
ISSN 0031-2991 5

Original articlePathological Physiology and Experimental Therapy, Russian journal. 2023; 67(1)  

 DOI: 10.25557/0031-2991.2023.01.5-20

Оригинальные статьи

© Коллектив авторов, 2023

УДК 577.25, 57.085 

Кислухина Е.Н.1, Лизунова Н.В.1,2, Лисина О.Ю.3, Шарипов Р.Р.3, Красильникова И.А.1, Бакаева З.В.1,4, 

Пинелис В.Г.1, Сурин А.М.3

Индуцированные глутаматом и ишемией изменения ионного 
гомеостаза в нейрональной культуре и коре головного мозга 
мышей, экспрессирующих Cа2+-сенсор GCaMP6f

1ФГАУ «Национальный медицинский исследовательский центр здоровья детей» Минздрава России, 

119991, Москва, Россия, Ломоносовский просп., д. 2, стр.1;
2ФГБОУ ВО «Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова», 

119234, Москва, Россия, Ленинские горы, д. 1, стр. 12;
3ФГБНУ «Научно-исследовательский институт общей патологии и патофизиологии»,

125315,  Москва, Россия, Балтийская ул., д. 8;
4ФГБОУ ВО «Калмыцкий государственный университет им. Б.Б. Городовикова»,

358000, Элиста, Республика Калмыкия, Россия, ул. Пушкина, д.11

Актуальность. При исследованиях внутриклеточного сигналинга и межнейрональной передачи сигнала в мозге в норме 

и при патологии все большее применение находят трансгенные животные, экспрессирующие в нейронах флуоресцент-

ный Са2+-сенсор. Вместе с тем, пока недостаточно исследовано, насколько изменения кальциевого гомеостаза в интакт-

ном мозге соотносятся с гораздо более подробно изученными изменениями этого важнейшего параметра в нейроглиаль-

ных культурах, служащих модельными системами живого мозга. 

Целью работы было на модели ишемического инсульта выяснить в какой степени изменения внутриклеточной концентра-

ции Са2+ ([Ca2+]) в мозге трансгенной мыши, измеренные с помощью флуоресцентного белкового сенсора GCaMP6f, соот-

носятся с изменениями [Ca2+] в первичных нейроглиальных культурах из кортекса этих животных.

Методы. Методом широкопольной оптической нейровизуализации (ШОН) измерены изменения концентрации свобод-

ного Са2+ в цитозоле нейронов ([Ca2+]
c
) головного мозга мышей. Измерения проводили перед и после фотоиндуцирован-

ного инсульта в сенсомоторной зоне коры. Изменения [Ca2+]
c
 отслеживали по флуоресценции GCaMP6f, экспрессируемого 

в нейронах кортекса. На первичных нейроглиальных культурах из коры головного мозга мышей той же линии проверено 

влияние эксайтотоксических доз глутамата (Glu) на [Ca2+]
c
 и на изменения средней концентрации свободного Са2+ в цито- 

и нуклеоплазме ([Ca2+]
i
). Измерения [Ca2+]

i
 выполнены методом флуоресцентной микроскопии с использованием синтети-

ческих Са2+- индикаторов Fura-2 и Fura-FF. В культивируемых нейронах дополнительно к измерениям кальциевого гоме-

остаза выполнены измерения внутриклеточного рН (pH
i
), митохондриального потенциала (ΔΨm) и эндогенной флуорес-

ценции NADH.

Результаты. Фотоиндуцированная ишемия вызывает сильный рост [Ca2+]
c
 в зоне облучения ~1,1 мм2 (n=9). В течение суток 

область высокой [Ca2+]
c
 расширяется до ~6 мм2, но к 7-м сут практически возвращается к размерам необратимого повреж-

дения. В нейроглиальных культурах из коры головного мозга мышей этой же линии кинетика изменений [Ca2+]
c
, индуциро-

ванных Glu, напоминает кинетику [Ca2+]
i
, однако [Ca2+]

c
 имеет значительно меньшую амплитуду при развитии отсроченной 

кальциевой дисрегуляции (ОКД). Сопоставление изменений [Ca2+] и pH
i
 показывает, что различия могут быть обусловлены 

тушением флуоресценции GCaMP6f при закислении цитозоля в результате эксайтотоксического действия Glu. 

Заключение. Сопоставление сигналов экспрессируемого нейронами Са2+-сенсора GCaMP6f в мозге и синтетических 

Са2+-индикаторов в первичных нейроглиальных культурах, полученных из животных той же линии, показывает, что фено-

мен ОКД, впервые обнаруженный в культурах, вероятно, реализуется и в нейронах целого мозга при инсульте. Вместе с 

тем, необходимо учитывать, что относительные изменения [Ca2+]
c
 на разных стадиях развития ишемического поврежде-

ния и последующего восстановления мозга после фотоиндуцированного инсульта, могут быть искажены за счет влияния 

pH
i
 на флуоресценцию белкового сенсора.

Ключевые слова: широкопольная оптическая нейровизуализация; ишемия мозга; глутамат; нейротоксичность; 

кальций; GCaMP6f; фототромбоз
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Relevance. In studies of brain intracellular and intercellular signaling in normal and pathological conditions, transgenic animals 

expressing a fluorescent Ca2+ sensor in neurons are increasingly used. Calcium homeostasis was studied in detail in primary neu-

roglial cultures, which serve as model systems of the living brain. But how change in calcium homeostasis during ischemic con-

ditions in the intact brain correlate with experiments on cell cultures has been poorly studied so far.

The aim of this work was to compare ischemia-driven changes in the intracellular concentration of Ca2+ ([Ca2+]) in vivo and in vitro: 

in the brain of transgenic mice, using the GCaMP6f fluorescent protein sensor, and in the neuroglial cell culture, obtained from 

the cortex of these animals.

Methods. Changes in the cytosolic concentration of free Ca2+ ([Ca2+]
c
) in the neurons was measured by wide-field optical imag-

ing (WFOI). Measurements were taken before and after photothrombotic stroke performed in the sensorimotor cortex. Changes 

in [Ca2+]
c
 were monitored by the fluorescence of GCaMP6f expressed in cortical neurons. In primary neuroglial cultures from the 

cerebral cortex glutamate (Glu) in excitotoxic doses was used to model ischemic injury. Measurements of averaged Ca2+ concen-

tration in the cyto- and nucleoplasm ([Ca2+]
i
) were carried out by fluorescence microscopy using synthetic Ca2+ indicators Fura-2 

and Fura-FF. In addition, measurements of intracellular pH (pH
i
) and mitochondrial potential (ΔΨm) were carried out in vitro.

Results. Photothrombotic stroke caused a strong increase in [Ca2+]
c
 in the illuminated zone ~1.1 mm2 (n=9). During the 24 hours, the 

area with high [Ca2+]
c
 expands to ~6 mm2, but by the 7th day it almost returns to the size of the primary damage. In neuroglial cul-

tures from the cerebral cortex of the same mice strain, the [Ca2+]
c
 kinetics measured by GCaMP6f resembles the [Ca2+]

i
 kinetics, but 

[Ca2+]
c
 has a significantly lower amplitude during the development of delayed calcium deregulation (DCD). Comparison of changes 

in [Ca2+]
i
 and pH

i
 shows that the differences may be due to the quenching of GCaMP6f fluorescence due to cytosol acidification as a 

result of the excitotoxic Glu action.

Conclusion. Comparison of measurements by the genetically-encoded GCaMP6f Ca2+ sensor in vivo and by the synthetic Ca2+ indica-

tors in primary neuroglial cultures shows that the DCD phenomenon, first discovered in cultures, is probably realized in intact brain neu-

rons in stroke. It should be taken into account that the relative changes in [Ca2+]
c
 can be distorted due to the effect of pH

i
 on the fluores-

cence of the protein sensor at different stages of ischemia development and subsequent brain recovery after a photothrombotic stroke.

Keywords: wide-field optical imaging; brain ischemia; glutamate; neurotoxicity; calcium; GCaMP6f; photothrombosis
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Введение

При ишемии мозга и инсульте вокруг зоны необра-

тимого поражения возникает переходная область, пенум-

бра, в которой отмечена повышенная концентрация ос-

новного возбуждающего нейромедиатора центральной 

нервной системы – глутамата (Glu). Избыточная стиму-

ляция глутаматом рецепторов в пенумбре считается ли-

дирующим фактором гибели нейронов [1]. Исследования 

первичных культур нейронов из различных отделов мозга 

показали, что Glu вызывает гиперактивацию ионотроп-

ных рецепторов, в результате которой происходит пере-

грузка нейронов ионами кальция, ведущая к дисфункции 

митохондрий, энергетическому коллапсу, оксидативно-

му стрессу и ряду других процессов, кульминацией ко-

торых является гибель нейронов [2–4]. Другим важней-

шим фактором, по мнению некоторых исследователей, 

является формирование областей избыточной концен-

трации ионов K+ и метаболический стресс вследствие 

распространяющейся кортикальной депрессии [1]. По-

этому актуальным является комплексное исследование 

нарушений метаболизма и ионного гомеостаза нейронов 

в моделях in vivo и in vitro с использованием трансгенных 

животных (мышей) и первичных нейрональных культур 

из мозга, в условиях, имитирующих патофизиологиче-

ские состояния центральной нервной системы.

Трансгенные животные, в клетках которых экс-

прессируются флуоресцентные белковые сенсоры, по-

зволяющие отслеживать изменения внутриклеточно-

го гомеостаза, становятся все более важной моделью 

для изучения фундаментальных процессов в живом ор-

ганизме [5, 6]. Чтобы полученные данные были мак-

симально приближены к тому, что происходит в ор-

ганизме людей, используются трансгенные млеко-

питающие, чаще всего лабораторные линии мышей 

[7–9]. Наиболее популярный пример такого подхо-

да – это исследования изменений внутриклеточных 

концентраций свободного Са2+ ([Ca2+]), который слу-

жит универсальным вторичным мессенджером во всех 

типах эукариотических клеток. Вместе с тем, измене-

ния [Ca2+] в интактном организме могут происходить 

под влиянием нескольких факторов, каждый из кото-

рых трудно контролировать. Поэтому культуры кле-

ток, полученные из трансгенного организма и содер-

жащие флуоресцентный белковый сенсор, являются 

полезной моделью для проверки ответа на контроли-

руемые воздействия.

В настоящей работе были использованы 

трансгенные мыши, экспрессирующие в нейро-

нах белковый сенсор ионов кальция GCaMP6f. Ис-

следование выполнено с использованием мульти-

волновой системы широкопольной оптической ней-

ровизуализации (ШОН) флуоресцентных сигналов 

коры головного мозга живой мыши. Параллель-
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но в первичных нейроглиальных культурах из коры 

головного мозга этой же линии мышей проведены 

мультиволновые измерения методом флуоресцент-

ной микроскопии средней концентрации свободно-

го Са2+ в цито- и нуклеоплазме ([Ca2+]
i
), а также ми-

тохондриального потенциала и уровня эндогенного  

NADH. Показано, что в нейроглиальной культуре из-

менения [Ca2+]
i
 и изменения [Ca2+] в цитозоле ([Ca2+]

c
),  

индуцированные нейротоксическим действием Glu, 

согласуются. Вместе с тем, на разных стадиях разви-

тия ишемии и последующего восстановления мозга 

после фотоиндуцированного инсульта, [Ca2+]
c
 может 

быть занижена за счет влияния цитозольного pH на 

флуоресценцию белкового сенсора. 

Методика

Эксперименты с животными. В экспериментах бы-

ла использована линия трансгенных мышей C57BL/6J-

Tg(Thy1-GCaMP6f)GP5.17Dkim/J (JAX stock #025393), 

экспрессирующих в нейронах флуоресцентный сенсор 

Ca2+ GCaMP6f [10]. Мышей содержали в стандартных 

условиях (22 °С, 12-часовой цикл день/ночь) с неогра-

ниченным доступом к воде и пище. В эксперименте ис-

пользовали животных обоих полов.

Эксперименты проводились с учетом рекомен-

даций директивы № 2010/63/EU Европейского Пар-

ламента и Совета Европейского Союза от 22.09.2010 

по охране животных, используемых в научных целях. 

Протокол исследований был одобрен локальными эти-

ческими комитетами ФГБНУ «НИИОПП» (№05-06/12 

от 14.12.2017) и ФГАУ «НМИЦ здоровья детей» (про-

токол заседания №1 от 30.01.2018).

Подготовка животных к ШОН. Мышам в возрас-

те 4-6 нед была проведена операция по истончению ко-

стей черепа и установке краниального окна для даль-

нейшего наблюдения активности коры больших полу-

шарий методом ШОН. Использовали протокол, как 

в статье [11] с небольшими изменениями. Вкратце, 

с дорзальной поверхности головы снимали скальп, уда-

ляли соединительные ткани. Затем, используя скорост-

ную микродрель 78001 (RWD, Китай), алмазную фре-

зу №803165524040 (HDFREZA, Россия) и силикон-ал-

мазные полиры №803104243524030, №803104243514030, 

№803104243504030 (Acurata, Германия), удаляли верх-

ние слои черепных костей до достижения прозрачности. 

Диаметр краниального окна составлял примерно 10 мм. 

В процессе полировки череп непрерывно орошали хо-

лодным физраствором. Подготовленные кости покрыва-

ли цианакриатным клеем LOCTITE 401 (Henkel, Герма-

ния) и слоем двух прозрачных полимеров SN BC и SN-

TC-01 (Brigitte Bottier, Россия), затвердевающих под 

воздействием USB-LED-лампы мощностью 3W (Sol-

omeya, Великобритания) в течение 30 с. К голове мыши 

при помощи цианакрилатного клея LOCTITE 401 и сто-

матологической пластмассы Villacryl S V2 (Zhermack, 

Польша) крепили титановый холдер для фиксации 

животного в установке для ШОН. Холдер представлял 

из себя ободок по форме краниального окна с 4 высту-

пающими пластинами для крепления в штативе. В ка-

честве анестезии во время проведения операции была 

использована интраперитониальная инъекция смеси 

Золетила 100 (Virbac Sante Animale, Франция) и Кси-

лы (Interchemie werken De Adelaar B.V., Эстония) в до-

зах 100 и 8 мг/кг соответственно. После операции жи-

вотными подкожно вводили смесь Кетонала (8.5 мг/кг)  

и антибиотика Марбобел (8 мг/кг) 1 раз в сут в тече-

ние 4 дней.

Через неделю после операции животных постепен-

но приучали к съемкам в установке ШОН в бодрству-

ющем состоянии. Приучение включало 3 этапа в те-

чение 6 дней c интервалом в 2 дня: 1-й этап – 30-ми-

нутная адаптация к комнате с установкой ШОН, 

исследование платформы и приучение к фиксации го-

ловы в руках экспериментатора; 2-й этап – трехкратная 

фиксация мыши в установке не более чем на 1 мин, 3-й 

этап – 5-минутная фиксация мыши с включением све-

тодиодов.

Установка для широкопольной оптической нейрови-

зуализации (ШОН). Флуоресценцию GCaMP6f возбу-

ждали, используя светодиод с длиной волны 470 нм 

(BLS-LCS-0470-14-22, Mightex, США). Излучение 

светодиода направляли к образцу через светофильтр 

ET470/24m (Chroma, США) и комбинированный све-

тоделитель (LCS-BC25-0495, Mightex, США), свето-

вод (Mightex, США), широкополосный светофильтр 

ET470/40x, (Chroma, США), светоделитель T495lpxr 

(Chroma, США) и фокусировали на коре головного 

мозга с помощью 4х-эпиобъектива (P/N OBJ-MAO-04, 

Mightex, США). Испускаемый GCaMP6f свет регистри-

ровали в конфигурации прямого микроскопа, исполь-

зуя светофильтр ET525/50m (Chroma, США). 

Частота регистрации кадров составила 20 Гц. Сиг-

нал детектировали скоростной высокочувствительной 

камерой (CXE-B013-U, Mightex, США).

Для получения изображений голову мыши закре-

пляли под объективом микроскопа, фиксируя хол-

дер в штативе. Свобода передвижения бодрствующе-

му животному обеспечивалась с помощью левитиру-

ющей на воздушной подушке платформы (Neurotar, 

Финляндия).

Моделирование инсульта. Через 2 нед после опе-

рации животных случайным образом, но с учетом ра-
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венства полов, распределили на 2 группы: «Контроль» 

и «Фототромбоз». Мышам из группы «Фототромбоз» 

(n = 9) проводили моделирование инсульта мето-

дом фотоиндуцированной ишемии (ФИ) [12]. Фото-

сенсибилизатор Бенгальский розовый (БР, 20 мг/кг)  

(Sigma-Aldrich®, Германия) вводили в правую или 

левую яремную вену через катетер, установленный 

за 2 дня до индукции инсульта. Локальный тромбоз 

получали при помощи облучения в течение 10 мин ла-

зером (λ = 532 нм) с диаметром пучка 2 мм и мощно-

стью 10 мВт. Лазер включали через 5 мин после введе-

ния БР. Центр лазерного пучка фокусировали относи-

тельно брегмы в сенсомоторной области коры левого 

полушария (AP = -1; ML = -2). С животными из груп-

пы «Контроль» (n = 9) проводили те же манипуляции, 

кроме введения БР. С целью минимизации влияния 

наркоза, фототромбоз индуцировали бодрствующим 

животным, закрепленным в установке для ШОН. Реги-

страцию изображений коры мозга проводили за 2 дня 

до ФИ и через 3 мин (в течение последующих 7,3 мин) 

после окончания индукции ишемии. Регистрацию изо-

бражений повторяли спустя 1 и 7 сут после ФИ.

Гистологическое окрашивание. На 20-е сут после 

фотоиндуцированного инсульта, животных усыпляли, 

используя эфир. Далее проводили транскардиальную 

перфузию 4% парафармальдегидом (Sigma-Aldrich®, 

Германия). Извлекали головной мозг и фиксировали 

образцы в 10% формалине в фосфатно-солевом буфе-

ре (Биовитрум, Россия).

Срезы толщиной 35 мкм нарезали при помощи ви-

братома Leica vt1200s (Leica, Германия). Срезы нано-

сили на покрытые желатином и квасцами (Sigma-Al-

drich®, Германия) покровные стекла и высушивали 

при комнатной температуре. Через сутки проводили 

окрашивание по Нисслю, используя краситель кре-

зиловый фиолетовый (Servicebio, Китай). Окрашен-

ные срезы заключали под покровные стекла, исполь-

зуя в качестве среды для заключения Канадский баль-

зам (Panreac, Испания).

Приготовление нейроглиальных культур.  Нейрог-

лиальные культуры получали из коры головного моз-

га новорожденных мышей (Р0-Р2) линии C57BL/6J-

Tg(Thy1-GCaMP6f)GP5.17Dkim/J (JAX stock #025393) 

по стандартной методике [13,14]. Нейрональная спец-

ифичность синтеза флуоресцентного белкового сенсо-

ра GCaMP6f обеспечивалась нейрон-специфичным 

промотором Thy-1; один из родителей был гемизи-

готен, второй дикого типа. Вкратце, мышей анесте-

зировали, декапитировали, кору выделяли и отделя-

ли от мозговых оболочек. Извлеченные ткани промы-

вали раствором Хенкса, не содержащим Са2+ и Mg2+, 

измельчали скальпелем, инкубировали в растворе 

папаина (12 мин, 37 °С) и диссоциировали в свежей 

MEM. Однородную суспензию дважды центрифуги-

ровали (200 g, 5 мин, 4 °С). Осадок ресуспендировали 

до концентрации 106 клеток/мл в нейробазальной среде 

(NBM, Gibco, США) с добавлением сапплимента B-27 

и пенициллина/стрептомицина. Аликвоты клеточной 

суспензии (250 мкл) переносили в лунки 35 мм чашек 

Петри, дном которых служили покровные стекла, при-

крепленные к лункам с внешней стороны (MatTeck, 

США). Клетки хранили в СО
2
-инкубаторе при 37 °C, 

в атмосфере 95% воздуха, 5% CO
2
 и относительной 

влажности 100%. Через 2-3 дня в среду добавляли ци-

тозинарабинозид (Ara C, 5 мкМ) для предотвраще-

ния пролиферации глиальных клеток. Клетки снаб-

жали питательными веществами, заменяя 1/3 среды 

на свежую, через каждые 3-4 суток. Культуры исполь-

зовали в экспериментах через 14-16 дней после посева  

(14-16 days in vitro, DIV). 

Все использованные реактивы производства Sig-

ma-Aldrich® (Германия), если не указано иное.

Флуоресцентно-микроскопические измерения. Флуо-

ресцентно-микроскопические измерения выполне-

ны, как описано в [15, 16] на 2 установках. Одна систе-

ма анализа изображений была на основе микроскопа 

Olympus IX-71 (Япония), оснащенного системой ос-

вещения образца Lambda 10-2 (Sutter Instruments Co, 

США), CCD-камерой CoolSNAP HQ2 (Photometrics, 

США), управляемой через компьютерную программу 

MetaFluor (Universal Imaging Corp., США). Другая си-

стема состояла из инвертированного микроскопа Nikon 

Ti2 Eclipse (Япония), оснащенного объективами 20x/

NA=0.75 и 40x/NA=1.30 Oil. Возбуждающее излучение 

создавалось светодиодными устройствами pE-340fura 

и pE-300ultra (CoolLED, Англия). Излучаемый и про-

ходящий свет шёл через эмиссионные фильтры, встро-

енные в колесо перед sCMOS камерой Prime BSI Ex-

press (Teledyne Photometrics, США). Вся система управ-

лялась через программу Nikon NIS-Elements (Япония).

Генотипирования новорожденных не проводи-

ли, объединяя клетки коры мозга 4 мышат. По этой 

причине количество нейронов, синтезировавших 

GCaMP6f и имевших зеленую флуоресценцию (воз-

буждение 485 нм, регистрация 525 нм), было различ-

ным в культурах, приготовленных из разных пометов 

(4 серии по 2 эксперимента в каждой; 20 мышат от 4 са-

мок, 4 независимые посадки). Доля культивируемых 

нейронов, экспрессировавших GCaMP6f колебалась 

в поле наблюдения от 2 до 20%.

Эндогенная флуоресценция клеток, обусловленная 

NADH, а также флуоресценция синтетических флуо-
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мии. От 3-й к 10-й мин область высокой флуоресцен-

ции расширялась у всех мышей группы (1,14 ± 0,34 мм2 

и 1,34 ± 0,33 мм2 соответственно, ср. ар. ± ст. ош. ср., 

p = 0.02, n = 9, двухфакторный дисперсионный анализ 

для связанных выборок с поправкой Тукей). Расшире-

ние области высокой флуоресценции обусловлено, ве-

роятно, увеличением количества нейронов со стабиль-

но высокой [Ca2+]
c
.

Значительный рост (в среднем, до 6,03 ± 0,82 мм2, p 

= 0.0002) площади высокой флуоресценции GCaMP6f 

происходил через 1 сут после ФИ. Затем развивал-

ся противоположный эффект уменьшения площади 

и к 7-м сут она снижалась до почти исходной вели-

чины (1,69 ± 0,19 мм2, p = 0.0015). Можно предполо-

жить, что на  1-е сут после ФИ большая часть нейро-

нов (в среднем, 15% площади дорзальной проекции 

левого полушария) имела стабильно высокую [Ca2+]
c
.  

Притом большая часть этих клеток восстанавливала 

низкую [Ca2+]
c
 к 7-м сут после ФИ (рис. 1, Г), а также 

функциональный статус, о чем свидетельствует возоб-

новление спонтанных флуктуаций [Ca2+]
c
 в данных об-

ластях (данные не показаны).

В группе «Контроль» средний уровень флуоресцен-

ции и амплитуда его флуктуаций (средняя амплиту-

да 2,2±1,8%, ср.ар. ± ст.откл., макс. = 9,6%, расчет от-

носительно среднего уровня ΔF/Fo*100%, n = 9) не из-

менялись после ложной ФИ.

Описанные динамические измерения площади по-

верхности поражения (поверхность с высокой интен-

сивностью флуоресценции) не позволяют однознач-

но оценить размер зоны некроза, поэтому ее размеры 

были дополнительно определены гистологически. Ди-

аметр области некроза на дорзальной проекции кор-

текса и на фронтальном срезе мозга должен совпа-

дать, поэтому именно этот параметр был сопостав-

лен (рис. 1, Б). Зоной некроза считали очаг совместно 

с глиальным рубцом. Как видно из рисунка, ближе все-

го к значениям, полученным классическим гистологи-

ческим методом, лежат величины, полученные мето-

дом ШОН на 3-й мин после ФИ, между этими данны-

ми корреляция высокая (r = 0,70, p = 0,035, корреляция 

Пирсона).

У 5/9 мышей в период 3-10 мин после окончания 

облучения лазером (13-20 мин после начала фотоин-

дукции ишемии) была зарегистрирована распространя-

ющаяся кортикальная деполяризация (РКД). Притом 

у 1 мыши это была первичная РКД, поскольку до ее на-

чала флуоресценция во всем полушарии была на сред-

нем уровне, а после окончания волны деполяризации 

сформировался очаг яркой флуоресценции. Как не-

давно показано H.T. Zhao с коллегами [18], количество 

ресцентных Са2+ индикаторов Fura-2 и Fura-FF, белко-

вого Са2+ сенсора GCaMP6f, рН-чувствительного ин-

дикатора BCECF, митохондриального потенциал-чув-

ствительного зонда TMRM имеют хорошо разделенные 

спектры возбуждения и испускания флуоресценции. 

Благодаря этому мы смогли выполнить одновремен-

ные измерения сразу двух или трех из перечисленных 

выше параметров в одних и тех же клетках. 

TMRM, а также ацетоксиметиловые эфиры Fu-

ra-2, Fura-FF и BCECF приобретены у ThermoFisher 

(США). Нагрузку клеток ацетоксиметиловыми эфи-

рами указанных Са2+- и рН-индикаторов проводили 

как описано ранее [15, 16].

Обработка результатов и статистический анализ. 

Анализ изображений мозга животных осуществляли 

с помощью программы с открытым исходным кодом 

для анализа и обработки изображений ImageJ (National 

Institutes of Health, США). Статистический анализ дан-

ных проводили в программе GraphPad Prizm (GraphPad 

Software, США).

Результаты

Широкопольная нейровизуализация мозга мыши. 

Площадь пораженной поверхности мозга является важ-

ным показателем степени тяжести повреждения. Ре-

зультаты измерения размера области, подвергшейся 

ишемии, представлены на рисунке 1. Преимуществом 

ШОН является возможность прижизненной оцен-

ки повреждения в динамике (в данном эксперимен-

те измерения проводили через 3 мин, 10 мин, 1 день 

и 7 дней после окончания облучения лазером). По-

скольку подобных измерений методом ШОН, насколь-

ко нам известно, ранее не проводили, была выполнена 

валидация данного метода как способа оценки размера 

зоны некроза. Для этого результаты обсчета снимков 

ШОН были сопоставлены с классическим методом – 

окрашиванием гистологических срезов по Нисслю [17].

У здоровых животных интенсивность флуоресцен-

ции GCaMP6f довольно равномерна по поверхности 

коры больших полушарий (рис. 1, Г). При анализе ви-

деозаписей ШОН перед фотоиндукцией ишемии вид-

ны спонтанные флуктуации флуоресценции, соответ-

ствующие увеличению или снижению концентрации 

свободного кальция в цитоплазме ([Ca2+]
c
) группы ней-

ронов. На первых минутах после фотоиндуцирован-

ной ишемии (ФИ) в группе «Фототромбоз» наблюда-

лось резкое (более, чем на 200%, по сравнению с ис-

ходным) увеличение уровня флуоресценции сенсора 

в центре области, в которой был индуцирован тром-

боз сосудов (рис. 1, А, Г), что свидетельствует о входе 

большого количества ионов Ca2+ в клетки очага ише-
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Рис. 1. Определение размера области ишемии в мозге мыши. (А) Площадь области с высокой интенсивностью флуоресценции GCaMP6f на сним-

ках ШОН (n=9, ср. арифм., двухфакторный дисперсионный анализ для связанных выборок с поправкой Тукей); (Б) Сопоставление диаметра об-

ласти инсульта, определенного по ШОН, с диаметром инсульта, определенного по гистологическим срезам (корреляция Пирсона); (В) Репре-

зентативное изображение среза мозга, окрашенного по Нисслю. (Г) Репрезентативные флуоресцентные изображения поверхности коры боль-

ших полушарий, полученные методом ШОН для одной мыши; изображения представлены без обработки. Измерения методом ШОН проводили 

на бодрствующих подвижных мышах. Увеличение интенсивности флуоресценции GCaMP6f-сенсора соответствует увеличению концентрации 

кальция в цитозоле нейронов. Съемку ШОН проводили при возбуждении 470 нм, регистрация флуоресценции 525±25 нм. Фотоиндукцию ише-

мии проводили лазером 532 нм (10 мВт, 10 мин, диаметр светового пучка 2 мм); Бенгальский розовый (20 мг/кг) вводили в/в.

Fig. 1. Ischemic area size measurements in the mouse brain. (A) The square of the region with high intensity of GCaMP6f fluorescence in the WFOI im-

ages (n=9, Mean, Two-Way ANOVA with Tukey); (Б) Comparison of the stroke diameter, determined by WFOI, with the stroke diameter, determined by 

histological sections (Pearson’s correlation); (В) Representative image of a Nissl-stained brain section. (Г) Representative fluorescent images of the cere-

bral cortex surface, obtained by WFOI for one mouse; images are presented without processing. Measurements by WFOI were carried out on awake 

moving mice. An increase in the GCaMP6f fluorescence corresponds to an increase in the cytosolic calcium concentration. WFOI images were obtained 

at excitation 470 nm, registration of fluorescence 520±20 nm. Photothrombotic stroke modeling was performed with a 532 nm laser (10 mW, 10 min, 

the light beam diameter 2 mm); Rose Bengal (20 mg/kg) was administered intravenously. 

А Б

В

Г



12

Патологическая физиология и экспериментальная терапия. 2023; 67(1)

DOI: 10.25557/0031-2991.2023.01.5-20

Оригинальная статья

волн РКД индивидуально для каждого животного, по-

этому нельзя точно знать, какой по счету была зареги-

стрированная РКД у других животных. Характеристи-

ка волн не отличается от описанных [18] и заключается 

в том, что массовая деполяризация нейронов, детек-

тируемая по увеличению флуоресценции GCaMP6f, 

распространяется по ишемизированному полушарию 

от очага ишемии, с последующим периодом депрессии 

– снижением активности нейронов в полушарии отно-

сительно исходного уровня [19, 20]. Ширина фронта 

и временные характеристики могут различаться меж-

ду различными РКД (рис. 2), что согласуется с  данны-

ми литературы [18]. Также отмечено, что протекание 

РКД способствует скачкообразному расширению об-

Рис. 2. Распространяющаяся кортикальная деполяризация (РКД) через 3-10 мин после фотоиндукции ишемии. Представлены репрезентатив-

ные изображения, полученные от 2 мышей, отображающие 2 различных сценария протекания РКД. (А) Первичная РКД с широким фронтом; (Б) 

Не первичная РКД с узким фронтом (изменений в очаге ишемии нет, т.к. там исходно высокая флуоресценция). Представлены (последователь-

но): репрезентативные необработанные изображения на различных временных промежутках записи (длина отрезка 6 мм); ΔF/Fo*100% на раз-

личных этапах нарастания и спада РКД (профиль интенсивности построен вдоль прямой, прочерченной на изображениях мозга); площадь под 

кривой ΔF/Fo*100% в течение всей записи. На графиках представлены изменения флуоресценции GCaMP6f относительно исходного уровня 

(принят за 0%).

Fig. 2. Cortical spreading depolarization (CSD) recorded 3-10 min after photothrombotic stroke. Representative images from two mice are shown, illus-

trating two different CSDs scenarios. (A) Wide primary CSD; (Б) Narrow non-primary CSD (there are no changes in the ischemic core, since it initially has 

high fluorescence). Presented (consequentially): raw images at various recording time intervals (segment length 6 mm); ΔF/Fo*100% at various stages 

of CSD rise and fall (intensity profile plotted along a straight line drawn on brain images); area under the curve ΔF/Fo*100%  during the entire record-

ing. The graphs show the changes in GCaMP6f fluorescence relative to the initial level (taken as 0%).
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ласти с повышенной [Ca2+]
c
, тогда как в другие отрез-

ки времени расширение области повышенной [Ca2+]
c
 

происходит равномерно.

Измерения внутриклеточных концентраций кальция, 

митохондриального потенциала и рН в нейроглиальных 

культурах. В использованной линии трансгенных мы-

шей Са2+-сенсор GCaMP6f не имеет адресной пептид-

ной последовательности для доставки в какой-либо 

внутриклеточный компартмент и после синтеза на ри-

босомах должен оставаться в цитозоле. Анализ изобра-

жений подтверждает, что флуоресценция GCaMP6f 

сосредоточена в цитозоле и не обнаруживается в ядре 

(рис. 3, А). Примерно такое же распределение в клет-

ке демонстрирует митохондриальный зонд TMRM, по-

скольку митохондрии в ядре отсутствуют. Очевидно, 

размер молекулы GCaMP6f (Мол. масса около 51 кДа) 

[21] превышает размер ядерной поры и без адресной 

метки сенсор не может попасть в ядро, и поэтому из-

менения сигнала GCaMP6f отражают изменения кон-

центрации Са2+ в цитозоле ([Ca2+]
c
). Это наблюдение 

важно в связи с тем, что синтетические Са2+-индикато-

ры, в том числе, использованные в данной работе Fu-

ra-2 или Fura-FF, имеют малый размер (около 1 кДа), 

легко проникают в ядро и их сигналы отражают изме-

нения концентрации Ca2+, усредненные по цито- и ну-

клеоплазме ([Ca2+]
i
). 

Основная часть клеток, экспрессировавших 

GCaMP6f, имела в невозбужденном состоянии (пе-

ред добавлением Glu) стабильно низкую концентра-

цию Са2+, регистрируемую как по флуоресценции бел-

кового сенсора, так и с помощью синтетических каль-

циевых индикаторов Fura-FF и Fura-2. Добавление 

глутамата (Glu, 10 мкМ, глицин 10 мкМ, безмагние-

вый буфер) вызывало транзиторный скачок сигнала 

обоих типов индикаторов Са2+, вслед за которым сле-

довал вторичный подъем [Ca2+]
i
 (отсроченная кальци-

евая дизрегуляция, ОКД), четко регистрируемый с по-

мощью Fura- FF (рис. 4, А) и Fura-2 (не показано). Сиг-

налы GCaMP6f показали только начало вторичного 

подъема [Ca2+]
c
 (рис. 4, Б). Амплитуда этого подъема 

в большинстве клеток не превышала первоначальный 

скачок [Ca2+]
c
 в момент добавления Glu.

Митохондриальный потенциал начинает резко 

падать в тот момент, когда в нейронах развивается 

ОКД [22]. В данном эксперименте это отчетливо видно 

из сопоставления графиков на рисунке 4, В (сплошная 

красная кривая и зеленая пунктирная) и хорошо со-

гласуется с опубликованными ранее данными [22, 23].

Изменения сигналов Fura-FF и TMRM в клетках, 

не экспрессировавших GCaMP6f, имели такой же ха-

рактер, как и представленные на рисунке 4 (данные 

не показаны).

Ранее было показано, что воздействие токсических 

доз глутамата сопровождается закислением внутрикле-

точной среды [24]. Все флуоресцентные белки умень-

шают свечение при падении рН ниже определенного 

порога, характерного для каждого сенсора [25]. Экс-

прессия флуоресцентного белкового рН-сенсора YFP 

Рис. 3. Изображения первичной нейроглиальной культуры из кортекса мозга трансгенных мышей, экспрессирующих флуоресцентный белко-

вый Ca2+-сенсор GCaMP6f и окрашенных потенциал-чувствительным митохондриальным зондом TMRM. Стрелка указывает на нейрон, а также 

служит масштабной мерой (длина стрелки соответствует 20 мкм). Флуоресценцию GCaMP6f (А, зеленое изображение) возбуждали при 485 нм 

и регистрировали при 525 нм; флуоресценцию TMRM (Б, красное изображение); возбуждали при 565 нм регистрировали при >=610 нм). Воз-

раст культуры 14 дней. Объектив 40х/NA=1.35, Oil.

Fig. 3. Images of primary neuroglial culture from the brain cortex of transgenic mice expressing the fluorescent protein Ca2+ sensor GCaMP6f and stained 

with the voltage-sensitive mitochondrial dye TMRM. The arrow points to the neuron and also serves as a scale measure (the length of the arrow is 20 

µm). GCaMP6f fluorescence (A, green image) was excited at 485 nm and recorded at 525 nm; TMRM fluorescence (Б, red image); excited at 565 nm re-

corded at >=610 nm). Culture was 14 days in vitro (DIV). Lens 40x/NA=1.35, Oil.
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в 2 представительных нейронах, которые отличались ха-

рактером изменений [Ca2+]
i
  в ответ на добавление Glu 

(10 мкМ, 5 мин). Обращает внимание, что после удале-

ния Glu, восстановление низкой [Ca2+]
i
 происходит бы-

стрее по сравнению с pH
i
. Этот эффект объясняется тем, 

что митохондрии эффективно захватывают Ca2+ из ци-

тозоля. На это указывает резкое увеличение [Ca2+]
i
 при 

добавлении протонофора FCCP (1 мкМ) в бескальци-

евом буфере (рис. 5). Несмотря на яркое отличие в Са2+ 

сигналинге, изменения pH
i
 в обоих нейронах очень по-

хожи. Это, вероятно, связано с тем, что восстановление 

исходного pH
i
 сопряжено с трансмембранным градиен-

том концентрации Na+, который (градиент) остается не-

Рис. 4. Изменения средней по клетке внутриклеточной 

концентрации свободного Ca2+ ([Ca2+]
i
), в цитозоле  

([Ca2+]
c
) и трансмембранного потенциала митохондрий 

(ΔΨm) в нейронах первичной нейроглиальной культуры 

из кортекса мозга мыши. Возраст культуры 13  сут. Приве-

дены графики для 2 представительных нейронов  

(ROI 33, ROI 38), экспрессировавших GCaMP6f, в одном из 

которых (ROI 33) за время действия глутамата (Glu,  

10 мкМ) развилась отсроченная кальциевая дизрегуляция 

(ОКД), а во втором ОКД не состоялась (ROI 38). Относитель-

ные измерения [Ca2+]
i
 выполнены с помощью (А) синтети-

ческого флуоресцентного индикатора Fura-FF (возбужде-

ние 340 и 380 нм, регистрация 525 нм) и (Б) эндогенного 

Ca2+-сенсора GCaMP6f (возбуждение 485 нм, регистрация 

525 нм); (В) измерения ΔΨm выполнены с использовани-

ем флуоресцентного зонда TMRM (возбуждение 565 нм, 

регистрация ≥610 нм). Снижение флуоресценции TMRM 

соответствует падению ΔΨm в результате вытекания  

TMRM из клетки [22]. Значения Ca2+ в покоящихся нейро-

нах приняты за 0; максимальные сигналы Fura-FF и 

GCaMP6f приняты за 1, достигнуты добавлением Ca2+-

ионофора иономицина (Iono, 1 мкМ, [Ca2+] в буфере 5 мМ). 

Изменения ΔΨm нормированы относительно исходных 

значений в покоящихся нейронах.

Fig. 4. Average intracellular concentration of free  

Ca2+ ([Ca2+]
i
) dynamics, changes in the cytosolic calcium 

([Ca2+]
c
) and transmembrane potential of mitochondria 

(ΔΨm) in neurons of the primary neuroglial culture from 

the mouse cortex. 13 DIV. Graphs are shown for two repre-

sentative neurons (ROI 33, ROI 38) expressing GCaMP6f, in 

one of which (ROI 33) delayed calcium dysregulation (DCD) 

developed during the action of glutamate (Glu,  

10 μM), and in the second one, DCD did not take place (ROI 

38). Relative measurements of [Ca2+]
i
 were performed us-

ing (A) synthetic fluorescent indicator Fura-FF (excitation 

340 and 380 nm, emission 525 nm) and (Б) endogenous 

Ca2+ sensor GCaMP6f (excitation 485 nm, emission 525 nm); 

(B) ΔΨm measurements were made using a TMRM fluores-

cent probe (excitation 565 nm, emission ≥610 nm). A de-

crease in TMRM fluorescence corresponds to a decrease in 

ΔΨm as a result of TMRM leakage from the cell [22]. Ca2+ 

values in resting neurons are taken as 0; the maximum sig-

nals of Fura-FF and GCaMP6f were taken as 1, achieved by 

adding the Ca2+ ionophore ionomycin (Iono, 1 μM, [Ca2+] = 

5 mM, in buffer solution). Changes in ΔΨm shown as rela-

tive to the initial values in resting neurons.

А

Б
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в цитозоле культивируемых нейронов позволила по-

казать, что при нейротоксическом действии глутамата 

рН цитозоля (pHc) опускается ниже 6 [15, 26, 27], при-

чем закисление цитозоля прекращалось после разви-

тия ОКД до стадии высокого [Ca2+]
i
 плато. Значение рК 

для структурных аналогов GCaMP6f находится вбли-

зи рН 7,1 [21] и поэтому следует ожидать тушения его 

флуоресценции при действии Glu.

Мы проверили, как изменяется рН в культурах ней-

ронов, полученных из коры головного мозга трансген-

ных мышей с генетически-кодируемым GCaMP6f. 

На рис. 5 представлены изменения [Ca2+]
i
 и внутрикле-

точного рН (среднее рН в цито- и нуклеоплазме, pH
i
) 
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большим после удаления Glu, даже если восстановле-

ние низкой [Ca2+]
i
 уже произошло [16].

Таким образом, данные измерений pH
i
 (рис. 5) под-

тверждают предположение, что пониженное значение 

[Ca2+]
c
 в период ОКД может быть вызвано рН-чувстви-

тельностью GCaMP6f к закислению цитозоля. 

Неожиданной особенностью культуры клеток из ко-

ры головного мозга трансгенных мышей оказалось спо-

собность нейронов к спонтанным изменениям ΔΨm, 

синхронным с изменениями [Ca2+]
c
, зарегистрирован-

ными с помощью GCaMP6f. Пример таких синхрон-

ных изменений показан на рис. 6, А. Доля таких клеток 

составляла ~10% (8 клеток из 78, 2 выделения из 8 жи-

вотных с разницей в 1 нед). Эти изменения относятся 

именно к цитозолю поскольку GCaMP6f, как уже отме-

чалось, не имеет адресной пептидной последовательно-

сти и не может попадать во внутриклеточные органеллы. 

Кроме того, в покоящихся нейронах GCaMP6f не мо-

жет пассивно диффундировать в ядро, вероятно, пото-

му что этого не позволяют размеры ядерных пор (рис. 3).

Сопоставление сигналов зонда TMRM и кальци-

евого сенсора GCaMP6f показало, что быстрые тран-

зиторные флуктуации флуоресценции TMRM совпа-

дают по продолжительности c падениями концентра-

ции Са2+ в цитозоле (рис. 6, верхние графики). Учитывая 

высокую аффинность GCaMP6f по отношению к Са2+ 

(K
d
 в диапазоне 100-300 нМ; [21]), а также то, что в по-

коящихся нейронах [Ca2+]
i
 не превышает 100 нМ [28], 

транзиторные изменения [Ca2+]
c
 составляют не более 

нескольких десятков наномолей/литр. Очевидно, этого 

количества Са2+ достаточно для активации дыхатель-

ной цепи, но недостаточно для сильной деполяриза-

ции внутренней митохондриальной мембраны. Вто-

рой вариант реализуется при поступления большого 

количества Са2+ в матрикс митохондрий, которое про-

исходит при нейротоксическом действии Glu (рис. 4). 

Рис. 5. Изменения [Ca2+]
i
  и внутриклеточного рН (рН

i
) 

в первичной нейроглиальной культуре из мозга мы-

ши. Показаны [Ca2+]
i
 и рН

i
 сигналы 2 представитель-

ных клеток, в одной из которых Glu не вызвал разви-

тия отсроченной кальциевой дизрегуляции (А), во 

второй ОКД развилась через 2 мин после добавле-

ния Glu (Б). Изменения [Ca2+]
i
 (синяя сплошная линия) 

представлены левой шкалой ординат, изменения pH
i
 

(зеленая точечная линия) – правой шкалой. Концен-

трация Glu 10 мкМ (10 мкМ глицина, безмагниевый 

буфер); удаление Glu и добавление протонофора  

FCCP (1 мкМ) проводили в бескальциевом буфере  

(2 мМ Mg2+). Внутриклеточные сигналы низкоаффин-

ного Са2+-индикатора Fura-FF регистрировали как 

указано на рисунке 2. Для записи сигналов флуорес-

центного рН-индикатора BCECF использовали воз-

буждение на 440 и 485 нм, регистрация на 525 нм. Ка-

либровку максимального сигнала Fura-FF осущест-

вляли, добавляя иономицин (см. рис. 2). Калибров-

ку сигналов рН-индикатора BCECF не проводили, од-

нако см. [15]. Возраст культуры 14 сут.

Fig. 5. Changes in [Ca2+]
i
 and intracellular pH (pH

i
) in pri-

mary neuroglial culture from mouse brain (14 DIV). 

Changes in [Ca2+]
i
 (solid blue line) are represented by the 

left ordinate axis, pH
i
 changes (green dotted line) are 

represented by the right ordinate axis. Adding of Glu  

10 µM (10 µM glycine, magnesium-free buffer), remo val 

of Glu, and adding of protonophore FCCP (1 µM) were 

performed in calcium-free buffer (2 mM Mg2+). Intracel-

lular signals of the low-affinity Ca2+ indicator Fura-FF 

were recorded as indicated for Fura-2 in Fig.2. To record 

the signals of the fluorescent pH indicator BCECF, the 

conditions indicated in Fig. 1 for GCaMP6f were used. 

Calibration of the maximum Fura-FF signal was per-

formed by adding ionomycin (see Fig. 2). Calibration of 

the signals of the pH indicator BCECF was not per-

formed, however, see [15].
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Для увеличения ΔΨm требуется ускорение работы 

ферментов дыхательной цепи и, соответственно, уси-

ленного потребления их субстратов, в первую очередь 

NADH, субстрата комплекса I [29]. Поэтому одновре-

менно с измерениями [Ca2+]
c
 и ΔΨm были выполне-

ны измерения уровня внутриклеточного NADH, око-

ло 70% которого заключено в митохондриях [30]. Со-

поставление сигналов зонда TMRM с изменениями 

эндогенной флуоресценции, обусловленной NADH 

показало, что скачки гиперполяризации (кратковре-

менного роста ΔΨm) совпадают с падениями флуорес-

ценции NADH (рис. 6, нижняя панель). Такие измене-

ния NADH согласуются с каноническими представ-

лениями о том, что для увеличения ΔΨm необходимо 

ускорение работы ферментов дыхательной цепи мито-

хондрий и, соответственно, увеличение потребления 

NADH комплексом I. Если бы скачкообразные уве-

личения ΔΨm были связаны с быстрыми временны-

ми уменьшениями ионной проницаемости внутренней 

мембраны митохондрий, то в этом случае следовало 

ожидать сокращения потребления NADH комплексом 

I и, соответственно, роста флуоресценции NADH. Од-

нако имеет место противоположный феномен и, сле-

довательно, более вероятной причиной скачкообраз-

ных транзиторных увеличений ΔΨm является крат-

ковременный рост скорости дыхания.

Чтобы уточнить изменениями какого из параме-

тров, [Ca2+]
с
 или рН обусловлены спонтанные флук-

туации флуоресценции GCaMP6f, первичную нейро-

глиаль ную культуру из мозга мышей, экспрессирую-

щих этот кальциевый сенсор, окрасили синтетическим 

кальциевым индикатором Fura-2. Fura-2 является вы-

соко аффинным индикатором и имеет константу дис-

социации комплекса с Са2+ K
d
=224 нМ [31], что со-

ответствует аффинности комплексов GCaMP-белков 

с Са2+ (K
d
 = 100-400 нМ) [32, 33]. Сопоставление сигна-

лов GCaMP6f и Fura-2 показало, что ни в одной клет-

ке, продемонстрировавшей изменения флуоресцен-

ции GCaMP6f, не происходило изменений рэйшио-

метрического сигнала Fura-2 (данные не показаны). 

Рис. 6. Изменения трансмембранного потенциала внутренней мем-

браны митохондрий (ΔΨm), концентрации Са2+ в цитозоле ([Ca2+]
c
 ) и 

уровня эндогенного NADH в первичной нейроглиальной культуре из 

мозга трансгенной мыши. Изменения [Ca2+]
c
 (А, зеленая кривая, левая 

шкала ординат) регистрировали, как сказано в подписи к рисунку 4. 

Изменения ΔΨm регистрировали с помощью TMRM (правые шкалы ор-

динат), как описано на рисунке 4. Снижение флуоресценции TMRM в 

данном протоколе соответствует увеличению ΔΨm (см. в тексте). Из-

менения уровня NADH (Б, синяя кривая, левая шкала ординат) изме-

ряли по интенсивности эндогенной флуоресценции, возбуждаемой 

при 360 нм и регистрируемой при 450 нм. Концентрацию TMRM (20 нМ) 

во всех буферных растворах подбирали таким образом, чтобы при уве-

личении ΔΨm и захвате зонда митохондриями происходило концен-

трационно-зависимое самотушение флуоресценции TMRM в матрик-

се митохондрий [22].

Fig. 6. Changes in the transmembrane potential of the mitochondrial in-

ner membrane (ΔΨm), Ca2+ concentration in the cytosol ([Ca2+]
c
) and en-

dogenous NADH level in the primary neuroglial culture from the brain of 

a transgenic mouse. Changes in [Ca2+]
c
 (upper panel, green curve, left or-

dinate scale) were recorded as indicated in the caption to Fig.4. Changes 

in ΔΨm were recorded using TMRM (right ordinate scales) as described in 

Fig. 4. The decrease in TMRM fluorescence in this protocol corresponds to 

an increase in ΔΨm (see text). Changes in the level of NADH (lower panel, 

blue curve, left ordinate) were measured by the intensity of endogenous 

fluorescence excited at 360 nm and recorded at 450 nm. The concentra-

tion of TMRM (20 nM) in all buffer solution was chosen so that with an in-

crease in ΔΨm and capture of the probe by mitochondria, concentra-

tion-dependent self-quenching of TMRM fluorescence in the mitochondri-

al matrix occurred [22].

А

Б
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Из этого следует, что синхронные осцилляции ΔΨm 

и [Ca2+]
c
 вызваны, по крайней мере отчасти, колеба-

ниями рН цитозоля.

Обсуждение

При ишемии и инсульте мозга ключевая роль Glu, 

длительное действие которого приводит к чрезмер-

ной активация глутаматных рецепторов ионотропно-

го типа и последующему дисбалансу ионного гомео-

стаза, прежде всего Са2+, нарушению функций мито-

хондрий, энергетическому коллапсу, окислительному 

стрессу и, в итоге, к гибели нейронов, не вызывают со-

мнения [2, 4, 34, 35]. Вместе с тем, появились данные, 

полученные на нейрональных культурах [36], и при ис-

следованиях живого мозга, что в развитии глутаматной 

нейротоксичности критичны нарушения гомеостаза 

не только Са2+, но и одновалентных ионов Na+ и K+ 

[1, 33]). В этой связи представляются важными иссле-

дования Са2+ гомеостаза на живом мозге трансгенных 

животных, экспрессирующих флуоресцентный сенсор 

ионов кальция GCaMP6f параллельно с исследования-

ми нейроглиальных культурах, полученных из живот-

ных той же линии. 

В данной работе методом широкопольной опти-

ческой нейровизуализации (ШОН) выполнены из-

мерения изменений [Ca2+]
c
 дорзальной поверхности 

коры больших полушарий у мышей, экспрессирую-

щих GCaMP6f и подвергнутых фотоиндуцированной 

ишемии (ФИ) в участке сенсомоторной коры. Скач-

кообразное расширение области с повышенной [Ca2+]
c
  

после завершения распространяющейся кортикаль-

ной деполяризации (РКД) подтверждает участие РКД 

в эскалации ишемического повреждения (рис. 2). Вклад 

глутамата, K+, Na+, воспалительных процессов и дру-

гих причин в формирование области устойчивого по-

вышения [Ca2+]
c 
через 1 сут после ФИ не может быть 

определен в данном дизайне исследования.

Динамика флуоресценции GCaMP6f показала, что 

сенсор сохраняется даже в очаге поражения в течение 

не менее недели. Хотя GCaMP6f синтезируется под 

нейрон-специфичным Thy-1 промотором, нельзя ис-

ключить того, что в какой-то степени сенсор экспрес-

сируется или поглощается после гибели нейронов дру-

гими клетками, выжившими в очаге поражения или 

хотя бы сохранившими целостность клеточной мем-

браны. Поэтому даже при полной гибели нейронов 

в очаге некроза сохраняется флуоресценция GCaMP6f. 

Было обнаружено, что максимальный рост [Ca2+]
c
 при-

ходится на 1-е сут после ФИ и, спустя 1 нед, восстанав-

ливается в пенумбре (но не в очаге некроза) до уров-

ня, предшествующего ФИ (рис. 1, А, Г). Диаметр очага 

поражения, вычисленный на основании изображений 

ШОН статистически значимо коррелировал с диаме-

тром зоны некроза, определенным классическим окра-

шиванием срезов мозга. Притом на 3 мин записи ШОН 

корреляция была высокой, а у 6/9 мышей значения, 

вычисленные двумя различными методами, практиче-

ски совпали (рис. 1, Б, В). Это позволяет считать, что 

ШОН можно адекватно применять для определения 

размеров некротического очага при ФИ. 

Конструктивные особенности оптической систе-

мы ШОН, позволяют наблюдать изменения в боль-

шом поле зрения, но с малым пространственным раз-

решением [9, 37]. Поэтому изменения интенсивности 

флуоресценции в каждом пикселе изображения пред-

ставляют собой суммарные изменения [Ca2+]
c
 в груп-

пе нейронов, чьи индивидуальные ответы объединены 

общими сигналами в каждом пикселе. Поэтому нельзя 

утверждать, что на 1 д. ФИ высокую [Ca2+]
c
 имели все 

нейроны в области яркой флуоресценции. Это может 

объяснить, почему в большей части данной области 

к 7 д. ФИ произошел возврат [Ca2+]
c
 c к уровню, пред-

шествующему ФИ (рис. 1, 2). Стоит отметить, что раз-

мер области поражения по ШОН на 7 д превышал раз-

меры некротического очага, определенного гистоло-

гически. Это может быть обусловлено тем, что часть 

нейронов пенумбры, дающих вклад в общий сигнал 

пикселя, восстановила [Ca2+]
c
 до исходного уровня, 

а другая часть нейронов сохранила высокую [Ca2+]
c
, со-

ответствующую максимальному подъему на 1-е сут по-

сле ФИ. Степень возврата к исходному уровню и дина-

мика этого процесса, определяется, в этом случае, со-

отношением нейронов, которые смогли удержать или 

восстановить низкую [Ca2+]
c
.

Основанием для такой интерпретации дан-

ных ШОН служат результаты, полученные методом 

эпифлуоресцентной микроскопии на нейроглиальных 

культурах, приготовленных из той же линии трансген-

ных мышей. В популяции клеток в поле наблюдения 

микроскопа, доля экспрессировавших GCaMP6f со-

ставляла ~20% (см. раздел «Методика»). Примерно 

в половине этих клеток развивался вторичный подъем 

[Ca2+]
c
, тогда как в остальных клетках, экспрессировав-

ших GCaMP6f, ОКД не возникала (рис. 4).

При анализе изменений [Ca2+]
c
  следует учесть 

рН-чувствительность флуоресценции белковых сен-

соров [25], включая белки, аналогичные GCaMP6f 

[21]. На рис. 5 видно, что одна из клеток смогла удер-

жать относительно низкий уровень [Ca2+]
i
 в течение 

действия Glu (рис. 5, А), тогда как в другой произо-

шло развитие ОКД через 2 мин после добавления Glu 

(рис. 5, Б). Обращает внимание то, что изменения 
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Оригинальная статья

pH
i
 во время действия Glu в обоих нейронах очень 

похожи. Это объясняется тем, что восстановление 

pH
i
 осуществляет Na+/H+-обменник плазматической 

мембраны [38, 39], для работы которого требуется 

восстановление градиента концентрации Na+ через 

плазматическую мембрану и электрического транс-

мембранного потенциала плазмалеммы. Оба эти па-

раметра зависят от эффективности переноса ионов 

натрия и калия Na/K-АТФазой плазмалеммы, на ра-

боту которой затрачивается почти половина синте-

зируемого нейронами АТФ [15, 16]. Восстановле-

ние трансмембранного градиента концентрации Na+ 

и потенциала плазмалеммы происходит значитель-

но медленнее, чем восстановление [Ca2+]
i
 (рис. 5) из-

за гораздо больших затрат АТФ Na/K-АТФазой, чем 

Са2+-АТФазой, которая способна функционировать 

при [АТФ] = 0,01-0,1 мМ [40]. Поэтому, вероятно, pH
i
 

сохраняется на низком уровне (концентрация прото-

нов в цитоплазме остается высокой) дольше, чем вы-

сокая [Ca2+]
i
.

Заслуживает упоминания то, что на 7-е сут по-

сле ФИ происходит не только восстановление фи-

зиологической [Ca2+]
c
 в большей части нейронов 

в пенумбре, но и восстановление функционально-

го статуса клеток, о чем свидетельствует возобнов-

ление спонтанных флуктуаций [Ca2+]
c
. Спонтанные 

флуктуации [Ca2+]
c
 были обнаружены также при-

мерно в 10% культивируемых нейронов, имевших 

GCaMP6f (рис. 6). Примечательно, что эти осцил-

ляции прекращались после добавления экзогенного 

Glu (10 мкМ). Необходимо подчеркнуть, что осцил-

ляции [Ca2+]
c
 происходили синхронно с изменения-

ми митохондриального потенциала (ΔΨm). В отсут-

ствие Glu и, соответственно, низкой ионной прово-

димости плазмалеммы, потенциал плазматической 

мембраны постоянен (около -60 мВ) и вытекания 

TMRM не происходит [22, 23]. В этих условиях сни-

жение флуоресценции TMRM соответствуют увели-

чению ΔΨm (рис. 6, А).

Природа флуктуаций [Ca2+]
c
 в коре головного 

мозга, обнаруженных методом ШОН и спонтанных 

флуктуаций [Ca2+]
i
 в нейроглиальной культуре, ед-

ва ли одинаковая, однако позволяет предположить, 

что флуктуации [Ca2+]
c
 в коре мозга могут зависеть 

от функциональной активности митохондрий [4].

Поскольку поддержание ΔΨm определяется эф-

фективностью работы цикла трикарбоновых кислот, 

прежде всего, количеством производимого NADH 

в матриксе митохондрий, мы проверили изменения 

уровня этого динуклеотида, регистрируя его флуо-

ресценцию (рис. 6, Б). Оказалось, что флуоресцен-

ция NADH колеблется синхронно, но в противофазе 

с изменениями ΔΨm (падение флуоресценции TMRM  

на рис. 6 соответствует росту ΔΨm). Такие измене-

ния NADH согласуются с каноническими представ-

лениями о том, что для увеличения ΔΨm необходимо 

ускорение работы ферментов дыхательной цепи ми-

тохондрий рост скорости дыхания и, соответственно, 

увеличение потребления NADH комплексом I дыха-

тельной цепи. 

Эти данные показывают, что для поддержания ко-

лебаний [Ca2+]
c
 важна не только концентрация Glu, 

но и локализация действия этого нейротрансмиттера 

[20, 33]. Участие митохондрий также необходимо для 

поддержания осцилляций [Ca2+]
c
 [4].

Заключение

Регистрация активности коры головного мозга ме-

тодом ШОН позволила количественно охарактеризо-

вать динамику развития распространяющейся корти-

кальной деполяризации после фотоиндуцированно-

го инсульта, детектировать in vivo некротическое ядро 

и зону пенумбры, а также наблюдать процесс восста-

новления [Ca2+]
c
 в части коры больших полушарий 

у трансгенных мышей, экспрессирующих в нейронах 

GCaMP6f. Сочетание ШОН с использованием первич-

ных нейроглиальных культур из коры головного мозга 

мышей той же линии позволило более корректно ин-

терпретировать данные, полученные для живого моз-

га, в частности, учитывать рН-зависимость сигналов 

GCaMP6f. Обнаружено, что ~10% популяции культи-

вируемых нейронов имеют спонтанные флуктуации 

[Ca2+]
c
, ΔΨm и [NADH], которые прекращаются при 

добавлении Glu.
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