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Актуальность данной работы определяется высокой распространенностью и  социальной значимостью 
цереброваскулярных заболеваний и  необходимостью разработки эффективных методов верификации нейро-
нального повреждения вследствие ишемии головного мозга в  экспериментальных моделях. 

Целью настоящего исследования стала оценка возможности использования иммуногистохимической ре-
акции на белки нейрофиламентов для выявления аксонального повреждения при моделировании ишемии 
головного мозга. 

Материалы и  методы. На крысах-самцах линий Вистар, SHR и  WKY была воспроизведена модель 
фокальной транзиторной ишемии головного мозга путем окклюзии левой средней мозговой артерии. По-
вреждение аксонов оценивали с  помощью иммуногистохимических реакций на белки нейрофиламентов, 
исполь зуя антитела SMI-32 и  2F11.

Результаты. При ишемии головного мозга происходит повреждение нервных волокон, проявляющееся 
утолщением аксонов, их варикозным расширением и  сегментарным накоплением белков нейрофиламентов, 
причем данные изменения более заметны при иммуногистохимической реакции на маркер тяжелых цепей 
нейрофиламентов SMI-32.

Заключение. Использование антител к  нефосфорилированной форме тяжелых цепей нейрофиламентов 
позволяет легко идентифицировать дегенерирующие нервные волокна и может быть рекомендовано в качестве 
альтернативного метода выявления аксонального повреждения.
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The relevance of this work is determined by the high prevalence and social significance of cerebrovascular diseases 
and the need to develop effective methods for verifying neuronal damage due to cerebral ischemia in experimental models. 

The aim of this study was to assess the possibility of immunohistochemical revealing of neurofilaments to detect 
axonal injury in cerebral ischemia models. 

Materials and methods. A model of transient focal cerebral ischemia by the left middle cerebral artery occlusion 
was reproduced in male Wistar, SHR and WKY rats. Axonal injury was assessed by immunohistochemical reactions 
for neurofilament proteins using SMI-32 and 2F11 antibodies. 

Results. In cerebral ischemia, damage to nerve fibers occurs, manifested by thickening of axons, their varicose 
expansion and segmental accumulation of neurofilament proteins. These changes are more noticeable with an immuno-
histochemical reaction to the SMI-32 marker of neurofilament heavy chain. 

Conclusions. The use of antibodies to the non-phosphorylated neurofilament heavy chain makes it easy to identify 
degenerating nerve fibers and can be recommended as an alternative method for detecting axonal injury.

Keywords: SMI-32; axonal injury; cerebral ischemia.

Проблемы профилактики и  лечения це-
реброваскулярных заболеваний приобретают 
в  последние годы особую актуальность в  свя-
зи с высокой распространенностью поражений 
головного мозга сосудистого генеза  [1]. В  на-
стоящее время определенного успеха удалось 

достичь в  разработке легко воспроизводимых 
адекватных экспериментальных моделей ише-
мии головного мозга, предназначенных для 
проверки эффективности новых профилактиче-
ских и терапевтических подходов. Дальнейший 
прогресс в  этом направлении сдерживается 
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отсутствием простых и  информативных мето-
дов оценки повреждения нейронов и  глиоци-
тов. Один из способов обнаружения гибнущих 
нейронов  — хорошо зарекомендовавший себя 
метод иммуногистохимического выявления 
белка ядер нервных клеток NeuN  [2]. Однако 
использование этого нейрального маркера не 
дает возможности оценить состояние нервных 
волокон. Классическая импрегнационная мето-
дика Марки позволяет выявлять дегенератив-
ные изменения миелиновых оболочек нервных 
волокон. Этот метод заключается в длительной 
(несколько недель) обработке кусочков голов-
ного мозга солями тяжелых металлов и  осми-
евой кислотой, в  результате чего окрашивает-
ся дегенерирующий миелин  [3,  4]. Несмотря 
на высокое качество получаемых препаратов, 
длительность обработки материала и  исполь-
зование высокотоксичных веществ затрудня-
ют применение метода Марки в  лабораторной 
практике.

Среди современных методов, пригодных 
для оценки состояния нервных волокон, может 
быть использовано иммуногистохимическое 
выявление различных цитоскелетных маркеров, 
в  ряду которых белки нейрофиламентов наи-
более специфичны для отрост ков нейронов. 
Нейрофиламенты  — это промежуточные фи-
ламенты, входящие в состав цитоскелета нерв-
ных клеток. Они состоят из нескольких белков 
(цепей): легких NF-L (68 кДа), промежуточной 
массы NF-M и  тяжелых NF-H (200  кДа)  [5]. 
Иногда к  белкам нейрофиламентов относят 
интернексин  — белок, участвующий в  форми-
ровании их четвертичной структуры. Помимо 
структурных характеристик важна оценка фос-
форилирования цепей нейрофиламентов, по-
скольку оно в  некоторой степени отра жает их 
функциональную активность. В рамках данного 
исследования для выявления белков нейрофи-
ламентов были выбраны применяемые в  кли-
нической морфологической диагностике анти-
тела к  нефосфорилированным тяжелым цепям 
клона 2F11 и широко используемые в научных 
исследованиях антитела к фосфорилированным 
легким цепям SMI-32 [6].

Цель настоящего исследования состояла 
в  определении возможности использования 
иммуногистохимической реакции на белки 
нейрофиламентов для выявления патологиче-
ских изменений нервных волокон при моде-
лировании ишемии головного мозга.

Материал и методы

Эксперименты выполнены на архивном ма-
териале половозрелых крыс-самцов нормотен-
зивных линий Вистар (n = 5) и  Вистар Киото 

(WKY, n = 5) и  спонтанно гипертензивной ли-
нии SHR (n = 11) из экспериментов, проведен-
ных ранее [7, 8]. При содержании и умерщвле-
нии животных руководствовались Правилами 
проведения работ с  использованием экспери-
ментальных животных (приложение к  приказу 
МЗ СССР №  755 от 12.08.1977), Хельсинкской 
декларацией 1975 г. и ее пересмотренным вари-
антом 2000 г. Исследование было одобрено ло-
кальным этическим комитетом ФГБНУ «ИЭМ» 
(протокол 3/19 от 25.04.2019). Ишемию модели-
ровали путем эндоваскулярной окклюзии левой 
средней мозговой артерии под общей анесте-
зией. Продолжительность нарушения крово-
обращения в  бассейне левой средней мозговой 
артерии в  каждом случае составляла 30  мин, 
а  время реперфузии  — 48  ч. Контролем слу-
жили  соответствующие структуры конечного 
мозга интактных животных линий SHR (n = 3), 
WKY (n = 3), Вистар (n = 5). Головной мозг 
фиксировали в  цинк-этанол-формальдегиде, 
обезвоживали и  заливали в  парафин по обще-
принятой методике. Объектом для морфологи-
ческого исследования служил конечный мозг 
экспериментальных и интактных животных, по-
скольку ишемию моделировали путем окклю зии 
средней мозговой артерии, крово снабжающей 
стриатум, гиппокамп и височную долю больших 
полушарий головного мозга. Морфологическому 
исследованию подвергали серийные фронталь-
ные срезы конечного мозга толщиной 5  мкм, 
приготовленные на ротационном микротоме 
Leica RM2125RT (Leica, Германия). Для имму-
ноцитохимического исследования применяли 
срезы после депарафинирования, регидратации 
и  теплового демаскирования в  свежеприготов-
ленном 10 %  растворе тиосульфата натрия [9].

Для иммуноцитохимического выявления 
белков нейрофиламентов были использованы 
мышиные моноклональные антитела к  нефос-
форилированным тяжелым (200  кДа) субъ-
единицам  — клон SMI-32 (разведение 1 : 1000; 
BioLegend, США), мышиные моноклональ-
ные антитела к  фосфорилированным легким 
(68  кДа) субъ единицам  — клон 2F11 (разве-
дение 1 : 300, Dako, Дания). Для обнаружения 
первичных антител использовали набор Reveal 
Polyvalent HRP DAB Detection System (Spring 
Bioscience, США). Пероксидазную метку вы-
являли с  помощью диаминобензидинового 
хромогена (DAB Quanto; Thermo Scientific, 
США). После проведения иммуноцитохимиче-
ских реакций часть срезов подкрашивали гема-
токсилином. Для верификации ишемического 
повреждения у  экспериментальных животных 
применяли обзорную окраску крезиловым фи-
олетовым по Нисслю и  иммуноцитохимиче-
скую реакцию на белок NeuN [7].
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Анализ препаратов для микроскопии в про-
ходящем свете и  фотосъемку выполняли с  по-
мощью микроскопа Leica DM750 и  фотокаме-
ры ICC50 (Leica, Германия).

Результаты

В стриатуме и  коре больших полушарий 
головного мозга интактных животных линий 
SHR и  WKY не было обнаружено признаков 
дистрофии и дегенерации нервной ткани. При 
проведении иммуноцитохимической реакции 
на SMI-32 наиболее отчетливо выявлялись 
крупные аксоны диаметром от 1,1 до 1,8  мкм 
в  составе белого вещества стриатума, мозоли-
стого тела и  бледного шара (рис.  a). Аксоны 
окрашивались равномерно на всем протяжении 
без формирования утолщений. Интенсивность 
их окрашивания была однородной среди всех 
наблюдаемых аксонов исследуемых областей 
конечного мозга. Так же окрашивались пери-
карионы преимущественно крупных нейро-
нов стриатума и  коры полушарий головного 
мозга. Окраска перикарионов носила менее 
однородный крупнозернистый характер, ядра 
нервных клеток при этом не окрашивались. 
При использовании антител клона 2F11 так-
же наблюдалась равномерная окраска аксонов, 
но перикарионы нейронов не окрашивались. 
Морфологические и  иммуногистохимические 

характеристики нейронов интактных крыс ли-
нии Вистар не отличались от описанных нами 
ранее [10].

Через 48 ч после 30-минутной односторон-
ней ишемии в стриатуме и коре левого полу-
шария у всех исследованных животных на-
блюдались очаги ишемического повреждения. 
В  зоне повреждения при иммуноцитохимиче-
ской реакции на SMI-32 аксоны выглядели 
гиперхромными и утолщенными (от 1,5 до 
2,3  мкм) по сравнению с аксонами аналогич-
ных областей у интактных животных, в ряде 
случаев наблюдалось неравномерное фрагмен-
тарное окрашивание аксонов по типу цепочек 
(рис. b). В стриатуме и в V–VI слоях коры ише-
мизированного полушария при малом увеличе-
нии отчетливо определялись многочисленные 
округлые и овальные гиперхромные структуры, 
превосходящие в размерах поперечные срезы 
обычных аксонов. Выявленные структуры не 
имели неокрашенной центральной области, 
что исключало возможность их идентифика-
ции в  качестве мелких иммунопозитивных 
перикарионов нейронов. При большом уве-
личении данные структуры можно было оха-
рактеризовать как варикозно расширенные 
участки аксонов, поскольку бóльшая часть из 
них выглядела как веретеновидные утолщения, 
соединенные тонкими участками цитоплазмы 
(рис.  c). Описанные изменения затрагивали 

Осевые цилиндры нервных волокон в головном мозге крысы: a — контрольная крыса линии SHR (стриатум); 
b, c — крысы линии SHR через 48 ч после 30-минутной окклюзии средней мозговой артерии (b — таламус, 
с — стриатум). Стрелкой указан варикозно расширенный участок аксона. Иммуноцитохимическая реакция на 
нефосфорилированные белки нейрофиламентов (тяжелые цепи) с использованием антител SMI-32, визуализация 
с помощью хромогена диаминобензидина без подкраски. Масштабный отрезок равен 20 мкм (а, b) и 10 мкм (с)

The axial cylinders of nerve fibers in rat brain: a — control SHR rat (striatum); b, c — SHR rats in 48 hours after 
30-minute middle cerebral artery occlusion (b — thalamus, с — striatum). Arrow shows varicose expansion of axon 
segment. Immunocytochemical reaction for the non-phosphorylated neurofilament heavy chain using SMI-32 antibodies, 
visualization with diaminobenzidine chromogen without counterstaining. Scale is 20 µm (a, b) and 10 µm (c)

a b c
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большинство аксонов, находящихся в очагах 
ишемического повреждения стриатума и коры 
ипсилатерального полушария. В контралате-
ральном полушарии аксоны в стриатуме имели 
обычный вид, расширения не определялись.

При использовании антител клона 2F11 на 
малом увеличении каплевидные структуры не 
определялись. При большом увеличении уда-
лось выявить аналогичные варикозные рас-
ширения аксонов, но они не выглядели гипер-
хромными по сравнению с  окружающими их 
аксонами.

Обсуждение

Сопоставление обнаруженного нами в  пре-
дыдущих исследованиях раннего исчезновения 
белка NeuN из перикарионов нейронов стри-
атума после кратковременной транзиторной 
ишемии головного мозга [7] с  изменениями, 
выявленными в рамках настоящего исследова-
ния, свидетельствует о  том, что повреждение 
нейронов на уровне их перикарионов сопро-
вождается дегенеративными изменениями со 
стороны их аксонов. Последние проявляются 
в  формировании патологических варикозно-
стей, фрагментации нервных волокон и  па-
тологической агрегации нефосфорилирован-
ных тяжелых субъединиц нейрофиламентов. 
Накопления белков фосфорилированных легких 
цепей нейрофиламентов при этом не отмечает-
ся. Трудно представить, что при повреждении 
нейронов и  их отростков может увеличиваться 
синтез белков нейрофиламентов. Наиболее ве-
роятным объяснением обнаруженной высокой 
иммунореактивности патологически изменен-
ных аксонов является двойной эффект  — ано-
мальная агрегация белков нейрофиламентов 
и  их дефосфорилирование. Поэтому именно 
антитела SMI-32, полученные к  нефосфори-
лированной форме белков нейрофиламентов, 
оказались более эффективны для визуализации 
повреждений нервных волокон.

Представленный методический поход по-
зволяет выявлять патологические изменения 
нервных волокон, формируемых длинноаксон-
ными нейронами. Он не уникален, но обладает 
рядом преимуществ перед использовавшими-
ся ранее методиками, среди которых просто-
та постановки реакции и  четкая визуализация 
патологических структур. Такие классические 
методы выявления дегенерации миелина, как 
метод Марки, предложенный еще в  XIX  в. 
и  претерпевший ряд модификаций [4], и  ме-
тод Клювера – Барреры [11], не надежны, тре-
буют особой фиксации материала, а первый из 
них предполагает использование больших объ-
емов дорогостоящего реагента, обладающего 

летучестью и  высокой токсичностью,  — осми-
евой кислоты.

Среди современных методов оценки со-
стояния миелиновых нервных волокон мож-
но отме тить методы выявления компонентов 
миелина  — MBP (myelin basic protein) и  др. 
[12–15]. Однако они не вполне пригодны для 
исследования аксонов в  центральной нерв-
ной системе, поскольку часто не позволяют 
проследить ход индивидуальных нервных во-
локон. Меньшее распространение получил 
метод выявления накапливающегося в повреж-
денных аксонах белка APP (amyloid precursor 
protein)  [16]. Не  сформулировано непротиво-
речивого объяснения причин этого накопления 
сывороточного белка при аксональной дегене-
рации, что затрудняет интерпретацию получа-
емых результатов. Антитела к  белкам миелина 
и  APP могут обла дать видоспецифичностью, 
препятствующей применению одних и  тех же 
методов для выявления аксональной дегене-
рации при моделировании заболеваний и  при 
их диагностике у  человека. Существенным 
преимуществом использования антител клона 
SMI-32 является возможность их применения 
при исследовании нервной ткани как человека, 
так и  различных видов животных [6, 17–21].

Выводы

Представленный материал свидетельству-
ет, что в  результате кратковременной ишемии 
головного мозга у  крыс развиваются нейроде-
генеративные изменения в  ишемизированном 
полушарии, которые сопровождаются нако-
плением нефосфорилированных белков ней-
рофиламентов в  патологически измененных 
нервных волокнах. Использование антител 
к  нефосфорилированной форме тяжелых це-
пей нейрофиламентов позволяет идентифи-
цировать дегенерирующие нервные волокна 
и  может быть рекомендовано в  качестве аль-
тернативного метода выявления аксонального 
повреждения.
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