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Состояние когнитивных функций при цереброваскулярной патологии является одной из цент-
ральных проблем современного здравоохранения. В то же время появляются убедительные дан-
ные об участии астроцитов в формировании когнитивных функций головного мозга. Нами было 
проведено исследование на 88-ми крысах Wistar. По результатам тестирования в водном лабиринте 
Морриса все животные были разделены на две подгруппы: с высоким (ВУК) и низким (НУК) уров-
нем способностей к пространственному обстановочному обучению в водном лабиринте Морриса. 
Животным экспериментальной группы (48 животных) проводилось двусторонняя перевязка обеих 
сонных артерий. Животные выводились из эксперимента на 21, 60 и 90-е сут после операции. Гли-
альный фибриллярный кислый белок (GFAP), маркер зрелых астроцитов, выявляли с помощью пер-
вичных поликлональных кроличьих антител на гистологических срезах прецентральной извилины 
головного мозга. В ходе исследования были получены данные о более выраженном снижении чи-
сленной плотности тел астроцитов и количества главных отростков у животных с ВУК в ранние сро-
ки эксперимента — на 21-е сут, а у животных с НУК в более поздние — на 90-е сут. Рост площади, 
занимаемой отростками астроцитов, у животных с НУК отмечен в ранние сроки — на 60-е сут после 
моделирования, а у животных с ВУК в более поздние сроки — на 90-е сут после моделирования. 
Факторный анализ подтвердил наличие двух факторов, ассоциированных с динамикой изучаемых 
параметров. В заключение делается вывод об альтернативных вариантах изменений в изучаемых 
группах: преобладании альтерационных изменений в подгруппе с ВУК в ранние сроки, а адапта-
ционных — в более поздние. В подгруппе с НУК, наоборот, альтерационных — в более поздние, 
а адаптационных — в ранние.
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The state of cognitive functions in cerebrovascular disorders is one of the most urgent healthcare prob-
lems. Recently obtained data convincingly indicate the participation of astrocytes in the formation of 
cognitive functions of the brain. We conducted a study on 88 Wistar rats. Following the results of testing 
the rats in a Morris water maze, all animals were divided into two subgroups: those with a high (HLA) 
and low (LLA) level of spatial situational learning abilities in the Morris water maze test. The animals 
in the experimental group (48 animals) underwent bilateral ligation of both carotid arteries. The animals 
were removed from the experiment on the 21st, 60th and 90th day after the operation. Glial fi brillar 
acidic protein (GFAP), a marker of mature astrocytes, was detected using primary polyclonal rabbit 
antibodies on histological sections of the precentral gyrus of the brain. Data were obtained on a more 
pronounced decrease in the numerical density of astrocyte bodies and the number of astrocyte main 
processes in HLA and LLA animals in earlier (on the 21st day) and later (on the 90th day) stages of the 
experiment, respectively. The growth of the area occupied by the astrocyte processes occurred earlier 
in HLA animals (on the 60th day after the simulation) compared to LLA animals (on the 90th day after 
the simulation). The conducted factor analysis confi rmed the presence of two factors associated with the 
dynamics of the studied parameters. The conclusion is made about alternative variants of changes in the 
studied groups. The HLA subgroup predominantly demonstrated changes of an alterational character in 
earlier experimental stages, while adaptive changes were observed in the later stages of the experiment. 
Conversely, in the LLA subgroup, alterations and adaptations occurred in later and earlier experimental 
stages, respectively.  
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Введение
Научные представления о роли астроци-

тов в обеспечении функций коры больших 
полушарий головного мозга в последнее 
время подвергаются значительной реви-
зии. От парадигмы опорных клеток акцент 
был сначала смещен в сторону трофическо-
го обеспечения нейронов и поддержания 

электролитного баланса. В последующих 
исследованиях была выявлена важная роль 
в регуляции миграции прогениторных кле-
ток нейрогенного дифферона. В настоящее 
время появляются исследования, посвя-
щенные участию астроцитов в структурном 
формировании синапсов, в синтезе, захвате 
и высвобождении нейро- и глиотрансмит-
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теров как в синапсах, так и в экстрасинап-
тических участках [1]. В частности, высво-
бождение астроцитарного глутамата может 
активировать экстрасинаптические нейро-
нальные NMDA-рецепторы, что приводит 
к возникновению медленных внутриней-
рональных токов [12]. На организменном 
уровне эти функции астроцитов оказыва-
ют существенное влияние на работу ней-
рональных сетей и когнитивную функцию 
животных, выявляемую в водном лабирин-
те Морриса [11]. Со стороны микроархи-
тектоники астроцитарной сети показано, 
что в интактном мозге большинство клеток 
астроглии своими отростками «контроли-
руют» определенный участок ткани — до-
мен, не перекрывающийся с доменами 
соседних астроцитов, при этом даже воз-
никновение глиоза при постепенно разви-
вающемся нейродегенеративном процессе 
протекает по изоморфному типу, с сохране-
нием доменной организации, без наруше-
ния структуры глиальной сети [2]. Таким 
образом, формируется концепция о цент-
ральной роли астроцитов в формировании 
высшей нервной деятельности [16].
Вместе с тем состояние когнитивных 

функций при цереброваскулярной патоло-
гии является одной из центральных про-
блем современного здравоохранения [7], 
в т. ч. и с позиций этиологического фактора, 
обуславливающего протекание заболевания 
[13]. К сожалению, методы социальной ме-
дицины не позволяют дифференцировать 
влияние соматических факторов, ассоции-
рованных с высоким уровнем когнитивных 
способностей факторов, от культурных 
или социальных, обусловленных уровнем 
развития интеллекта [9].

Цель работы — изучить динамику 
морфометрических показателей астроци-
тов коры больших полушарий головного 
мозга при моделировании церебральной 
гипоксии у крыс с различным уровнем спо-
собностей к обучению.

Материалы и методы
Общее количество животных, включен-

ных в эксперимент, составило 106 крыс 
популяции линий Wistar конвенциональ-
ного статуса массой 180–220 г, получен-
ных из вивария кафедры фармакологии 
ЯГМУ. Длительность карантина для живот-
ных составила 14 сут. Крысы содержались 
в клетках группами по 5 особей. В качестве 
подстила использовали древесные опил-
ки нехвойных пород дерева. Температура 
воздуха в помещениях вивария поддер-
живалась в диапазоне 18–20 ºС при отно-
сительной влажности 60–70%. Животные 
содержались в стандартных условиях 
на рационе вивария и были разделены 
на три группы: первая, конт рольная, — 
24 (по 12 интактных самцов и самок), у жи-
вотных второй группы (n=66) моделирова-
ли субтотальную ишемию головного мозга, 
из которых выжило 48 (24 самца и 24 сам-
ки). Третью группу составили ложноопери-
рованные животные (8 самцов и 8 самок). 
Непосредственно исследование и анализ 
соответствующих показателей были вы-
полнены на 88-ми животных (44 самца 
и 44 самки) из-за гибели части животных 
второй группы.
Эксперимент одобрен Этическим коми-

тетом ФБОУ ВО ЯГМУ Минздрава России 
(протокол № 8 от 24.03.2016 г.) и выполнен 
в соответствии с соблюдением «Правил 
проведения работ с использованием экспе-
риментальных животных», Хельсинкской 
декларации 1975 г. и ее пересмотренного 
варианта 2000 г. и этических норм и реко-
мендаций по гуманному обращению с жи-
вотными, используемыми в эксперимен-
тальных и других научных целях (Приказ 
Минздрава России от 01.04.2016 г. № 199н 
«Об утверждении Правил надлежащей ла-
бораторной практики»). Для оценки со-
стояния когнитивных функций (способ-
ности к пространственному обучению) 
использовался водный лабиринт Морриса 
[3]. По результатам тестирования в водном 
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лабиринте Морриса прооперированные 
животные и животные контрольной группы 
были разделены на две подгруппы: с высо-
ким (ВУК) и низким уровнем развития ког-
нитивных функций (НУК).
Моделирование субтотальной ишемии 

головного мозга проводили при помо-
щи постоянной одномоментной необра-
тимой билатеральной окклюзии общих 
сонных артерий [1]. Операция проводи-
лась под кратковременным внутрибрю-
шинным наркозом золетилом из расчета 
20–40 мг/кг массы подопытного животно-
го, который вводили за 40 мин до начала 
моделирования [4]. Наркоз верифицирова-
ли по исчезновению реакции на болевые 
раздражители (укол в лапу) и угнетению 
роговичного рефлекса. После удаления 
шерстяного покрова животного и прове-
дения антисептической обработки опе-
рационного поля по средней линии шеи 
проводили разрез кожи и мягких тканей 
длинной около 3–4 см, открывая доступ 
к сосудам. Затем тупым способом выде-
лялись левый и правый сосудисто-нерв-
ные пучки. Препарировали общие сон-
ные артерии, не затрагивая прилежащих 
нервных стволов и сплетений. На каждую 
освобожденную от соединительной ткани 
и прилежащих структур артерию наклады-
вали по 2 лигатуры на расстоянии 2–3 мм 
друг от друга. До и сразу после окклюзии 
общих сонных артерий дистальнее места 
наложения лигатуры фиксировали нали-
чие или отсутствие кровотока при помощи 
ультразвукового сканера «Сономед-300 М» 
с линейным датчиком 8 МГц, также состо-
яние кровотока фиксировалось спустя 24 ч 
после операции. Животным ложноопери-
рованной группы подводились лигатуры 
под общие сонные артерии без дальнейше-
го их затягивания. Рана послойно ушива-
лась, операционное поле обрабатывалось 
раствором антисептика. После операции 
животных помещали в индивидуальные 
клетки под согревающую лампу до мо-

мента выхода из наркоза. Далее проводи-
лась ежедневная регистрация выживаемо-
сти животных. В группе оперированных 
погиб ло 18 животных. В группе ложноо-
перированных животных смертельных ис-
ходов не зафиксировано.
Выживших после операции животных 

(24 самца и 24 самки) выводили из экспери-
мента золетиловым наркозом [5] спустя 21, 
60 и 90 сут после операции (по 16 живот-
ных, из которых 8 — с ВУК и 8 — с НУК). 
Ложнооперированных животных (8 сам-
цов и 8 самок) выводили из эксперимен-
та спустя 21 день после хирургического 
вмешательства. Фрагмент прецентральной 
извилины головного мозга фиксировали 
в 10 % нейтральном забуференном форма-
лине («БиоВитрум»), дальнейшая проводка 
осуществлялась промежуточными смесями 
«Блик» («БликМедиклПродакшн»). Срезы 
толщиной 5 мкм изготавливали с помощью 
HM 450 SlidingMicrotome («Карл Цейс»). 
Глиальный фибриллярный кислый белок 
(GFAP), маркер зрелых астроцитов, выявля-
ли с помощью первичных поликлональных 
кроличьих антител (ab16997, UK, разведе-
ние 1:200) и вторичных антител (ab97051, 
UK, 1:1000) с пероксидазной меткой на па-
рафиновых парасагиттальных срезах мозга. 
Детекцию пероксидазы производили DAB 
SubstrateKit (ab64238). Срезы докрашива-
ли гематоксилином Майера, промывали 
в воде, обезвоживали, заключали в канад-
ский бальзам. Для контроля и исключения 
артефактов при выполнении реакции часть 
препаратов обрабатывали только вторич-
ными антителами без нанесения первич-
ных антител.
Микроскопировали при помощи светово-

го микроскопа Optica DM-20 со встроенной 
камерой. Маркер GFAP выявляется в цито-
плазме и в отростках астроцитов. На каж-
дом срезе в 50-ти полях зрения оценивались 
численная плотность распределения астро-
цитов (ед./мм 2) и площадь распределения 
отростков астроцитов (мкм 2).
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Морфометрия осуществлялась с ис-
пользованием программного обеспечения 
(ImageJ).
Статистическая обработка данных 

включала вычисление среднеарифмети-
ческого значения, его ошибки, оценки 
амплитуды вариационного ряда. О значи-
мости различий судили по величине t-кри-
терия Стьюдента и считали их значимыми 
при p<0,05. Взаимосвязь изменения сред-
них оценивали при помощи коэффициента 
корреляции Кендалла (τ). По полученным 
средним значениям для каждого срока ис-
следования для подгрупп животных с ВУК 
и с НУК проводился факторный анализ 
при помощи Statistica 6.0. В качестве ме-
тода выделения факторов был использован 
метод главных компонент. После приведе-

нием к главным компонентам была прове-
дена нормировка при помощи ортогональ-
ного метода «варимакс нормализованных 
значений», последний максимизирует раз-
брос квадратов нагрузок для каждого фак-
тора, что приводит к увеличению больших 
и уменьшению малых значений факторных 
нагрузок.

Результаты исследований
У интактных животных астроциты по-

сле проведения иммуногистохимиче-
ской реакции визуализируются как клет-
ки округлой или полигональной формы 
со светлым ядром и с 3–5 извитыми вет-
вящимися отростками (рис. 1А). В ходе 
исследования были получены данные 
о прогрессирующем снижении численной 

Рис. 1. Типичная морфологическая картина для обеих подгрупп: А — типичная морфологическая картина коры 
прецентральной извилины для обеих подгрупп интактных и ложно оперированных животных; Б — кора прецен-
тральной извилины головного мозга спустя 21 сут после двусторонней перевязки сонных артерий. Снижение 
количества GFAP-позитивных клеток в поле зрения. Окраска гематоксилином и эозином; ув. ×400. Фрагмент 
фотографии.
Fig. 1. Characteristic changes in the precentral gyrus cortex in both subgroups: А — changes in the precentral gyrus 
cortex in both subgroups — intact animals and false-operated animals; Б — the cortex of the precentral gyrus of the brain 
21 days after the lateral ligation of the carotid arteries. Hematoxylin and eosin staining; magn. ×400. A photograph 
fragment.

A Б
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плотности тел астроцитов после опера-
ции, более выраженной спустя три недели 
эксперимента (на 72 % у подгруппы жи-
вотных с ВУК и только на 31 % у живот-
ных с НУК). Метка на GFAP слабо мар-
кировала тела астроцитов, их отростки 
имели неправильную форму, в которых 
отмечались узловатые GFAP-позитивные 
участки (рис. 1Б). В дальнейшем падение 
численной плотности по сравнению с пре-
дыдущим сроком эксперимента продолжа-
лось: на 22 % у животных с ВУК и на 43 % 
у животных с НУК, спустя 60 сут после 
операции; и на 33 и 35 % — спустя 90 сут 
эксперимента соответственно (табл. 1). 
Аналогично ведет себя количество отрост-
ков, отходящих от тела астроцита. В на-
чале наблюдения показатель в подгруппе 
животных с ВУК значительно снижается 
(на 21-е сут — на 36 % от контроля, p<0,05), 

у животных с НУК снижение менее значи-
тельное (на 21-е сут — на 21 % от контроля, 
p<0,05), на 60-е сут исследования разли-
чия с предыдущим сроком недостоверны. 
На 90-е сут исследования происходит зна-
чительное снижение количества отрост-
ков, отходящих от тела клетки, у животных 
НУК (на 16 % по сравнению с предыдущим 
сроком, p<0,05), и увеличение их количес-
тва у животных с ВУК (на 16 % по срав-
нению с предыдущим сроком, p<0,05). 
Морфологическая картина на 60-е сут ис-
следования характеризуется снижением 
экспрессии GFAP и асимметричным ско-
плением в некоторых отростках первого 
порядка, спустя 90 сут церебральной ги-
поксии морфологические изменения в экс-
прессии GFAP прогрессируют (рис. 2).
Представленные выше параметры отра-

жают выраженность нейродегенеративных 

Рис. 2. Типичные для обеих подгрупп изменения в коре прецентральной извилины головного мозга после двусто-
ронней перевязки сонных артерий: А — спустя 60 сут; Б — спустя 90 сут. Снижение количества GFAP-пози-
тивных клеток в поле зрения. Окраска гематоксилином и эозином; ув. ×400. Фрагмент фотографии.
Fig. 2. Characteristic changes in the precentral gyrus cortex in both subgroups after the lateral ligation of the carotid 
arteries: A — after 60 days; Б — after 90 days. Hematoxylin and eosin staining; magn. ×400. A photograph fragment.

A Б
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процессов со стороны астроцитов и ука-
зывают на большее повреждающее воз-
действие на астроциты животных с ВУК 
через 20 сут после операции, а у животных 
с НУК — на 90-е. Также в пользу этого 
предположения свидетельствует сохраня-
ющееся на протяжении всех сроков после 
операции достоверное различие между под-
группами животных с разным уровнем ког-
нитивных способностей, вплоть до 90-х сут. 
Это, на наш взгляд, отражает конституцио-
нальную основу типологических особенно-
стей, выявляемых при тестировании в вод-
ном лабиринте.
Изменения площади распределения от-

ростков астроцитов до ветвления и от-
ростков второго и дальнейших порядков, 
вероятно, связаны с развитием адаптацион-
но-компенсаторных процессов. Несмотря 

на то, что в ходе эксперимента сохраняет-
ся общая тенденция к снижению средней 
площади покрытия отростками первого 
порядка астроцита, прирост этого пара-
метра по сравнению с показателями пре-
дыдущего срока у подгруппы животных 
с НУК отмечается на более ранних этапах 
(на 60-е сут эксперимента на 57 %), а у под-
группы животных с ВУК — в более позд-
ние (на 90-е сут эксперимента на 10 %), 
что находится в обратной зависимости 
с показателями, характеризующими альте-
рацию астроцитов. Динамика площади, по-
крываемой отростками второго и третьего 
порядков, во многом аналогична динамике 
показателей средней площади, покрыва-
емой отростками астроцитов до первого 
ветвления (табл. 2). Это подтверждают вы-
сокие коэффициенты корреляции Кендалла 

Таблица 1. Численная плотность астроцитов и количество их главных отростков
Table 1. Indicators of the numerical density of astrocytes and the number of their main processes

Сутки эксперимента
Численная плотность распределения 

астроцитов (шт./мм 2) Количество отростков первого порядка

подгруппа с ВУК подгруппа с НУК подгруппа с ВУК подгруппа с НУК
Контроль 124,6±6,1# 101,8±4,5 3,9±0,1 4,0±0,2

Ложно оперированные 
животные (21-е сут) 127,2±6,8 103,7±5,3 3,9±0,1 3,9±0,2

21-е сут 35,1±3,2*# 69,7±6,1* 2,5±0,2*# 3,1±0,2*
60-е сут 27,5±2,9*# 39,5±3,1* 2,5±0,2*# 3,1±0,3*
90-е сут 18,2±1,5*# 25,7±2,8* 2,9±0,1*# 2,6±0,1*

Примечание: * — различия с контрольной группой достоверны; # — различия с альтернативной подгруппой 
достоверны.
Note: * — differences with the control group are signifi cant; # — differences with an alternative subgroup are signifi cant.

Таблица 2. Морфометрические показатели площади отростков астроцитов
Table 2. Morphometric indices of the astrocyte process area

Сутки эксперимента

Площадь, покрываемая отростка-
ми до первого ветвления (мкм 2)

Площадь, покрываемая отростками 
второго и третьего порядков (мкм 2)

подгруппа с ВУК подгруппа 
с НУК подгруппа с ВУК подгруппа с НУК

Контроль 183±9 189±7 578±12# 628±12
Ложно оперированные животные

(21-е сут) 180±9 184±8 571±12 3,9±0,2

21-е сут 155±8# 130±7* 650±13# 321±11*
60-е сут 138±8*# 204±10 434±12* 424±11*
90-е сут 152±8* 168±11* 264±12* 282±12*

Примечание: * — различия с контрольной группой достоверны; # — различия с альтернативной подгруппой 
достоверны.
Note: * — differences with the control group are signifi cant; # — differences with the alternative subgroup are signifi cant.
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между этими параметрами (для обеих из-
учаемых подгрупп τ=1).
В пользу предположения о связи рас-

сматриваемых изменений с адаптационно-
компенсаторными процессами также сви-
детельствует исчезновение достоверных 
различий между изучаемыми подгруппа-
ми в поздние сроки эксперимента: на 60-е 
и 90-е сут эксперимента для площади, по-
крываемой отростками второго и третьего 
порядков, и на 90-е сут исследования — 
для площади, покрываемой отростками ас-
троцитов до первого ветвления.
Вышеописанные изменения характер-

ны для группы оперированных животных. 
Показатели группы ложнооперированных 
спустя три недели после вмешательства 
не имеют достоверных отличий от показа-
телей интактных животных.
Наше предположение о разном характере 

фактора, вызывающего изменения со сто-
роны площади покрытия отростков астро-
цитов, и фактора, связанного с уменьше-
нием численной плотности распределения 
астроцитов и количеством отростков пер-
вого порядка, подтверждается результата-
ми факторного анализа. Последний выяв-
ляет два фактора, суммарно описывающих 
95 % вариаций средних значений изучае-

мых параметров. Первый из этих факторов 
в большей степени коррелирован с числен-
ной плотностью распределения астроцитов 
и количеством отростков первого порядка, 
а второй — с показателями площади рас-
пределения отростков (табл. 3).

Обсуждение результатов
Выявленные особенности отражают ха-

рактер приспособительных реакций ас-
троцитов и в целом соответствуют данным 
литературы. При ишемии головного моз-
га нарушается как нейронный, так и ас-
троцитарный метаболизм [10], в т. ч. 
такие нейропротекторно-астроцитар-
ные функ ции, как поглощение глутамата, 
ионов К+ и устранение свободных ради-
калов. Вследствие этого во время ишемии 
и реперфузии ЦНС астроциты могут либо 
уменьшить, либо усугубить повреждение 
нейронов в зависимости от длительности 
воздействия или постишемического эта-
па [14]. Одним из таких защитных меха-
низмов, наблюдаемых спустя 7 сут после 
двусторонней перевязки сонных артерий, 
является формирование нейроно-глиова-
скулярных комплексов — увеличение чи-
сла периваскулярных форм астроцитов 
и нейронов. Со стороны главных отрост-

Таблица 3. Результаты факторного анализа
Table 3. Factor analysis results

Изучаемый параметр Подгруппа 
животных

Факторные нагрузки

фактор А фактор Б

Численная плотность распределения астроцитов (шт/мм 2)
ВУК –0,37 0,91
НУК –0,67 0,69

Количество отростков первого порядка
ВУК 0,03 0,99
НУК –0,59 0,77

Среднее значение факторной нагрузки –0,39 0,84
Площадь, покрываемая отростками до первого ветвления 
(мкм 2)

ВУК 0,95 –0,23
НУК 0,969 –0,21

Площадь, покрываемая отростками второго и третьего 
порядков (мкм 2)

ВУК 0,96 –0,22

НУК 0,96 –0,22
Среднее значение факторной нагрузки 0,956 –0,22
Общая дисперсия 4,58 3,07
Доля общей дисперсии, объясняемая фактором 57 % 38 %
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ков, прилежащих к телу астроцитов, было 
отмечено утолщение и рост концентрации 
GFAP. В остальной части главных и других 
отростков астроцитов GFAP+структуры 
выглядели более истонченными [6].
Кроме того, после временной очаговой 

ишемии головного мозга доля жизнеспо-
собных и метаболически активных ас-
троцитов в ишемическом ядре остается 
значительной и после реперфузии, на ран-
них стадиях последствия ишемического 
повреждения, таким образом, могут быть 
обратимы [15]. По данным литературы, 
при моделировании ишемии головного 
мозга площадь, занимаемая отростками, 
сначала снижается, а на 21-й день — воз-
растает на 35 %, что рассматривается авто-
рами как проявление защитной функции 
астроцитов по отношению к нейронам [2]. 
Эти закономерности создают морфологи-
ческий базис, объясняющий выявленную 
нами ранее достоверно большую гибель 
животных с высокими когнитивными спо-
собностями после двусторонней окклюзии 

сонных артерий в первые несколько суток 
после операции [5].

Выводы
1. Альтерационные изменения астроци-

тов — снижение численной плотности тел 
астроцитов и количества главных отростков 
у животных с высоким уровнем способнос-
тей к пространственному обстановочному 
обучению в водном лабиринте Морриса — 
более выражены в ранние сроки экспери-
мента (на 21-е сут), а у животных с низким 
уровнем способностей в более поздние — 
на 90-е сут.

2. Развитие компенсаторной реакции 
в виде роста площади, занимаемой отрост-
ками астроцитов у животных с низким 
уровнем способностей к пространственно-
му обстановочному обучению в водном ла-
биринте Морриса, более выражено на 60-е 
сут после моделирования, а у животных 
с высоким уровнем способностей в более 
поздние сроки — на 90-е сут после моде-
лирования.
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