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Существенной проблемой при оценке развивающегося повреждения при экспериментальном исследовании ишемии мозга 
является отсутствие стандартизированных методических подходов для быстрого и точного определения зоны деструк-
ции при использовании парафиновых срезов. Цель  исследования – разработка нового подхода к оценке объема повреж-
дения головного мозга при фокальной транзиторной ишемии в бассейне средней мозговой артерии. Методика. Прово-
дили морфологическое исследование серийных фронтальных парафиновых срезов конечного мозга. В качестве обзор-
ной окраски использовали окраску 0,1% водным раствором крезилового фиолетового по Нисслю. Для оценки популяции 
активированных глиальных клеток использовали иммуноцитохимическую реакцию на нестин, для оценки жизнеспособ-
ности нейронов использовали иммуноцитохимическую реакцию на NeuN. Иммуноцитохимическую реакцию проводили 
с использованием мышиных моноклональных антител к нестину. Результаты. После проведения иммуноцитохимиче-
ской реакции на нестин при первичном осмотре окрашенных срезов определялся четкий линейный иммунопозитивный 
контур вокруг предполагаемой зоны инфаркта. Детальный анализ этого контура (демаркационной линии) показал, что он 
четко разделяет интактную и поврежденную ткани и состоит из астроцитов, имеющих многочисленные иммунопозитив-
ные отростки, часть из которых участвует в образовании глиальной периваскулярной пограничной мембраны. Заключе-
ние. Яркая и контрастная реакция на нестин позволяет легко оценивать объем повреждения на серийных парафиновых 
срезах ишемизированного головного мозга. Гистохимическую реакцию на нестин можно считать удобным маркером зоны 
повреждения головного мозга при моделировании ишемического инсульта. 
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Evaluating the condition of astrocytes is important for assessment of brain injury. Aim. To develop a new approach to assessing 
the size of brain injury following focal transitional ischemia in the middle cerebral artery circulation using a immunocytochemis-
try reaction for nestin, a protein of intermediate filaments, which is considered a marker of stem cells. Methods. Injury of the rat 
brain was induced by 30-min occlusion of the left middle cerebral artery followed by 48-h reperfusion. A morphological study of 
endbrain serial frontal paraffin sections was performed. A 0.1% aqueous solution of Nissl cresyl violet (Dr. Grubler, Germany) was 
used for survey staining. The population of activated glial cells was examined using an immunocytochemical reaction for nestin 
with mouse monoclonal antibodies to nestin; viability of neurons was evaluated using an immunocytochemical reaction for NeuN. 
Results. The immunocytochemical reaction revealed a clear, linear immunopositive contour around the suggested infarct zone. In 
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two days after unilateral ischemia, the cresylic violet staining showed that the center of damage was localized in the striatum and/
or basolateral area. The light microscopy study of this contour (demarcation line) showed that it divided intact and damaged tissue. 
Conclusion. Therefore, nestin is a convenient marker of brain injury in experimental ischemic stroke. The immunocytochemical 
reaction in combination with quantitative analysis of scanned images is an optimum tool for determining the size of brain injury. 
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Введение
 Острая фокальная ишемия головного мозга при-

водит к развитию патологических процессов, затраги-
вающих все основные клеточные популяции нервной 
ткани: нейроны, астроциты, микроглиоциты, эндоте-
лиоциты и другие клетки. Размер очага повреждения 
или «ядро инсульта» и последующая клеточная реак-
ция на ишемию, определяющая зону «ишемической 
полутени» или пенумбры, варьируют даже при исполь-
зовании хорошо отработанных общепринятых моде-
лей ишемического инсульта [1]. К таким моделям от-
носится монофиламентная модель [2] транзиторной 
фокальной ишемии в области средней мозговой арте-
рии по J. Koizumi. 

Наиболее распространенным методом оценки объ-
ема некроза головного мозга является метод окраски 
жизнеспособных тканей 2 %-м раствором трифенилте-
тразолия хлорида (ТТХ). Данный способ морфологиче-
ской оценки инфаркта позволяет визуализировать как 
некроз, так и жизнеспособную ткань головного мозга в 
течение первых 48 ч после восстановления кровотока 
[3]. Однако данный подход, несмотря на его простоту и 
эффективность, не позволяет проводить дальнейший 
морфологический и молекулярный анализ мозговых 
структур. Возможным решением этой проблемы может 
быть увеличение числа экспериментальных животных, 
хотя и это не решает проблемы сопоставимости резуль-
татов у отдельных животных. Более того в современных 
условиях проведения эксперимента необходимо учиты-
вать этические нормы проведения экспериментов на ла-
бораторных животных, рекомендующих ограничивать 
число опытов in vivo. 

Другими возможными методами оценки области 
повреждения являются окраска срезов мозга толуиди-
новым синим или крезиловым фиолетовым по Нис-
слю [4], окраска по Mассону [5], сравнение площадей 
сопоставимых участков ипси- и контралатерального 

полушарий [6] или измерение содержания внеклеточ-
ной ДНК в плазме крови [7]. Однако, все описанные 
методы позволяют оценить лишь объем некротизиро-
ванной ткани, не регистрируя клеточные реакции в об-
ласти пенумбры. В особенности это относится к реак-
ции астроцитов, характеристика состояний которых 
важна при оценке любого повреждения мозга [8].

Известно, что после ишемического повреждения 
в астроцитах начинается экспрессия нетипичных для 
них белков промежуточных филаментов, в частности, 
нестина, который принято считать маркером нейраль-
ных стволовых и прогениторных клеток [9,10]. Экс-
прессия нестина в мозге интактных взрослых живот-
ных регистрируется только в клетках, расположенных 
в 2 герминативных зонах: субвентрикулярной зоне бо-
ковых желудочков [11] и зубчатой извилине гиппокам-
па [9]. Однако при ишемическом повреждении мозга 
происходит увеличение числа нестин-иммунопозитив-
ных клеток. Нестин появляется в активированных 
астроцитах, олигодендроцитах, нейронах и  эндотели-
оцитах кровеносных капилляров [12–16]. Распределе-
ние иммунореактивных астроцитов, как правило, при-
вязано к зонам дегенерации нейральных элементов 
[15]. Можно полагать, что анализ распределения акти-
вированных нестин-иммунопозитивных астроцитов 
будет способствовать определению границ зоны ише-
мического повреждения и оценка состояния структур 
пограничной зоны.

Цель исследования – разработка нового подхода 
оценки объема повреждения головного мозга при фо-
кальной транзиторной ишемии в бассейне средней 
мозговой артерии (СМА) с использованием иммуно-
цитохимической реакции на нестин.

Методика
При проведении экспериментов руководствова-

лись «Правилами проведения работ с использованием 
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экспериментальных животных» (приложение к приказу 
МЗ СССР № 755 от 12.08.1977 г.), Хельсинкской декла-
рацией 1975 г. и ее пересмотренным вариантом 2000 г.  
Работа одобрена этическим комитетом университета. 
Эксперименты выполнены на половозрелых крысах-
самцах линии Wistar (n=16) и линии SHR (n=11).  Фо-
кальную транзиторную ишемию моделировали под об-
щей анестезией (тиопентал-натрий, 60 мг/кг) при по-
мощи монофиламентной эндоваскулярной окклюзии 
средней мозговой артерии по J. Koizumi [2]. Продол-
жительность нарушения кровообращения в бассейне 
левой средней мозговой артерии в каждом случае со-
ставляла 30 мин, время реперфузии  48 ч. Животных 
выводили из эксперимента передозировкой тиопента-
ла натрия. Материал фиксировали в цинк-этанол-
формальдегиде [17] и подвергали стандартным гисто-
логическим процедурам. Проводили морфологическое 
исследование серийных фронтальных срезов конечно-
го мозга, соответствующих уровню стереотаксических 
координат 0,48 мм ± 0,36 мм по отношению к брегме 
согласно анатомического атласу Paxinos Watson [18].

Для  обзора использовали окраску парафиновых 
срезов 0,1% водным раствором крезилового фиолето-
вого (Dr. Grubler, Германия) по Нисслю. Для оценки 
популяции активированных глиальных клеток исполь-
зовали иммуноцитохимическую реакцию на нестин 
[19], для оценки жизнеспособности нейронов – реак-
цию на NeuN [20]. Иммуногистохимическое окраши-
вание проводили с использованием мышиных моно-
клональных антител к нестину (клон Rat-401) в разве-
дении 1:400 (BD Biosciences, США), к NeuN (клон A60) 
в разведении 1:400 (Merck Millipore, США). 

Иммуноцитохимическое выявление нестина. После-
довательность процедур:  

1. Депарафинированные, промытые в дистиллиро-
ванной воде срезы подвергали в течение 20 мин про-
цедуре теплового демаскирования в пароварке в сосу-
де Хелендахеля в модифицированном цитратном бу-
фере pH 6,1 (S1700; Dako, Дания), предварительно 
прогретом до 60 ºС.

2. Остывшие предметные стекла промывали дистил-
лированной водой и помещали в стаканчик с 3%-ным рас-
твором перекиси водорода на 10 мин при комнатной тем-
пературе для блокирования эндогенной пероксидазы.

3. Срезы промывали в фосфатном буфере (ФСБ) и 
проводили блокировку неспецифического связывания  
антител раствором Protein Blok (Spring Bioscience, 
США) при комнатной температуре 10 мин. 

4. Наносили на срезы необходимое количество мы-
шиных моноклональных антител к нестину (клон Rat-
401) в разведении 1:400 (BD Biosciences, США) и по-
мещали стекла во влажную камеру (например, в ква-

дратные чашки Петри 100×100 мм, SARSTEDT 
82.9923.422, Австралия), затем инкубировали в термо-
стате при  27 ºС в течение 20 ч. Смывали антитела с пре-
паратов ФСБ и помещали их в свежую порцию того же 
буфера на 15 мин.

5. Фильтровальной бумагой удаляли буфер вокруг 
срезов и наносили на срезы необходимое количество 
вторичных антител – набор MACH 2 Mouse HRP-
polymer (Biocare medical, США). Покачивали предмет-
ное стекло для равномерного распределения антител, 
помещали препараты во влажные камеры. Инкубиро-
вали в термостате при температуре 27 ºС в течение  
20 мин. Смывали антитела ФСБ и помещали стекла в 
сосуд со свежей порцией того же буфера на 15 мин.

6. Наносили на срезы необходимое количество ра-
бочего раствора 3,3`-диаминобензидин тетрагидрох-
дорида (DAB+ (Dako, Дания)). В течение 1-3 мин. про-
исходило образование окрашенного продукта гисто-
химической реакции. Процесс контролировали под 
микроскопом и останавливали реакцию до появления 
неспецифического фона.

7. Смывали раствор хромогена и промывали препа-
раты в 2-3 порциях дистиллированной воды (по 3–5 мин 
в каждой). У части препаратов подкрашивали ядра ге-
матоксилином Джилла в течение 30 с,  подсинивали в 
щелочной воде (1 капля 10% аммиака на 10 мл дистил-
лированной воды). Проводили стандартные процедуры 
и заключали срезы в перманентную среду.

Полученные препараты анализировали в световом 
микроскопе Leica DM750 (Leica, Германия) и фотогра-
фировали с помощью фотокамеры ICC50 (Leica, Гер-
мания).

Количественный анализ проводили на цифровых 
изображениях малого увеличения, полученных при по-
мощи сканера EPSON Perfection V500 PHOTO. Изме-
рение площади внутри границ нестин-иммунопози-
тивных структур выполняли с использованием про-
граммы ImageJ (NIH, США). Статистическую 
обработку данных проводили в программе Excel (Mi-
crosoft Office 2013). 

Результаты и обсуждение
Анализ препаратов, окрашенных крезиловым фи-

олетовым, показал, что через 2 сут после односторон-
ней ишемии очаги повреждения затрагивают только 
левое полушарие и локализуются в стриатуме и/или 
базолатеральной области полушария. По степени по-
вреждения были выделены 2 варианта: умеренное ло-
кальное повреждение нейронов стриатума без очаго-
вой деструкции нервной ткани и ишемический ин-
фаркт, сопровождающийся очаговой некротической 
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деструкцией ткани и развитием воспалительной реак-
ции. В обоих случаях четко определить границу по-
вреждения на препаратах при окраске по Нисслю не 
представлялось возможным.

После проведения иммуноцитохимической реак-
ции на нестин при первичном осмотре окрашенных 
срезов даже без использования микроскопа определял-
ся четкий линейный иммунопозитивный (ИП) контур 
вокруг предполагаемой зоны инфаркта. Детальный 
анализ этого контура (демаркационной линии) пока-
зал, что он разделяет интактную и поврежденную 
ткань. Со стороны повреждения внутри этого контура 
отсутствуют жизнеспособные нейроны, в ядрах кото-
рых не определяется белок NeuN, а эндотелий сосудов 
проявляет интенсивную реакцию на нестин. В соста-
ве демаркационной линии клетки, содержащие нестин, 
имеют многочисленные отростки, часть из которых 
участвует в образовании глиальной периваскулярной 
мембраны (рис. 1, а, б). Со стороны интактной ткани 
в ядрах нейронов присутствует белок NeuN, эндоте-
лий сосудов проявляет слабую реакцию на нестин.

Полученные препараты были использованы для 
оценки границ повреждения, проходящих по демарка-
ционной нестин-ИП линии, с помощью сканера. По-
сле сканирования препаратов и дальнейшей обработ-
ки в программе ImageJ были вычислены площади по-
вреждения и определены анатомические структуры, 
которые оно затрагивало. Было установлено, что на 
фронтальных срезах головного мозга на уровне 0,48 мм 
± 0,36 мм от брегмы в случае незначительного локаль-
ного повреждения (S=3,39±0,97мм2) указанное по-

ны сенсомоторная кора, бледный шар и базальное ядро 
Мейнерта (рис. 2, б). В случае развития ишемического 
инфаркта (S=21,11±2,7 мм2) у большинства животных 
были поражены стриатум, первичная и вторичная сен-
сомоторная кора, инсулярная кора, эндопириформная 
и пириформная кора (рис. 2, в). 

Проблема оценки повреждения мозга и определе-
ние зоны ишемической полутени на гистологических 
препаратах представляется достаточно сложной с уче-
том отсутствия четких маркеров пограничной области, 
расположенной вокруг поврежденной части мозга. При 
использовании классической гистологической окра-
ски по методу Ниссля сложно определить границу меж-
ду поврежденной и интактной тканью. При окраске по 
Массону, которую используют при оценке объема по-
вреждения мозга [17] нередко получаются вариабель-
ные результаты, которые зависят от особенностей при-
менения методики, а также от выбранного метода фик-
сации материала. Использование более сложного 
метода – метода выявления апоптотических клеток 
(«TUNEL») [21] дает возможность видеть отдельные 
погибающие клетки, но не позволяет определить гра-
ницу очага повреждения. Использование ранее при-
менявшегося метода оценки жизнеспособности ней-
ронов с помощью иммуноцитохимической реакции на 
белок ядер нервных клеток NeuN [22] показало, что в 
случае инфаркта мозга и быстрой гибели нейронов не 
происходит такого же быстрого разрушения NeuN, как 
в случае изолированного повреждения нейронов [22], 
и в очаге повреждения встречаются клетки-тени не-
правильной формы, сохраняющие иммунореактив-

Рис. 1. Демаркационная нестин-ИП линия в стриатуме левого полушария головного мозга. 

а – общий вид, звездочкой отмечена сторона повреждения, б – нестин-ИП астроцит (указан стрелкой), ИП-реакция в эндотелии сосудов (указа-
на двойной стрелкой). 
Иммуноцитохимическая реакция на нестин. 
Масштаб отрезка – 20 мкм (а), 5 мкм (б).
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Рис. 2.Фронтальные срезы головного мозга крысы. Различная степень 
повреждения через 48 ч после 30 мин окклюзии СМА: а – локальное 
повреждение стриатума без некроза нервной ткани, б – локальное по-
вреждение нейронов стриатума, затрагивающее кору с возможным не-
крозом/апоптозом в стриатуме, в – ишемический инфаркт  левого по-
лушария с сохранением поясной коры, мозолистого тела и СВЗ.
Иммуноцитохимическая реакция на нестин. 
Масштаб отрезка равен 100 мкм.

ность по отношению к NeuN. В сравнении с перечис-
ленными методами, использование реакции на нестин 
позволяет выявлять именно пограничную зону.

Использование предлагаемого подхода обосновы-
вается тем, что нестин начинает экспрессироваться в 
астроцитах только при повреждении нервной ткани 
[23, 24], поэтому можно утверждать, что клетки, отде-
ляющие поврежденную ткань мозга от интактной, яв-
ляются активированными астроцитами. По данным 
литературы, экспрессия нестина в астроцитах начина-
ется уже в первые сутки после повреждения и продол-
жается в течение 1 мес [5]. Именно эти астроциты уча-
ствуют в дальнейшем в формировании глиального руб-
ца, который, в свою очередь, участвует в секвестрации 
очага инфаркта и способствует восстановлению гема-
тоэнцефалического барьера в пограничной зоне.

Яркая и контрастная реакция на нестин позволя-
ет упростить методику получения количественных дан-
ных, отказавшись от проведения классической микро-
скопии, и использовать сканированные изображения, 
которые удобно загружать в общедоступную програм-
му обработки морфологических данных – ImageJ.

Таким образом, в ходе проведенного исследования 
было показано, что нестин является надежным марке-
ром зоны повреждения головного мозга при модели-
ровании ишемического инсульта, а применение имму-
ногистохимической реакции в сочетании с количе-
ственным анализом сканированных изображений 
является удобным инструментом для определения объ-
ема повреждения мозга на фиксированных препара-
тах.
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