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В развитии возраст-ассоциированных нейродегенеративных заболеваний ключевая роль отводится устойчивой провоспали-

тельной активации микроглии и опосредованным реактивной микроглией окислительному стрессу, нейровоспалению, астро-

глиальной дисфункции . Конститутивная экспрессия микроглиоцитами сукцинатного рецептора SUCNR1/GPR91, формирование 

новых представлений о сукцинате как иммунометаболите (метабокин) и отсутствие исследований влияния сукцинатной сиг-

нализации на морфофункциональное состояние резидентных иммунных клеток ЦНС предопределили проведение исследо-

вания . Цель работы – выявление морфофункциональных особенностей и количества астро- и микроглиоцитов в стареющем 

мозге крыс при курсовом применении сукцинатсодержащего препарата мексидол (этилметилгидроксипиридина сукцинат) . 

Методика . Исследование выполнено на самцах беспородных белых крыс 3, 6 и 18 мес . Мексидол вводили в/б в дозе 100 

мг/кг ежедневно, в течение 3, 7 и 14 сут . Методом вестерн-блот-анализа в лизате коры головного мозга (КГМ) определяли 

содержание высокоспецифичных маркеров микроглиальной (Iba1, ionized calcium binding adapter molecule 1) и астрогли-

альной (GFAP, glial fibrillary acidic protein) активации, а также уровень синаптофизина (SYP, маркер синаптогенеза) . Методом 

иммуногистохимического окрашивания Iba1 и GFAP на парафиновых срезах префронтальной коры (ПФК) и гиппокампа 

оценивали морфологические особенности и осуществляли подсчет астро- и микроглиоцитов у молодых и старых крыс . 

Результаты . У старых животных уровень GFAP и Iba1 увеличивался на 30% и 20% соответственно, а содержание SYP снижа-

лось на 25% в сравнении с молодыми животными, что свидетельствует об активации воспалительного процесса и сниже-

нии синаптогенного потенциала у старых животных . Морфологические признаки провоспалительной поляризации (корот-

кие, слаборазветвленные, малочисленные отростки) были характерны для микро- и астроглии ПФК старых крыс . Курс мек-

сидола вызывал в КГМ старых крыс снижение содержания GFAP и Iba1, увеличение экспрессии SYP до уровня молодых 

животных, увеличение количества, длины, разветвленности отростков у GFAP- и Iba1-положительных клеток, что свиде-

тельствует о сукцинат/SUCNR1-зависимой противовоспалительной трансформации микро- и астроглии в стареющем мозге . 

Заключение . Исследование впервые раскрывает новые аспекты активности мексидола и сукцинатной сигнализации в 

мозге, что проявляется в ограничении воспалительной реакции и усилении синаптической пластичности . Сукцинатсодер-

жащий препарат мексидол может быть использован в комплексной терапии различных неврологических патологий, ассо-

циированных с нейровоспалением и когнитивным дефицитом .

Ключевые слова: этилметилгидроксипиридина сукцинат (мексидол); астроциты; микроглия; нейровоспаление; 
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In the development of age-associated neurodegenerative diseases, a key role is played by sustained pro-inflammatory activa-

tion of microglia and reactive microglia-mediated oxidative stress, neuroinflammation, and astroglial dysfunction. The constitu-

tive expression of the succinate receptor SUCNR1/GPR91 by microgliocytes, formation of new ideas about succinate as an immu-

nometabolite (metabokine) and the lack of studies of the effect of succinate signaling on the morpho-functional state of CNS res-

ident immune cells stimulated this study. The aim of the study was to assess the morpho-functional features and the number of 

astro- and microgliocytes in the aging brain of intact rats and during the application of the succinate-containing drug, mexidol 

(ethylmethylhydroxypyridine succinate). 

Methods. Experiments were performed on outbred white rats aged 3, 6, and 18 months. Mexidol was administered intraperito-

neally at 100 mg/kg/day for 3, 7, and 14 days. The content of highly specific markers of microglial activation (Iba1, ionized calci-

um-binding adapter molecule 1) and astroglial activation (GFAP, glial fibrillary acidic protein), and the content of synaptophysin 

(SYP, a marker of synaptogenesis) were determined in cerebral cortex (CC) lysate by Western blot analysis. Immunohistochemical 

staining of Iba1 and GFAP in paraffin-embedded sections of the prefrontal cortex (PFC) and hippocampus was used to evaluate 

morphological features and to count astro- and microgliocytes in young and aged rats. 

Results. In aged rats, the contents of GFAP and Iba1 were increased by 30% and 20%, respectively, and the content of SYP was 

decreased by 25%, compared with that of young animals. These findings indicate activation of inflammation and a reduction of 

synaptogenic potential in aged animals. Morphological features of proinflammatory polarization, i.e., short, poorly branched, few 

processes, were observed for micro- and astroglia in PFC of aged rats. Mexidol caused a decrease of the GFAP and Iba1 content in 

CC of aged rats, an increase of SYP expression to its level in young animals, an increase in the number, length, branching of pro-

cesses in GFAP- and Iba1-positive cells. These findings demonstrate succinate/SUCNR1-dependent anti-inflammatory transforma-

tion of micro – and astroglia in the aging brain. 

Conclusion. The findings demonstrate, for the first time, new aspects of mexidol activity and succinate signaling in the brain that 

limit inflammatory responses and enhance synaptic plasticity. The succinate-containing drug mexidol can be used in the complex 

therapy of various neurological pathologies associated with neuroinflammation and cognitive deficit.
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В развитии возраст-ассоциированных нейроде-

генеративных заболеваний ключевая роль отводится 

устойчивой провоспалительной активации микрог-

лии и опосредованным реактивной микроглией окис-

лительному стрессу и нейровоспалению [1, 2]. Недавно 

опубликованные исследования продемонстрировали 

дисфункцию астроцитов, снижение их синаптогенного 

и нейропротекторного потенциала, как ведущий фак-

тор в формировании когнитивного дефицита при нор-

мальном и патологическом старении [3, 4]. Согласно 
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новым данным, реактивная астроглия не только при-

знак старения и заболеваний мозга, но и  критически 

значимый патогенетический механизм, определяющий 

прогрессирование нейродегенеративных патологий [4].

Представления об астроцитах претерпели карди-

нальное переосмысление за минувшее десятилетие, в ре-

зультате чего основополагающая механическая функция 

астроцитов как клеток, обеспечивающих структурную 

поддержку нейронов и формирование внеклеточного 

матрикса, была замещена функцией синаптической мо-

дуляции: отростки астроцитов составляют структурную 

часть синапса (трехчастный синапс), астроциты секре-

тируют синаптогенные факторы и глиотрансмиттеры, 

осуществляют рециклинг нейромедиаторов, усиливают 

долговременную потенциацию [5–9]. Таким образом, 

астроциты являются центральными координаторами ак-

тивности нейрональных сетей и, в конечном итоге, ког-

нитивных функций [10]. Показано, что нейродегенера-

тивные заболевания с прогрессирующим когнитивным 

дефицитом связаны с астроцитарной дисфунцией, а наи-

более распространенная форма возраст-ассоциирован-

ной нейродегенерации Болезнь Альцгеймера получила 

новую трактовку как синаптическая патология [4].

Помимо модуляции синаптической передачи, 

структурной и метаболической поддержки нейронов, 

астроциты наряду с микроглией участвуют в развитии 

воспалительных и цитотоксических реакций в нервной 

системе [8]. Появляется все больше свидетельств, что 

астроциты и микроглия играют определяющую роль 

в потере нейронов при нормальном старении и ней-

родегенеративных патологиях, ассоциированных с по-

жилым возрастом [4]. Несмотря на детальную прорабо-

танность проблемы провоспалительной трансформа-

ции микроглии при старении, морфо-функциональные 

изменения стареющих астроцитов остаются практиче-

ски неисследованными [11]. Наряду со свидетельства-

ми провоспалительной поляризации астроцитов при 

старении [4, 10, 12] описаны дистрофические измене-

ния астроцитов без существенных изменений в экс-

прессии провоспалительных генов [11, 13].

В настоящее время наиболее обсуждаемой являет-

ся концепция, согласно которой реактивная старею-

щая микроглия, секретируя IL-1α, TNF-α, C1q, вызы-

вает провоспалительную трансформацию астроцитов 

(А1-нейротоксический фенотип) [14]. А1-астроциты 

демонстрируют снижение способности к формирова-

нию синапсов, стимуляции выживания и роста нейро-

нов, а также цитотоксичность. Таким образом, акти-

вация астроцитов является микроглиально-зависимой 

и ее эффективная коррекция предполагает блокирова-

ние провоспалительной М1-активации микроглии [3].

В оценке про/противовоспалительного состояния 

астроцитов наиболее адекватным и надежным под-

ходом является определение уровня экспрессии мР-

НК/белка GFAP (glial fibrillary acidic protein) и анализ 

морфологических особенностей иммуногистохими-

чески окрашенных GFAP-положительных астроци-

тов [15, 16]. GFAP – белок промежуточных филамен-

тов – широко признан высокоспецифичным маркером 

реактивной астроглии. Морфологически провоспали-

тельный/цитотоксический фенотип астроцитов ха-

рактеризуется короткими, широкими, малочислен-

ными и слабо разветвленными отростками, увеличен-

ным клеточным телом (астроцитарная гипертрофия). 

Гипертрофированные пролиферирующие астроциты 

наблюдают при травме, инфаркте, инфекции мозга 

(астроцитарный глиоз), а также при стрессе и старе-

нии. Тем не менее, есть немало исследований, выявля-

ющих не гипертрофические, а дистрофические измене-

ния астроцитов при старении (уменьшение количества 

астроцитов, уменьшение числа отростков и их длины, 

уменьшение размера клеточного тела) [17]. Таким об-

разом, вопрос морфофункциональной поляризации 

астроглии при старении мозга остается нерешенным 

[8], также как подходы к ограничению воспалительной 

трансформации астроцитов и индукции нейропротек-

тивного фенотипа астроцитов (А2-фенотип).

Важно отметить, что применение неспецифиче-

ской противовоспалительной терапии (нестероидные 

противовоспалительные препараты) снижает риск 

и облегчает течение нейродегенеративных процессов 

[18]. Одним из перспективных подходов к коррекции 

старческого церебрального воспаления может быть ре-

цептор-опосредованная противовоспалительная транс-

формация микроглии. Известно, что главные типы им-

муноцитов (макрофаги, дендритные клетки, лимфоци-

ты) и резидентные иммунные клетки ЦНС (микроглия) 

конститутивно экспрессируют сукцинатный рецептор 

SUCNR1/GPR91, а янтарная кислота (сукцинат) ока-

зывает сигнальное иммуномодулирующее действие как 

иммунометаболит (метабокин) [19].

В собственных исследованиях по изучению влия-

ния сукцинатной сигнализации на провоспалительно 

поляризованную микроглию стареющего мозга [20] 

было впервые показано, что курсовое применение 

сукцинатсодержащего препарата мексидол (этилме-

тилгидроксипиридина (ЭМГП) сукцинат; 100 мг/кг, 

в/б, ежедневно, 14 дней) сопровождалось увеличением 

уровня экспрессии в КГМ старых крыс поверхностно-

го маркера (CD206) противовоспалительного фенотипа 

микроглии, иммуносупрессорного цитокина TGF-β1, 

нейротрофина BDNF, а также уменьшением содержа-
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ния маркеров провоспалительного фенотипа микрог-

лии (CD86, IL-1β, TNF-α), что в целом свидетельству-

ет об индукции противовоспалительной поляризации 

микроглии в стареющем мозге с явлениями умеренно-

го хронического воспаления. Данные были получены 

методом иммуноблоттинга, так как иммуногистохими-

ческая идентификация М1/М2 фенотипа микрогли-

альных клеток затруднительна в условиях in vivo, когда 

выявляются промежуточные/смешанные микроглиаль-

ные фенотипы [21]. В отношении астроцитов до насто-

ящего времени отсутствуют множественные специфи-

ческие маркеры (паттерны) их про-/противовоспали-

тельной трансформации. Фактически единственным 

информативным подходом к идентификации фено-

типа астроцитов является иммуногистохимическое 

окрашивание GFAP –  маркера зрелых и провоспали-

тельно поляризованных астроцитов и последующий 

анализ морфологии, количества и локализации GFAP-

экспрессирующих астроцитов.

Поскольку астроциты, также как микроглиоциты, 

экспрессируют сукцинатный рецептор [22], а данные 

о влиянии сукцинат/SUCNR1 сигнализации на фено-

тип астроцитов в стареющем мозге с явлениями хро-

нического воспаления отсутствуют в мировой литера-

туре, была проведена представленная работа.

Цель исследования заключалась в оценке морфо-

функциональных особенностей и количества астро- 

и микроглиоцитов в стареющем мозге интактных крыс 

и при курсовом применении сукцинатсодержащего 

препарата мексидол (ЭМГП сукцинат).

Методика

Животные. Исследование было выполнено на 

самцах беспородных белых крыс в возрасте 3 (моло-

дые), 6 (средневозрастные), 18 (старые) мес, выращен-

ных в стандартных условиях вивария ФГБНУ «НИИ 

общей патологии и патофизиологии» при естествен-

ном чередовании суточной освещенности, свобод-

ном доступе к пище и воде. Эксперименты проводи-

ли в соответствии с Национальным стандартом РФ 

ГОСТ Р-53434-2009 «Принципы надлежащей лабора-

торной практики», Директивой 2010/63/EU Европей-

ского парламента и Совета Европейского Союза по ох-

ране животных, используемых в научных целях. Про-

токолы экспериментов были утверждены этическим 

комитетом ФГБНУ НИИОПП (протокол утвержде-

ния проекта № 1 от 20.02.2020; протокол окончатель-

ного утверждения № 5 от 16.12.2020).

Использованный препарат. Мексидол (2-этил-6-ме-

тил-3-гидроксипиридина сукцинат) применяли 

в инъекционной форме (ООО «НПК «ФАРМАСО-

ФТ», 50 мг/мл) для внутрибрюшинного (в/б) введе-

ния в дозе 100 мг/кг, ежедневно, в течение 3-, 7-, 14-

сут. Для каждого анализируемого периода курса (3-

и, 7-е, 14-е сут) и для каждого возраста (3, 6, 18 мес) 

были сформированы группы контроля (курс еже-

дневных в/б инъекций изотонического раствора 

(NaCl 0,9%) в соответствии со схемой введения мек-

сидола (9 групп, в каждой n = 4) и опытные группы (9 

групп, в каждой n = 6). Забой животных осуществляли 

декапитацией под эфирным наркозом через 1 сут по-

сле заключительной инъекции.

Иммуноблоттинг использовали для выявления 

уровня экспрессии белков-маркеров активации ми-

кроглиоцитов (Iba1) и астроцитов (GFAP). Iba1 (ionized 

calcium binding adaptor molecule 1) высокоспецифично 

продуцируется микроглией, локализован в цитоплаз-

ме, связан с актином, интенсивно экспрессируется при 

активации микроглии, необходим для миграционной 

активности [23]. GFAP (glial fibrillary acidic protein) яв-

ляется белком промежуточных филламентов, локали-

зован в цитоплазме, служит маркером зрелых и акти-

вированных астроцитов, определяет морфологическую 

пластичность астроцитов, интенсивно экспрессирует-

ся при астроглиальной активации [16]. Синаптофизин 

определяли как маркер синаптогенеза и функциональ-

ной активности астроцитов – главных координаторов 

синаптической активности [11, 24].

Замороженные в жидком азоте образцы коры го-

ловного мозга (КГМ) растирали до порошкообраз-

ного состояния. Навески массой 100 мг лизировали 

на льду в течение 30 мин в охлажденном до 2 °С ли-

зис-буфере (в соотношении 1V ткань: 6V буфер; 50 мМ 

HEPES, pH 7.6, 150 мМ NaCl, 2 мМ EGTA, 1% три-

тон X-100, 10% глицерин, 1 мМ дитиотреитол, 1 мМ 

Na
3
VO

4
, 1 мМ AEBSF, 60 мкг/мл апротинин, 10 мкг/мл  

леупептин, 1 мкг/мл пепстатин A) [25]. После цен-

трифугирования (30 мин, 14 000 g, 4 °C) супернатант, 

содержащий искомые белки, смешивали с загрузоч-

ным буфером (4× Laemmli Sample Buffer), инкубиро-

вали 5 мин при 95 °С и хранили при –80°C. Концентра-

цию общего белка в пробах определяли спектрофото-

метрически по методу Бредфорда. Белки лизата КГМ 

[25] разделяли в 10% полиакриламидном геле, пере-

носили на нитроцеллюлозную мембрану электроэлю-

цией. Мембрану инкубировали с первичными моно-

клональными антителами (разведение 1:500; 14 ч; 4 oС; 

Santa Cruz Biotechnology, США) против Iba1 (sc-32725), 

GFAP (sc-71143), SYP (sc-136271); вторичными анти-

телами (разведение 1:5000; 1 ч; 4 oС), коньюгирован-

ными с пероксидазой хрена (anti-mouse sc-516102). 

В качестве контроля использовали антитела к акти-
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ну (sc-376421). Детектирование белков осуществляли 

в реакции с ECL-реагентами (Pierce Biotechnology, Inc., 

США) на пленку фирмы Kodak с последующей денси-

тометрией в программе Adobe Photoshop. О содержа-

нии искомых белков судили по плотности окрашива-

ния полосы связывания антител с белком. Результат 

выражали в относительных денситометрических еди-

ницах (ОДЕ).

Иммуногистохимия была использована для иден-

тификации GFAP-положительных астроцитов и Iba1-

положительных микроглиоцитов в серийных срезах 

префронтальной коры (ПФК) головного мозга и гип-

покампа. Образцы мозга фиксировали в забуферен-

ном 4% параформальдегиде, обезвоживали, заливали 

в парафин по общепринятой методике, готовили се-

рийные фронтальные срезы толщиной 7 мкм, которые 

выполняли в ПФК в интервале 4,2-4,7 от брегмы и на 

уровне гиппокампа в интервале от (-) 2,30 до (-) 2,8 мм 

от брегмы [26]. Срезы депарафинизировали в ксило-

ле, регидратировали в спиртах нисходящей концентра-

ции, производили демаскировку антигена кипячени-

ем срезов на водяной бане в 0,01М цитратном буфере 

рН 6,0 в течение 30 мин. Неспецифическое связыва-

ние антител блокировали инкубацией в 4% раство-

ре БСА в PBS, содержащем 0,1% тритон X-100, 0,1% 

NaN
3
 в течение 1 ч при 4 oС. После блокирования, сре-

зы инкубировали в течение 14 ч при 4 oС с первичными 

антителами к GFAP (1:200; Abcam, UK; ab7260), Iba1 

(1:200; Abcam, UK; ab178846). После инкубации срезы 

отмывали в PBS, инкубировали со вторыми антитела-

ми (1:500; Abcam, UK; ab150077) 2 ч в темноте при 4 0C. 

Негативный контроль получали обработкой срезов PBS 

вместо первичных антител. После инкубации со вто-

ричными антителами, выполняли окрашивание кле-

точных ядер 4’,6-диамидино-2-фенилиндолом, после 

чего срезы высушивали и заключали под покровное 

стекло в флуоресцентную монтажную среду (Abcam, 

UK; ab104135). Для фуоресцентной микроскопии  ис-

пользовали микроскоп OLYMPUS BX51, фотодокумен-

тирование осуществляли с помощью камеры OLYM-

PUS XM10. Для количественного анализа иммуноги-

стохимических препаратов использовали программу 

VideoTesT-Morphology 5.2 (LLC «VideoTesT», Россия).

Обзорное окрашивание срезов ПФК и гиппокам-

па гематоксилином и эозиномом выполняли по стан-

дартной методике с целью оценить морфологическое 

состояние/количество нейронов и глиальных клеток.

Статистический анализ данных выполняли с помо-

щью программных пакетов Statistica 10,0 (Stat soft Inc., 

США) с использованием непараметрического рангово-

го U-критерия Уилкоксона (Уилкоксона-Манна-Уит-

ни). Различия между сравниваемыми группами счита-

лись статистически значимыми при p<0,05.

Результаты и обсуждение 

Динамика экспрессии маркеров глиальной активации 

(GFAP, Iba1) и маркера синаптогенеза (SYP) в КГМ раз-

новозрастных контрольных крыс и при курсовом приме-

нении ЭМГП сукцината. Определение уровня экспрес-

сии цитоплазматических высокоспецифических марке-

ров активации астроцитов (GFAP) и микроглии (Iba1) 

в лизатах КГМ 3-, 6-, 18-месячных крыс показало, что 

их содержание возрастзависимо увеличивается (рис. 1). 

У средневозрастных (6-месячных) крыс уровень GFAP 

увеличивался на 15%, у старых (18-месячных) крыс – 

на 30% в сравнении с молодыми (3-месячными). Со-

держание Iba1 также увеличивалось у 6-месячных крыс 

на 10%, а у 18-месячных крыс – на 20% (рис. 1 A, B).

Возрастзависимое увеличение экспрессии марке-

ров глиальной активации (астроглиальной – GFAP, 

микроглиальной – Iba1) свидетельствует о прогресси-

рующей провоспалительной поляризации астро- и ми-

кроглиоцитов при старении мозга и согласуется с дан-

ными других исследователей [8, 10, 27, 28].

Введение крысам разных возрастов ЭМГП сукци-

ната (100 мг/кг, в/б, 14 сут, ежедневно) сопровожда-

лось снижением уровня GFAP на 20% через 7 сут кур-

са, а Iba1 – на 20% через 14 сут у крыс всех возрастных 

групп в сравнении с контролем (рис. 1 А, B). В литера-

туре широко обсуждается концепция определяющего 

влияния микроглии в формировании фенотипа астро-

цитов [14], однако полученные в эксперименте дан-

ные о более раннем (на 7-е сут) снижении содержа-

ния GFAP в сравнении с Iba1 (на 14-е сут курса) мо-

жет свидетельствовать о независимой от микроглии 

сукцинат-опосредованной противовоспалительной 

трансформации астроглии, экспрессирующей сукци-

натный рецептор SUCNR1.

Для оценки функционального состояния астрог-

лии, координирующей образование и поддержание си-

наптических контактов, при продолжительной стиму-

ляции сукцинат/SUCNR1 сигнализации в мозге прово-

дили определение уровня экспрессии синаптофизина 

(маркер синаптогенеза) [24].

Было показано, что базовый уровень экс-

прессии синаптофизина снижался у старых крыс 

на 25% в сравнении с молодыми и средневозраст-

ными крысами (рис. 2). 14-суточное введение ЭМГП 

сукцината сопровождалось увеличением содержания 

синаптофизина в КГМ старых крыс до его уровня 

у 3- и 6-месячных крыс (рис. 2). Таким образом, 14-су-

точный курс ЭМГП сукцината индуцировал транс-
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Рис. 1. Базовый уровень экспрессии GFAP (А) и Iba1 (B) и на протяжении курса мексидола (100 мг/кг, в/б, ежедневно) в коре головного мозга 3-, 

6-, 18-месячных крыс Показаны данные денситометрического анализа иммуноблотов . ОДЕ – относительные денситометрические единицы . 

GFAP – glial fibrillary acidic protein, Iba1 – ionized calcium-binding adapter molecule 1 . ▲ – данные отличаются от группы молодых (3-месячных) 

крыс (p<0,01) в соответствующем временном периоде; ▲ – данные отличаются от группы средневозрастных (6-месячных) крыс (p<0,01) в соот-

ветствующем временном периоде; * – данные отличаются от контроля внутри возрастной группы (p<0,01) .

Fig. 1. GFAP (A) and Iba1 (B) expression at baseline and during the course of mexidol (100 mg/kg, i .p ., daily) in the cerebral cortex of 3-, 6-, and 18-mo-

old rats . Data of densitometric analysis of immunoblots are shown . The bars show the mean relative densitometric values . GFAP, glial fibrillary acidic 

protein; Iba1, ionized calcium-binding adapter molecule 1 . ▲, data differ from the group of young (3-mo-old) rats (p<0 .01) in the corresponding time 

period; ▲, data differ from the group of middle-aged (6-mo-old) rats (p<0 .01) in the corresponding time period; *, data differ from controls within the 

age group (p<0 .01) .

А B

Рис. 2. Базовый уровень экспрессии синаптофизина (SYP) и на протяжении курса мексидола (100 мг/кг, в/б, ежедневно, 14 сут) в коре головно-

го мозга 3-, 6-, 18-месячных крыс . Показаны данные денситометрического анализа иммуноблотов . ОДЕ – относительные денситометрические 

единицы . ▲ – данные отличаются от группы молодых (3-месячных) крыс (p<0,01) в соответствующем временном периоде; ▲ – данные отлича-

ются от группы средневозрастных (6-месячных) крыс (p<0,01) в соответствующем временном периоде; * – данные отличаются от контроля вну-

три возрастной группы (p<0,01) .

Fig. 2. Synaptophysin (SYP) expression at baseline and during the course of mexidol (100 mg/kg, i .p ., daily, 14 days) in the cerebral cortex of 3-, 6-, and 

18-mo-old rats . Data of densitometric analysis of immunoblots are shown . The bars show the mean relative densitometric values . ▲, data differ from 

the group of young (3-mo-old) rats (p<0 .01) in the corresponding time period; ▲, data differ from the group of middle-aged (6-mo-old) rats (p<0 .01) in 

the corresponding time period; *, data differ from controls within the age group (p<0 .01) .
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формацию стареющей астроглии от воспалительно-

го/нейротоксического к регуляторному/нейропро-

текторному фенотипу.

Морфологические особенности астро- и микроглии 

в префронтальной коре головного мозга и гиппокампе раз-

новозрастных контрольных крыс и при курсовом приме-

нении ЭМГП сукцината. ПФК и гиппокамп – области 

мозга наиболее восприимчивые к старению. Известно, 

что стареющая астро- и микроглия ПФК и гиппокампа 

приобретает выраженные черты реактивного феноти-

па в отличие от других областей мозга [4]. Иммуноги-

стохимическое окрашивание маркеров глиальной ак-

тивации (астроглиальной – GFAP, микроглиальной 

– Iba1) на фронтальных срезах ПФК и гиппокампа по-

зволило выявить морфологические отличия астроци-

тов и микроглии у молодых и старых крыс (рис. 3, 4).

В ПФК морфологические признаки провоспали-

тельной активации микроглии и астроцитов выявля-

лись уже у 3-месячных крыс, но в еще большей степе-

ни отмечались у 18-месячных особей (рис. 3). Наибо-

лее типичными морфологическими особенностями 

астро- и микроглиоцитов были малочисленные, ко-

роткие, расширенные, слаборазветвленные отростки 

(рис. 3, табл. 1). В целом эти морфологические чер-

ты указывают на провоспалительную поляризацию 

астро- и микроглиоцитов, описаны у стареющих гры-

зунов, приматов и человека [10, 11, 29–32]. В ПФК ко-

личество астроцитов не отличалось у молодых и ста-

рых крыс, но численность микроглиоцитов была выше 

у старых особей (табл. 1). Другими авторами также бы-

ло показано, что общее количество астроцитов в ЦНС 

у грызунов, приматов и человека существенно не ме-

няется с возрастом [30].

В гиппокампе астроциты и микроглиоциты имели 

принципиально другую морфологию (без признаков 

провоспалительной активации) в сравнении с ПФК: 

множественные, длинные, тонкие, разветвленные от-

ростки, формирующие перекрывающиеся простран-

ственные домены (рис. 4, табл. 2).

Курс мексидола не влиял на количество астроцитов 

в исследуемых областях мозга у молодых и старых крыс, 

но вызывал уменьшение количества микроглиоцитов 

в ПФК и СА1 поле гиппокампа старых крыс до их чис-

ленности у молодых особей (табл. 1, 2). Снижение про-

лиферативной активности микроглии является свиде-

тельством ограничения провоспалительной поляриза-

ции, что подтверждается полученными ранее данными 

по увеличению уровня экспрессии противовоспалитель-

Таблица 1/Table 1

Данные морфометрического анализа иммуногистохимически окрашенных GFAP-положительных астроцитов и Iba1-

положительных микроглиоцитов на срезах префронтальной коры головного мозга контрольных крыс 3-месячного и 18-месячного 

возраста и после 14-дневного курса ЭМГП сукцината, (M±m)

Morphometric data of immunohistochemically stained GFAP-positive astrocytes and Iba1-positive microgliocytes on sections  

of the prefrontal cerebral cortex of control rats aged 3 and 18 mos and after a 14-day course of EMHP succinate

Показатели

Indicators

Астроциты ПФК

PFC astrocytes

Микроглиоциты ПФК

PFC microgliocytes

кол-во/мм2

number/mm2

количество  

отростков

number  

of processes

длина  

отростков, мкм

length  

of processes, μm

кол-во/мм2

number/mm2

количество

отростков

number  

of processes

длина

отростков, мкм

length  

of prcesses, μm

3 месяца

3 mos

контроль

control

119±9,5 3,5±0,31 14±1,9 72±5,6 4,3±0,42 11±0,81

14-суточный

курс

14-day course

112±9,8 4,7±0,53* 19±2,1* 69±6,2 5,1±0,56* 23±2,1*

18 месяцев

18 mos

контроль

control

122±9,6 3,8±0,34 10±1,4 90±7,2 3,2±0,26 9±1,3

14-суточный

курс

14-day course

116±10,1 5,2±0,62* 15±1,9* 72±5,8* 4,9±0,45* 19±2,1*

Примечание. Измеряли длину отростков первого порядка с высокой GFAP- и Iba1-иммунореактивностью. *p<0,01 – отличия от контро-

ля в соответствующей возрастной группе. ПФК – префронтальная кора.

Note. The length of primary processes with high GFAP and Iba1 immunoreactivity was measured. *, data differ from the control in the corresponding 

age group (p<0.01). PFC – prefrontal cortex.
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Рис. 3. Микрофотографии GFAP-экспрессирующих астроцитов (A, B, E, F) и Iba1-экспрессирующих микроглиоцитов (C, D, G, H) в ПФК молодых (A, B, 

C, D) и старых (E, F, G, H) крыс в контроле (A, C, E, G) и после 14-суточного курса ЭМГП сукцината (мексидол; 100 мг/кг, в/б, ежедневно) (B, D, F, H) . 

Изображения получены совмещением фотографий иммуногистохимически окрашенных GFAP- и Iba1-положительных клеток (астроциты и ми-

кроглиоциты, соответственно; зеленый цвет) и фотографий клеточных ядер, окрашенных диамидинофенилиндолом (синий цвет) . Объектив ×40 . 

Масштаб 50 мкм .

Fig. 3. Micrographs of GFAP-expressing astrocytes (A, B, E, F) and Iba1-expressing microgliocytes (C, D, G, H) in PFC of young (A, B, C, D) and old (E, F, G, 

H) control (A, C, E, G) rats and after a 14-day course of EMHP succinate (Mexidol, 100 mg/kg, ip, daily) (B, D, F, H) . 

The images were obtained by merging photographs of immunohistochemically stained GFAP- and Iba1-positive cells (astrocytes and microgliocytes, 

respectively; green) and photographs of cell nuclei stained with diamidinophenylindole (blue) . Objective: ×40 . Scale bar: 50 μm .
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Рис. 4. Микрофотографии GFAP-экспрессирующих астроцитов (A, B, E, F) и Iba1-экспрессирующих микроглиоцитов (C, D, G, H) в гиппокампе (по-

ле СА1) молодых (A, B, C, D) и старых (E, F, G, H) крыс в контроле (A, C, E, G) и после 14-суточного курса ЭМГП сукцината (мексидол; 100 мг/кг, в/б, 

ежедневно) (B, D, F, H) . Изображения получены совмещением фотографий иммуногистохимически окрашенных GFAP- и Iba1-положительных 

клеток (астроциты и микроглиоциты, соответственно; зеленый цвет) и фотографий клеточных ядер, окрашенных диамидинофенилиндолом (си-

ний цвет) . Объектив ×40 . Масштаб 50 мкм .

Fig . 4 . Micrographs of GFAP-expressing astrocytes (A, B, E, F) and Iba1-expressing microgliocytes (C, D, G, H) in the hippocampus (field CA1) of young (A, 

B, C, D) and old (E, F, G, H) rats in control (A, C, E, G) and after a 14-day course of EMHP succinate (Mexidol; 100 mg/kg, ip, daily) (B, D, F, H) .

The images were obtained by merging photographs of immunohistochemically stained GFAP- and Iba1-positive cells (astrocytes and microgliocytes, 

respectively; green) and photographs of cell nuclei stained with diamidinophenylindole (blue) . Objective: ×40 . Scale bar: 50 μm .



ISSN 0031-2991 13

Original articlePathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2022; 66(1)  

 DOI: 10.25557/0031-2991.2022.01.4-16

ных микроглиальных маркеров (CD206, TGF-β1, BD-

NF) при курсовом применении ЭМГП сукцината [20].

Важно отметить, что в ПФК количество астроцитов 

превышало количество микроглиоцитов (отношение 

составило 1,7 у молодых и 1,4 у старых крыс), и, в еще 

большей степени, в СА1 поле гиппокампа (отношение 

составило 2,4 у молодых и 1,9 у старых крыс). По дан-

ным литературы снижение количества микроглиоцитов 

и полное истощение микроглии в мозге с помощью ин-

гибитора рецептора колониестимулирующего фактора 

(CSFIR) улучшало морфологию астроцитов, синапти-

ческую активность и когнитивные функции у старых 

животных [33]. Выявленное нами у молодых и ста-

рых крыс более высокое количество микроглиоци-

тов в ПФК в сравнении с гиппокампом может отчасти 

объяснить более выраженные морфологические чер-

ты провоспалительного фенотипа глиоцитов в ПФК.

Курс мексидола увеличил в ПФК и СА1 области 

гиппокампа количество и длину первичных отрост-

ков глиоцитов, а также их разветвленность (количе-

ство отростков второго и более высоких порядков) 

(рис. 3, 4; табл. 1, 2).

Выявленная индукция нейропротективного А2-фе-

нотипа астроглии при продолжительной стимуляции 

сукцинат/SUCNR1 сигнализации (14-суточный курс 

мексидола, 100 мг/кг, в/б) позволяет предположить два 

регуляторных механизма: опосредованный микрогли-

ей и независимый от микроглии.

По данным литературы микроглия оказывает опре-

деляющее влияние на морфофункциональное состоя-

ние астроцитов. Известно, что микроглиальные про-

воспалительные цитокины TNF-α, IL-1β индуцируют 

нейротоксический А1-фенотип [4, 14, 34], а микрогли-

альная down-регуляция рецептора P2Y
1
 астроцитов – 

нейропротективный А2-фенотип [35]. Поэтому, в ка-

честве эффективного подхода в коррекции астроглио-

за была предложена модуляция состояния микроглии 

[14, 36]. Собственные данные показали индукцию про-

тивовоспалительного М2-фенотипа микроглии в старе-

ющем мозге при курсовом применении мексидола [20]. 

Таким образом, нейропротективная поляризация астро-

цитов при курсовом применении ЭМГП сукцината мо-

жет быть опосредована микроглиальной регуляцией.

Астроциты экспрессируют сукцинатный рецеп-

тор, активация которого вызывает астроглиальные 

кальциевые колебания [37]. Известно, что кальцие-

вая сигнализация связана с активацией протеинкина-

зы С, митоген-активируемой протеинкиназы (МАПК) 

и МАПК-зависимых процессов (клеточная миграция, 

пролиферация, спраутинг эндотелиальных клеток и ак-

сонов). В настоящее время доказано стимулирующее 

влияние сукцинат/SUCNR1 сигнализации в цере-

Таблица 2/Table 2

Данные морфометрического анализа иммуногистохимически окрашенных GFAP-положительных астроцитов и Iba1-

положительных микроглиоцитов на срезах гиппокампа (поле CA1) контрольных крыс 3-месячного и 18-месячного возраста  

и после 14-дневного курса ЭМГП сукцината, (M±m)

Morphometric data of immunohistochemically stained GFAP-positive astrocytes and Iba1-positive microgliocytes on sections  

of the hippocampus (field CA1) of control rats aged 3 and 18 mos and after a 14-day course of EMHP succinate

Показатели

Indicators

Астроциты гиппокампа (СА1 поле)

Hippocampal astrocytes (CA1 field)

Микроглиоциты гиппокампа (СА1)

Hippocampal microglia (CA1 field)

кол-во/мм2

number/mm2

количество  

отростков

number  

of processes

длина  

отростков, мкм

length  

of processes, μm

кол-во/мм2

number/mm2

количество

отростков

number  

of processes

длина  

отростков, мкм

length  

of prcesses, μm

3 месяца

3 mos

контроль

control

149±12 4,6±0,41 18±1,6 61±4,9 5,4±0,71 17±1,1

14-суточн. курс

14-day course

156±11 5,4±0,48* 24±2,2* 54±4,7 7,6±0,76* 23±1,4*

18 месяцев

18 mos

контроль

control

146±13 4,5±0,35 15±1,4 78±6,2 5,1±0,73 16±1,3

14-суточн. курс

14-day course

142±10 5,3±3,92* 18±1,6* 63±5,1* 6,9±0,98* 21±1,6*

Примечание. Измеряли длину отростков первого порядка с высокой GFAP- и Iba1-иммунореактивностью. * – данные отличаются от кон-

троля в соответствующей возрастной группе (p<0,01).

Note. The length of primary processes with high GFAP and Iba1 immunoreactivity was measured. *, data differ from the control in the correspond-

ing age group (p<0.01).
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бральном ангиогенезе и активации аксонального ро-

ста [19, 38]. Морфологическое сходство между процес-

сами сукцинат/SUCNR1-зависимого роста аксонов, 

нейритов, отростков активированных эндотелиаль-

ных клеток может предполагать аналогичный меха-

низм в основе разрастания отростков астро- и микро-

глиальных клеток в присутствии сукцината.

Данные обзорного окрашивания срезов префронталь-

ной коры мозга и гиппокампа разновозрастных контроль-

ных крыс и при курсовом применении ЭМГП сукцината. 

Обзорное окрашивание гематоксилин-эозином сре-

зов ПФК и гиппокампа разновозрастных контроль-

ных крыс и после 14-суточного курса мексидола позво-

лило выполнить подсчет и морфологическую оценку 

состояния нейронов и глиальных клеток [39]. В ПФК 

и гиппокампе молодых и старых контрольных крыс 

и после 14-суточного курса мексидола были выявлены 

нормохромные нейроны. Явления нейрональной деге-

нерации (конденсированные ядра, эозинофильная ци-

топлазма) не были обнаружены. Количество нейронов 

снижалось в исследуемых областях мозга у старых осо-

бей (272±21/мм2 ПФК, 396±35/1мм2 СА1) по сравне-

нию с молодыми (312±23/мм2 ПФК, 459±37/мм2 СА1), 

что широко описано в литературе и является типичной 

характеристикой стареющего мозга [40].

Признаки глиальной активации были выявлены 

в ПФК молодых и старых крыс в виде увеличения ко-

личества клеток с гиперхромным базофильным ядром 

и отчетливыми эозинофильными отростками.

Идентификация и подсчет клеток реактивной глии 

были выполнены с помощью иммуногистохимическо-

го окрашивания (см. выше). Количество гиперхромных 

клеток реактивной глии снижалось в ПФК после 14-су-

точного курса ЭМГП сукцината как у молодых, так 

и старых особей, что подтверждает формирование про-

тивовоспалительного/нейрорепаративного фенотипа 

астро- и микроглиоцитов.

Заключение 

Исследование было направлено на изучение цере-

бральных эффектов сукцинат/SUCNR1 сигнализации. 

Представления о сигнальной роли сукцината в мозге, 

сформированные после открытия сукцинатного ре-

цептора SUCNR1 в 2004 г., ограничиваются данны-

ми о стимуляции ангиогенеза в условиях гипоксии/

ишемии [22].

В наших более ранних исследованиях [41] было 

впервые показано, что продолжительная стимуляция 

сукцинатной сигнализации (8-, 14-, 20-дневные кур-

сы этилметилгидроксипиридина сукцината, 100 мг/

кг, в/б, ежедневно) вызывает увеличение экспрессии 

сукцинатного рецептора SUCNR1 и маркеров биоге-

неза митохондрий (PGC-1α, NRF1, TFAM, NDUFV2, 

SDHA, cyt b, COX2, ATP5A), активацию митохондри-

огенеза в коре головного мозга у молодых, средневоз-

растных и старых крыс. Выявленный эффект мог быть 

опосредован регуляторным фенотипом микроглии, 

конститутивно экспрессирующей сукцинатный ре-

цептор SUCNR1 и, таким образом, представляющей 

в ЦНС первичную мишень сукцинатной сигнализации.

Последующие исследования [20], выполненные 

методом иммуноблоттинга, показали, что у 18-месяч-

ных старых крыс с явлениями хронического умерен-

ного церебрального воспаления курсовое 14-суточное 

введение ЭМГП сукцината (100 мг/кг, в/б, ежедневно) 

вызывало увеличение уровня экспрессии противовос-

палительных маркеров регенераторного М2-феноти-

па микроглии (CD206, BDNF, TGF-β1) до их уровня 

у 6-месячных крыс, что свидетельствует о вовлечении 

сукцинатной сигнализации в механизмы противовос-

палительной поляризации микроглии, экспрессирую-

щей сукцинатный рецептор.

В представленной работе методом иммуногисто-

химического окрашивания маркеров глиальной акти-

вации (астроглиальной – GFAP, микроглиальной – 

Iba1) было показано, что у старых крыс в префронталь-

ной коре головного мозга микроглиоциты и астроциты 

характеризуются чертами провоспалительного фено-

типа (малочисленные, короткие, слаборазветвленные 

отростки). Курсовое введение ЭМГП сукцината (100 

мг/кг, в/б, ежедневно, 14 дней) вызывало исчезнове-

ние морфологических признаков провоспалительно-

го фенотипа астроцитов и микроглиоцитов в ПФК, 

а также формирование морфологических черт регуля-

торного/нейропротекторного глиального фенотипа. 

Данные иммуногистохимии были подтверждены ве-

стерн-блот-анализом, показавшим, что уровни экс-

прессии GFAP и Iba1 уменьшались в коре головного 

мозга старых крыс на протяжении курса мексидола.

Данные работы согласуются с исследования-

ми влияния мексидола на процессы обучения и па-

мяти, нарушенные у старых мышей. Показано, что 

ЭМГП сукцинат, улучшает как обучение, так и хране-

ние и воспроизведение информации, увеличивает про-

должительность жизни животных [42].

Полученные данные впервые продемонстрирова-

ли, что церебральная сукцинат/SUCNR1 сигнализа-

ция вовлечена в механизмы противовоспалительной 

поляризации астроцитов и микроглиоцитов – главных 

клеточных типов, опосредующих воспаление, окисли-

тельный стресс и нейродегенерацию при нормальном 

и патологическом старении мозга.
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