14 (0,13; 0,15) 0,14 (0,13; 0,15)* 0,18 (0,17; 0,19)*
Кислая фосфатаза 0,22 (0,20; 0,24) 0,24 (0,20; 0,25) 0,32 (0,30; 0,35)* 0,31 (0,30; 0,39)

Примечание. Здесь и в табл. 2 * – отличие от величины соответствующего показателя группы контроля статистически 
значимо при р < 0,05.

Рис. 1.  Активность NADH-дегидрогеназы в нейронах 5-го слоя теменной коры (а, б) и поля СА1 гиппокампа 
(в, г): контроль (а, в), СИГМ (б, г). Ув. 400

Fig. 1.  NADH dehydrogenase activity in neurons of parietal cortex 5th layer (a, b) and hippocampus CA1 field (c, d): 
control (a, c), subtotal cerebral ischemia (b, d). Magnification ×400
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исходит снижение относительного числа мито-
хондрий, количества и длины их крист, что сопро-
вождается уменьшением активности маркерных 
ферментов митохондрий сукцинатдегидрогеназы 
(фермента аэробного окисления углеводов в ци-
кле Кребса) и NADH-дегидрогеназы (митохон-
дриального фермента, участвующего в переносе 
электронов и являющегося важным связующим 
звеном между конечными продуктами распа-
да углеродного скелета и дыхательной цепью). 
Это свидетельствует о прогрессирующем падении 
функциональной активности митохондрий и энер-

гетического обеспечения нейронов. Кроме того, 
снижается активность внемитохондриального 
фермента глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы, свя-
занного с пентозофосфатным путем. Происходит 
компенсаторное возрастание активности лактатде-
гидрогеназы (показателя интенсивности анаэроб-
ного гликолиза) и маркерного фермента лизосом 
кислой фосфатазы, свидетельствующее об усиле-
нии аутофагии, направленной на удаление повреж-
денных мембран и органелл в нейронах [18].

Выявленные изменения активности фермен-
тов свидетельствуют о нарушении энергетиче-

Рис. 2.  Активность кислой фосфатазы в нейронах 5-го слоя теменной коры (а, б) и поля СА1 гиппокампа 
(в, г): контроль (а, в), СИГМ (б, г). Ув. 400

Fig. 2.  Acid phosphatase activity in neurons of parietal cortex 5th layer (a, b) and hippocampus CA1 field (c, d): 
control (a, c), subtotal cerebral ischemia (b, d). Magnification ×400

Таблица 2. Показатели прооксидантно-антиоксидантного состояния в гомогенатах мозга

Table 2. Markers of redox state in brain homogenates
Показатель Контроль СИГМ

Содержание TSH, ммоль/л 2,78 (2,63; 2,92) 2,34 (2,09; 2,58)*
Содержание GSH, ммоль/л 1,89 (1,76; 2,01) 1,68 (1,43; 1,92)*
Активность глутатионпероксидазы, ммоль GSH/(мин × л) 62,8 (59,2; 64,3) 78,2 (75,6; 81,3)*
Содержание ТБКРС, мкмоль/л 122,6 (105,7; 132,4) 153,9 (141,8; 156,7)*
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ского обмена нейронов теменной коры и гиппо-
кампа, что ведет к энергетическому дефициту, 
снижению их функциональной активности и ги-
бели [4, 5, 7, 18].

Заключение

Таким образом, субтотальная церебральная 
ишемия приводит к активации свободноради-
кальных окислительных процессов и развитию 
морфофункциональных нарушений коры голов-
ного мозга. В большей степени изменения вы-
ражены в теменной коре, нейроны которой более 
чувствительны к недостатку кислорода.
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