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РЕЗЮМЕ

Цель. Изучить морфологические изменения нейронов и глии коры больших полушарий на модели тоталь-
ной транзиторной ишемии головного мозга (ТТИГМ) у крыс и на фоне коррекции п-тирозолом.

Материалы и методы. Опыты проведены на крысах линии Вистар (n = 30). Животные были разделе-
ны случайным образом на три группы – ложнооперированные, контрольные с воспроизведением ТТИГМ, 
опытные с моделью ТТИГМ и введением п-тирозола. Глионейрональный комплекс коры больших полу-
шарий изучали при помощи световой и электронной микроскопии с применением морфоколичественного 
анализа.

Результаты. В группе животных с ТТИГМ отмечено значимое снижение численной плотности нейронов. 
В сохранившихся нейронах происходило значительное уменьшение удельного объема мембранных орга-
нелл, а также повышение удельного объема липофусцина, лизосом и вакуолей. У животных, получавших 
п-тирозол после ТТИГМ, отмечалось усиление выживаемости нейронов.

Заключение. Впервые на данной модели ТТИГМ охарактеризованы структурные и ультраструктурные 
изменения нейронов и глии коры больших полушарий у крыс, которые свидетельствуют о состоятельно-
сти модели. В условиях ТТИГМ впервые продемонстрированы нейропротективные эффекты п-тирозола на 
светомикроскопическом и ультраструктурном уровнях.
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ВВЕДЕНИЕ

По данным Всемирной организации здравоохра-
нения, в России и большинстве других стран в струк-
туре общей смертности населения инсульт занима-
ет второе место [1] с преобладанием ишемических 
типов. Острая ишемия-реперфузия головного мозга 
вызывает массовую гибель нервных и глиальных 
клеток и приводит к тяжелому неврологическому 
дефициту [2], что создает потребность в нейропро-
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ABSTRACT

Aim. To investigate morphological alterations in neurons and glial cells in the cerebral cortex using a rat model of 
total transient global cerebral ischemia (GCI) and to evaluate the neuroprotective effects of p-tyrosol.

Materials and methods. Experiments were performed on Wistar rats (n = 30), randomly divided into three 
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cortex were analyzed by light and transmission electron microscopy combined with a quantitative morphometric 
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текции [3]. В связи с ведущей ролью окислительного 
стресса при ишемии-реперфузиии патогенетически 
оправдано использование нейропротекторов с анти-
оксидантным эффектом [4]. Одним из них является 
фенол природного происхождения – п-тирозол, име-
ющий высокую биодоступность для тканей мозга [5].

Для изучения патогенеза ишемии-реперфузии и 
доклинической оценки нейропротекции использу-
ется модель тотальной транзиторной ишемии голов-
ного мозга (ТТИГМ) у крыс [6]. Нами была разра-
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ботана модификация одного варианта такой модели, 
предложенной Н.С. Щербак и соавт., с преимуще-
ствами низкой травматичности и смертности живот-
ных [7]. Фармацевтическая субстанция п-тирозола  
(99,5%-й чистоты) была предоставлена Институтом 
проблем химико-энергетических технологий СО РАН  
(г. Бийск).

Целью исследования явилось изучение морфоло-
гических изменений нейронов и глии коры больших 
полушарий на модели ТТИГМ у крыс линии Вистар 
и на фоне коррекции п-тирозолом.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования служили 30 аутбредных 

самцов крыс линии Вистар массой 220–240 г. Живот-
ные были разделены на три группы (по 10 в каждой): 
группа ложнооперированных животных (интактный 
контроль), группа с воспроизведением ТТИГМ (кон-
троль) и группа с воспроизведением ТТИГМ с введе-
нием п-тирозола (опыт). Модель ТТИГМ воспроиз-
водили по методу трехсосудистой окклюзии [7]. 

У ложнооперированных животных проводили 
аналогичное оперативное вмешательство, но без на-
ложения окклюдеров на артерии. Крысам опытной 
группы вводили п-тирозол внутрибрюшинно в дозе 
20 мг/кг массы тела в течение 5 сут с момента вос-
произведения ТТИГМ. Крысы контрольной группы 
получали дистиллированную воду по той же схеме. 

По завершении эксперимента проводили эвтана-
зию изофлураном с изъятием мозга. Все процедуры 
соответствовали Директиве 2010/63/EU; исследова-
ние одобрено комиссией по биоэтике СибГМУ (про-
токол № 2203201 от 22.12.2014).

Для морфологических исследований мозг экс-
периментальных животных фиксировали путем 
транскардиальной перфузии смеси 4%-го раствора 
параформальдегида, 1%-го раствора глютарово-
го альдегида в течение 15–20 мин под давлением  
90 мм рт. ст. После фиксации мозг извлекали и дофик-
сировали в аналогичной смеси фиксатора. Для све-
товой микроскопии материал заливали в парафин и 
изготавливали тонкие парафиновые серийные фрон-
тальные срезы всего мозга на уровне сенсомоторной 
коры с последующей окраской их гематоксилином и 
эозином, а также крезиловым фиолетовым по Нис-
слю. Просмотр и фотографирование срезов проводи-
ли на микроскопе Carl Zeiss Axiostar plus (Германия).

Для электронномикроскопического исследования 
выделяли сенсомоторную область коры большого 
мозга (поля Fpa и Fpp) с использованием стерео-
таксических атласов. Затем кусочки сенсомоторной 
коры (по пять из каждого полушария) постфикси-
ровали в 2%-м растворе OsO4, дегидратировали в 

спиртах восходящей концентрации, заливали в смесь 
эпон-аралдит и резали на ультратоме LKB-4 (Шве-
ция) на полутонкие срезы с последующей окраской 
0,1%-м толуидиновым синим и ультратонкие срезы, 
которые помещали на медные сетки и контрастиро-
вали уранилацетатом и цитратом свинца. 

На парафиновых срезах, окрашенных крезиловым 
фиолетовым, подсчитывали процент нейронов с оча-
говым и тотальным хроматолизом, гиперхромных и 
пикноморфных нейронов в слоях II, IV, V коры боль-
шого мозга на 500 нервных клеток каждого слоя от 
каждого животного, численную плотность нейронов 
в единице плоскости среза (Ns), среднее количество 
нейронов, общей суммарной глии и перинейроглии в 
окулярной рамке 0,029 мкм2 и высчитывали глионей-
рональный индекс (ГНИ). На электронных микро-
фотографиях с помощью программы ImageJ (NIH, 
США) высчитывали удельную суммарную площадь 
митохондрий, эндоплазматического ретикулума, 
комплекса Гольджи (КГ), вакуолей и липофусцина 
нейронов V слоя.

Статистическую значимость различий оценивали 
с помощью непараметрического критерия Краскела – 
Уоллиса с последующими парными сравнениями 
при помощи критерия Манна – Уитни. Для учета 
множественных сравнений применялась поправка 
Бонферрони, скорректированный уровень значимо-
сти составил 0,01 при исходном уровне значимости 
0,05. Различия считались статистически значимыми 
при p < 0,01. Результаты представлены в виде медиа-
ны и интерквартильного размаха  Me (Q1–Q3).

РЕЗУЛЬТАТЫ 
В результате ишемии численная плотность ней-

ронов в IV и V слоях коры снижалась на 29 и 22% 
соответственно (р < 0,05) по сравнению с ложноопе-
рированными животными. При этом также значимо 
снижается численная плотность общей глии, одна-
ко показатель численной плотности перинейроглии 
остается на уровне контрольных значений, что го-
ворит о выраженности прогрессивно-пролифератив-
ных глиальных реакций. Исследование глионейро-
нальных взаимодействий показало, что у животных 
контрольной группы в IV и V слоях коры больших 
полушарий происходит статистически значимое уве-
личение ГНИ на 19 и 35% соответственно (р < 0,05; 
табл. 1). 

Нормализации цитоархитектоники исследуемых 
областей мозга способствовал п-тирозол (20 мг/кг), о 
чем свидетельствовала сохранность численной плот-
ности нейронов и глии IV и V слоя коры на уровне зна-
чений ложнооперированных крыс, при этом наблю-
далась нормализация показателя ГНИ (см. табл. 1).  
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Среди сохранившихся нейронов II, IV и V слоев из-
учаемой области коры больших полушарий крыс с 
ТТИГМ значительная часть подвергалась хромато-
лизу различной выраженности, а также изменениям 
по темному типу с пикнозом ядра и уменьшением 
объема цитоплазмы. 

Количественный анализ показал, что во II и  
IV слоях коры контрольной группы животных были 
сильнее выражены хроматолитические повреждения 
нейронов, тогда как в V слое преобладает темный 
тип деструкции с пикнозом ядра и повышением ос-

миофлиии цитоплазмы (табл. 2). Введение п-тиро-
зола после ишемии ослабляло развитие обратимых 
и необратимых изменений нейронов коры больших 
полушарий по сравнению с соответствующими ве-
личинами у крыс контрольной группы. Причем со-
хранность нейронов во всех исследуемых слоях 
была примерно одинакова, изучаемые показатели 
деструкции были в 1,5–2 раза ниже группы контроля 
(p ˂ 0,05), но все же оставались значимо выше тако-
вых значений в группе ложнооперированных живот-
ных (табл. 2). 

Т а б л и ц а  1

Количественная характеристика глионейронального комплекса слоев II, IV и V затылочной доли коры большого мозга крыс  
с экспериментальной тотальной ишемией и реперфузией головного мозга на фоне введения п-тирозола, Me (Q1–Q3)

Группа животных Численная плотность ней-
ронов (на 1 мм2 среза)

Численная плотность об-
щей глии (на 1 мм2 среза)

Численная плотность пери-
нейроглии (на 1 мм2 среза)

Глионейро- 
нальный индекс

Ложно- 
оперирован-
ные

II слой коры 2142,39 
(2095,67–2151,71)

1040,54 
(1025,03–1133,89)

385,24 
(377,46–409,11)

0,18 
(0,18–0,19)

IV слой 
коры

2149,61 
(2140,12–2171,22)

1195,64 
(1195,58–1208,57)

352,37 
(348,87–371,53)

0,17
(0,16–0,17)

V слой коры 1972,8
 (1872,8–2041,46)

975,17
(969,45–982,54)

294,44 
(259,73–316,58)

0,13 
(0,13–0,19)

Контроль

II слой коры 2028,16 
(1916,77–2132,14)

922,28*
(902,26–944,47)

373,29 
(351,54–374,49)

0,18 
(0,17–0,20)

IV слой 
коры

1506,50 
(1449,76–1675,83)*

844,18*
(827,38–881,27)

329,14 
(311,58–331,59)

0,21
 (0,19–0,24)*

V слой коры 1338,67 
(1330,65–1338,81)*

976,68 
(793,98–893,59)

276,30 
(221,87–278,91)

0,20
 (0,17–0,21)*

п-Тирозол

II слой коры 1992,51 
(1991,98–2132,18)

999,29 
(914,94–1171,46)

396,22
 (373,93–429,14)

0,19 
(0,18–0,22)

IV слой 
коры

2116,55 
(2092,19–2126,80)^

931,87 
(931,53–966,87)

338,84 
(325,37–369,45)

0,17
(0,15–0,18)

V слой коры 1743,45 
(1642,22–1748,28)^

1071,07 
(1007,17–1078,49)

316,44 
(316,43–316,45)

0,18*^
(0,18–0,19)

____________
Здесь и в табл. 2, 3: * р < 0,01 по сравнению с показателями ложнооперированных животных; ^ – р < 0,01 по сравнению с показателями 
контрольной группы.

Т а б л и ц а  2

Морфологические изменения нейронов коры больших полушарий крыс различных экспериментальных групп, %, Me (Q1–Q3)

Группа животных Нейроны с очаговым 
хроматолизом

Нейроны с тотальным 
хроматолизом

Гиперхромные нейроны 
без сморщивания 

Гиперхромные нейроны 
со сморщиванием 

Ложно- 
оперирован-
ные

II слой коры 0,82 (0,82–0,88) 0,97 (0,83–1,11) 1,23 (0,94–1,34) 1,40 (1,02–1,57)
IV слой коры 1,2 (0,39–1,26) 0,78 (0,42–0,88) 1,39 (1,32–1,41) 1,34 (1,31–1,62)
V слой коры 2.23 (2,15–2,29) 0,47 (0,45–0,57) 10,06 (9,82–10,23) 4,66 (3,31–5,10)

Контроль
II слой коры 58,22* (54,27–59,36) 7,84* (7,17–10,23) 7,15* (6,88–8,91) 3,43* (2,57–3,85)
IV слой коры 58,21* (58,11–58,40) 10,67* (9,15–11,81) 7,04* (6,94–8,45) 2,78* (2,36–3,04)
V слой коры 12,91* (11,42–15,16) 3,36* (3,31–4,44) 13,88 (12,40–14,21) 7,41* (7,41–7,54)

п-Тирозол
II слой коры 42,57 *^ (27,44–43,98) 3,45 *^ (3,13–3,81) 7,77 (7,31–8,70) 2,67 (2,53–2,69)
IV слой коры 35,02*^ (34,43–37,42) 4,94* (4,18–5,16) 9,11 (8,07–9,64) 1,90^ (1,65–2,12)
V слой коры 10,63*^ (10,62–11,29) 2,55*^ (2,41–2,86) 6,59*^ (6,50–6,90) 4,94^ (4,53–5,76)

При электронномикроскопическом исследовании 
образцов животных с ТТИГМ наблюдается резкое 
уменьшение количества цистерн грЭПС по всей пло-
щади, при этом встречаются единичные полисомы и 

свободные рибосомы. Отмечается заметное уменьше-
ние количества митохондрий, сохранившиеся мито-
хондрии набухают, в них наблюдается просветление 
матрикса, деструкция крист. В значительной части 
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нейронов отмечается усиление процессов вакуолиза-
ции. Ядра сохранившихся нейронов нередко имеют 
неровный контур, отмечаются глубокие инвагинации 
кариолеммы, локальные расширения перинуклеарно-

го пространства. В части нейронов ядрышко увели-
чивается в размерах, что можно расценивать как ком-
пенсаторно-приспособительную реакцию нейронов в 
ответ на повреждение (рис. 1, а). 

Рис. 1. IV слой коры больших полушарий крыс различных экспериментальных групп: а – неизмененный нейрон коры боль-
шого мозга крысы ложнооперированной группы; b, c – нейроны коры большого мозга крыс контрольной группы. Распад 
гранулярной ЭС, единичные ее фрагменты в цитоплазме (черные стрелки), появление гранул липофусцина (пунктирная 
стрелка), уплотнение ядрышка нейрона (звездочка), прикраевая фрагментация хроматина в ядре (стрелки точка-пунктир);  
d – нейрон коры большого мозга крыс опытной группы. Сохранность органелл, прикраевая конденсация хроматина в ядре 

(стрелки точка-пунктир). Электронограммы; ×4 500 

а 					     b 

c 					     d

Количественно в группе животных с ишеми-
ей-реперфузией наблюдается уменьшение удельного 
объема грЭПС в 4,4 раза, митохондрий – в 1,9 раза, 
КГ – на 21,4% от показателей ложнооперированных 

животных (p ˂ 0,05). В то же время было выявлено 
десятикратное повышение удельного объема липо-
фусцина и лизосом, а также пятикратное увеличение 
удельного объема вакуолей (p ˂ 0,05; табл. 3). 

Т а б л и ц а  3

Удельная площадь органелл  в цитоплазме пирамидных нейронов V слоя коры больших полушарий крыс  
различных экспериментальных групп, %, Me (Q1–Q3)

Группа животных грЭПС Митохондрии Лизосомы КГ Вакуоли
Ложнооперированные 24,33 (19,52–27,21) 9,67 (8,72–11,51) 1,38 (1,12–1,72) 2,34 (2,15–3,29) 1,8 (1,6–2,3)
Контроль 5,48* (4,97–5,86) 5,09* (4,089–5,14) 13,9* (12,15–15,02) 1,84* (1,7–2,05) 8,82* (8,12–9,91)
п-Тирозол 10,15*^ (9,58–11,51) 6,85*^ (6,15–7,71) 7,1*^ (6,88–7,65) 1,86* (1,85–2,52) 8,9* (8,1–9,65)
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Введение п-тирозола крысам после ТТИГМ в 
значительной степени препятствует развитию опи-
санных выше ультраструктурных нарушений ней-
ронов. Удельный объем органелл остается выше, 
чем в группе контроля в 1,9 и 1,4 раза соответ-
ственно (p ˂ 0,05), но в 1,6 раза ниже, чем в груп-
пе ложнооперированных животных. Так, п-тирозол 
препятствует накоплению в перикарионах липо-
фусцина и лизосом, удельный объем которых почти  
в 2 раза ниже, чем в контрольной группе (см. табл. 3,  
p ˂ 0,05).

Гибель нейронов при ТТИГМ способствует акти-
вации перинейроглии, в цитоплазме которой отме-
чается появление многочисленные вакуолей и фаго-
сом, миелиноподобных телец. Часто на препаратах 
можно увидеть погружение в нейроны глиальных 
клеток-сателлитов, что указывает на начало нейро-
нофагии. Отмечается активация микроглии: клетки 
теряют свои отростки, округляются, в ядре хорошо 
различимо ядрышко, в цитоплазме отмечается силь-
ное развитие комплекса Гольджи и, следовательно, 
вакуолярного аппарата (рис. 2).

Рис. 2. Нейроглиальные взаимодействия в коре больших полушарий крыс с тотальной транзиторной ишемией головного 
мозга: а – нейронофагия – погружение сателлитного глиоцита в цитоплазму нейрона (стрелка). Окраска метиленовым 
синим по методу Ниссля, ×1 000;  в – вакуоли, фагосомы, миелиноподобные тельца в цитоплазме глиоцита (пунктирные 

стрелки); с – активированный микроглиоцит (стрелка точка-пунктир). Электронограммы; ×5 000

ОБСУЖДЕНИЕ

Комплексное исследование II, IV и V слоев сен-
сомоторной коры крыс на модели ТТИГМ выявило 
существенные изменения структуры и численности 
нейронов и глии при расстройстве гемодинамики. В 
нейронах обнаружены гиперхромия, хроматолиз раз-
ной степени, отмечена постишемическая гибель ней-
ронов. Очаговый хроматолиз к пятым суткам прояв-
лялся периферическим и сегментарным растворением 
хроматофильной субстанции, что является наиболее 
типичной реакцией на гипоксию [8]. Тотальный хро-
матолиз характеризовался равномерным растворени-
ем глыбок по перикариону и дендритам, а крайняя 
стадия («клетки-тени») расценивается как необрати-
мая деструкция [9]. По данным различных авторов, 
гиперхромия может быть как следствием усиления 
ядерно-цитоплазматического транспорта РНК, так и 
признаком подавления синтеза белка, что совпадает 
с развитием гидролитических процессов и свидетель-
ствует о необратимом повреждении нейронов [8].

Электронная микроскопия подтвердила данные 
морфометрии: после ТТИГМ в нейронах V слоя про-

а 				             в 					       с

исходила дегрануляция грЭПС, наблюдалось расши-
рение цистерн ЭПР и КГ, деструкция мембранных 
органелл с формированием вакуолей, что количе-
ственно выражалось в снижении удельного объем 
грЭПС, митохондрий и КГ, увеличении удельного 
объема липофусцина, лизосом и вакуолей. Цистер-
ны КГ в сохранившихся нейронах были расширены 
и фрагментированы, возрастало число лизосом, ли-
пидных включений и липофусцина, что подтвержда-
ется и на других моделях ТТИГМ [10–12].

Глионейрональное взаимодействие в норме под-
держивает аксональную проводимость и синаптиче-
скую передачу [13]. В исследовании выявлена про-
грессивная реакция нейроглии: рост ГНИ, усиление 
контактов нейронов с телами и отростками глиаль-
ных клеток, увеличение числа клеток-сателлитов, 
что характерно для начальной стадии постишемиче-
ского состояния [8]. При этом численная плотность 
глии у крыс контрольной группы снижалась, что от-
ражает гибель, прежде всего, астроглиоцитов.

Окислительный стресс при ишемии-реперфузии 
повреждает мембраны эритроцитов и эндотелия, на-
рушая микроциркуляцию и доступность кислорода 
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для тканей [14]. Описанные ранее антиоксидантные 
эффекты п-тирозола при ишемии головного мозга 
[5] могут объяснять нейропротекцию и в условиях 
ТТИГМ. Введение п-тирозола уменьшало числен-
ные потери нейронов во всех слоях, снижало очаго-
вый и тотальный хроматолиз во II и IV слоях и  долю 
пикноморфных нейронов в V слое. Аналогично при 
фокальной ишемии п-тирозол снижал уровень сво-
бодных радикалов, препятствовал некрозу и апопто-
зу, уменьшал размер «инсультного ядра» и увеличи-
вал выживаемость нейронов в префронтальной коре 
и гиппокампе [15].

На ультраструктурном уровне отмечалась со-
хранность грЭПС, митохондрий и меньшее количе-
ство лизосом по сравнению с контрольной группой. 
Помимо антиоксидантного действия, важны гемо-
реологические свойства п-тирозола: повышение де-
формируемости и снижение агрегации эритроцитов, 
уменьшение вязкости крови и плазмы [16], что, ве-
роятно, улучшает микроциркуляцию и доставку кис-
лорода, снижая деструкцию нейронов и глиоцитов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, п-тирозол обладает нейропротек-

тивной активностью, уменьшая численные потери 
нейронов коры больших полушарий, а также снижая 
долю нейронов с патоморфологическими измене-
ниями после глобальной церебральной ишемии-ре-
перфузии благодаря сохранности мембранных орга-
нелл в нейронах, нормализации глио-нейрональных 
взаимоотношений и улучшению микроциркуляции. 
Продемонстрированная нами в доклинических ис-
пытания эффективность п-тирозола при ишемии-ре-
перфузии головного мозга является важной предпо-
сылкой для проведения клинического исследования 
препарата в терапии ишемических поражений ЦНС. 
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