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Цель – изучить морфофункциональные признаки формирования «темных нейронов» сенсомотор-
ной коры (СМК) большого мозга половозрелых белых крыс в норме и после 40-минутной окклюзии общих 
сонных артерий (ООСА). 

Материал и методы. Острую ишемию моделировали на белых крысах Wistar путем 40-минутной 
ООСА. Головной мозг фиксировали иммерсионным и перфузионным способами. Проводили сравнитель-
ную морфометрическую оценку цито- и глиоцитоархитектоники неокортекса в норме (n=6), через 1 (n=6), 
3 (n=6) и 7 сут (n=6) после ООСА. Использовали окраски по Нисслю, гематоксилином и эозином, иммуно-
гистохимическое типирование NSE, MAP-2, HSP-70, p38, CASP3, GFAP и AIF1. Определяли численную 
плотность нормохромных и гиперхромных (темных) пирамидных нейронов, олигодендроцитов (ОДЦ), 
микроглиоцитов (МГЦ), а также относительную площадь зон отека–набухания. Проверку статистических 
гипотез проводили с помощью непараметрических методов в программе Statistica 8.0. 

Результаты. Способ фиксации головного мозга существенно влиял на содержание артефактных 
темных нейронов (АТН), которые по морфологии и тинкториальным свойствам похожи на дегенеративно 
измененные темные нейроны (ДТН). Появление обратимо и необратимо измененных ДТН после ООСА в 
СМК сопровождалось увеличением относительной площади зон отека–набухания (контроль – 5.4%, 1-е сут 
– 17.6%). Максимальное содержание ДТН (53%) выявлено в слое V через 7 сут после ишемии. По данным 
иммуногистохимического типирования NSE, MAP-2, HSP-70, p38, CASP3, специфические белки большей 
части ДТН сохранялись, обеспечивая их восстановление и функционирование нейронных сетей. Общая 
численная плотность нейронов СМК через 7 сут в слое III уменьшалась на 26.4% (p=0.001), а в слое V – на 
18.5% (Mann–Whitney U Test; p=0.01). Выявленные изменения носили диффузно-очаговый характер. 
В зонах скопления ДТН увеличивалось содержание астроцитов, микроглиоцитов (МГЦ) и олигодендроци-
тов (ОДЦ). Нейро-астроглиальный индекс (контроль – 1.62) через 3 сут после ООСА увеличивался до 2.72. 
Пик численной плотности МГЦ отмечен через 1 сут, а ОДЦ – через 7 сут после острой неполной ишемии 
(Mann–Whitney U Test; p0.001). 

Заключение. После 40-минутной окклюзии общих сонных артерий в слоях III и V сенсомоторной 
коры на фоне гидропической дистрофии были выявлены темные нейроны, цитоморфологические харак-
теристики которых свидетельствовали о наличии динамики их прижизненных дегенеративных измене-
ний. Восстановление дегенеративно измененных темных нейронов сопровождалось увеличением количе-
ства сателлитарных олигодендроцитов, астроцитов и микроглиоцитов. Выявленные изменения рассмат-
ривались как один из вариантов обратимых изменений нейронов в ответ на умеренное ишемическое по-
вреждение. 

 

Ключевые слова: острая ишемия, неокортекс; темные нейроны; астроглия; микроглия;  
иммуногистохимия; морфометрия; крысы Wistar. 

 
Dark Neurons of the Sensorimotor Cortex of White Rats after Acute Incomplete Ischemia in 
Terms of Artifacts Fixation and Neuroglial Relationships 
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The aim of research was to study morphofunctional signs of the sensorimotor "dark neurons" formation 
in the cerebrum of sexually mature white rats under normal conditions and in 40 minutes after the common ca-
rotid arteries (CCA) occlusion. 

Material and methods. Acute ischemia was simulated in white Wistar rats by a 40-min CCA occlusion. 
The brain was fixed by immersion and perfusion methods. A comparative morphometric assessment of cyto- and 
gliocytoarchitectonics of the neocortex was carried out under normal conditions (n = 6), 1 (n = 6), 3 (n = 6), and in 
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7 days (n = 6) after the common carotid arteries (CCA) occlusion. The Nissl staining, hematoxylin and eosin stain-
ing, immunohistochemical typing NSE, MAP-2, HSP-70, p38, CASP3, GFAP and AIF1 were applied. The numeri-
cal density of normochromic and hyperchromic (dark) pyramidal neurons, oligodendrocytes, microgliocytes, and 
the relative area of edema – swelling zones were determined. Statistical hypotheses were tested by nonparametric 
methods using Statistica 8.0 software. 

Results. The method of the brain fixation significantly influenced the content of the artifact dark neurons, 
which are similar in morphology and tinctorial properties to degeneratively altered dark neurons. The appearance 
of reversibly and irreversibly degeneratively altered dark neurons in the sensorimotor cortex after the CCA occlu-
sion was accompanied by an increase in the relative area of edema – swelling zones (control – 5.4%, 1st day – 
17.6%). The maximum content of degeneratively altered dark neurons (53%) was found in layer V in 7 days after 
ischemia. According to the findings of immunohistochemical typing NSE, MAP-2, HSP-70, p38, CASP3, the spe-
cific proteins of the most degeneratively altered dark neurons were retained, ensuring their restoration and the 
neural network functioning. The total number density of sensorimotor neurons decreased by 26.4% (p = 0.001) in 
layer III, and by 18.5% in layer V (Mann – Whitney U Test; p = 0.01) in 7 days after the intervention. The revealed 
changes were of a diffuse focal character. In the zones of degeneratively altered dark neurons accumulation, the 
content of astrocytes, microgliocytes and oligodendrocytes increased. The neuro-astroglial index (control – 1.62) 
increased to 2.72 in 3 days after the CCA occlusion. The peak in the number density of microgliocytes was noted in 
1 day, and the oligodendrocytes in 7 days after acute incomplete ischemia (Mann – Whitney U Test; p0.001). 

Conclusion. After a 40-minute common carotid arteries occlusion, dark neurons were detected in layers 
III and V of the sensorimotor cortex with underlying hydropic dystrophy; their cytomorphological properties indi-
cated the dynamics of their in vivo degenerative changes. Restoration of degeneratively altered dark neurons was 
accompanied by an increase in the number of satellite oligodendrocytes, astrocytes and microgliocytes. The re-
vealed changes were considered as one of the variants of reversible changes in neurons in response to moderate 
ischemic damage. 

 

Key words: acute ischemia, neocortex; dark neurons; astroglia; microglia; immunohistochemistry; 
morphometry; Wistar rats. 
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Введение 
 
Одной из общих проблем нейроморфо-

логии и нейрофизиологии является правиль-
ная трактовка роли различных типов повреж-
денных и неповрежденных нейронов. Суть ее 
в том, что при морфологических исследова-
ниях нет абсолютной уверенности в прижиз-
ненности выявленных структурных измене-
ний нейронов. По данным литературы, после 
ишемии в головном мозге выявляются при-
знаки дистрофии (гидропической, белковой), 
атрофии, апоптоза, некроза (колликвацион-
ного и коагуляционного), фагоцитоза и ауто-
фагоцитоза, а также – гиперплазии и гипер-
трофии [21, 26, 37, 41]. Эти изменения сопро-
вождаются отеком–набуханием, вакуолизаци-
ей, гипохромией (локальным, субтотальным, 
тотальным разрушением нуклеопротеинов), 
уплотнением матрикса, гиперхромией ядра и 
цитоплазмы (без и со сморщиванием, карео-
рексисом и гомогенизацией клеточных струк-
тур). Все они имеют функциональный эквива-
лент – активация, деактивация, блокада и т.д. 
[3, 6, 31, 32, 34, 40, 41]. Наиболее сложно трак-
товать причины и последствия образования 
«темных нейронов». Это связано с тем, что 
гиперхромия может быть результатом не 
только прижизненных дегенеративных изме-
нений в ответ на патологическое воздействие, 

но и проявлением артефактов при взятии ма-
териала [27]. 

В связи с этим выделяют обратимо, не-
обратимо измененные дегенеративные тем-
ные нейроны (ДТН) в ответ на патологическое 
воздействие при жизни животного и арте-
фактные темные нейроны (АТН), формирую-
щиеся в ответ на манипуляции, связанные со 
взятием материала [25]. Существенно то, что 
АТН и ДТН имеют сходную морфологию [24]. 
Отличительной особенностью начальных из-
менений всех типов темных нейронов (ТН) 
является гипербазофилия, гипераргирофи-
лия, гиперэлектронная плотность и резкое 
уплотнение ультраструктурных элементов в 
области перикариона и дендритов [12, 23, 24, 
30]. Тем не менее, важным признаком АТН 
является однородность (мономорфность) 
внешнего вида соседних нейронов. При несо-
блюдении стандартов работы с биологиче-
ским материалом разные по площади поля 
однотипных АТН появляются на фоне ин-
тактного нейропиля (без признаков отека–
набухания отростков) и активации нейроглии 
[24]. 

Обратимая прижизненная нейрональ-
ная дегенерация в ответ на развитие дистро-
фических процессов проявляется уплотнени-
ем перикариона без признаков деструкции его 
структурных элементов. Типовое морфологи-
ческое проявление необратимой прижизнен-
ной нейрональной дегенерации (не апоптоз-
ные некробиотические изменения) известно 
как «пикноморфный нейрон», «острая эози-
нофильная дегенерация нейронов», «коагу-
ляционный некроз», иногда употребляется 
название «красные мертвые нейроны». Для 
таких нейронов характерно уменьшение 
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объема перикариона, утрата базофильного 
вещества, интенсивная эозинофилия цито-
плазмы, мелкие и сморщенные темноокра-
шенные пикнотические ядра, которые в ко-
нечном итоге подвергаются кариорексису. 
Отмечается разная степень гомогенизации 
ядра и цитоплазмы [24]. Именно с последней 
связывают потенциальную необратимость де-
генеративных изменений [6, 32]. 

Нейропиль, прилегающий к дегенери-
рующим нейронам, может быть мелко вакуо-
лизирован в результате набухания нейро-
нальных отростков, также может наблюдаться 
вакуолизация цитоплазмы нейронов. Кроме 
того, ДТН, в отличие от АТН, обычно находят-
ся на разных стадиях дегенерации. Например, 
некоторые из них имеют неизмененное ядро, 
но выраженную эозинофильную цитоплазму, 
тогда как другие имеют пикнотические или 
фрагментированные ядра. В зоне дегенера-
тивного изменения нейронов увеличивается 
содержание астроцитов и микроглиоцитов 
[24]. 

Сложность оценки причин возникнове-
ния всех типов ТН обусловлена тем, что ини-
циирующие процессы их формирования мно-
гообразны – различные патобиохимические 
каскады или мгновенные физические повре-
ждения, например, ишемия или травма голо-
вы (прижизненные, до и в процессе фиксации 
альдегидами после процедуры вывода живот-
ных из эксперимента). Во всех случаях после-
дующее их образование связано с обратимым 
однотипным фазовым переходом конформа-
ционного состояния белков цитозоля и цито-
скелета в живой клетке, необратимой фикса-
цией этого состояния белковой сети альдеги-
дами и ее визуализацией красителями [23]. 

Конформационный переход трудно 
предотвратить: он занимает 30–60 сек и со-
провождается выделением относительно 
большого количества свободной воды. Она 
сливается в систему лакун, а затем проникает 
через поры и межклеточные каналы в астро-
циты. Чем больше воды выделяется, тем 
плотнее становится нейрон и увеличивается 
вероятность необратимого исхода [23]. 

Таким образом, образование ТН являет-
ся быстрым обратимым динамичным и само-
распространяющимся ответом нервной ткани 
на переходные изменения во внеклеточной 
физико-химической среде любой этиологии. 
После слабых и умеренных воздействий 
большая часть ТН не имеет признаков необ-
ратимых дегенеративных изменений. То есть, 
появление ТН, например, в раннем постише-
мическом периоде не сопровождается впо-
следствии их полным разрушением и утили-
зацией. Связь между возникновением ТН и 
любым функциональным нарушением или 
когнитивным дефицитом требует дальнейше-
го изучения [15]. 

Сколько обратимо измененных ДТН в 
сенсомоторной коре (СМК) головного мозга 
можно «спасти» после 40-мининутной ООСА 
неизвестно. Не изучены также особенности 
нейроглиальной реакции на формирование 
ДТН при использовании данной модели. Од-
нако, четко установлено, что полная и непол-
ная ишемия, ее продолжительность и количе-
ство эпизодов, влияют на содержание ДТН и 
исход восстановления нервной ткани. Полная 
ишемия вызывает крупноочаговые необрати-
мые некробиотические изменения с вовлече-
нием в процесс воспаления, неполная – диф-
фузно-очаговые изменения, часто обратимые 
дистрофические без мощной активации про-
воспалительных цитокинов и микроглии [7, 8, 
9, 13, 14, 20]. Необходимо дальнейшее изуче-
ние феномена образования ДТН в СМК го-
ловном мозге животных, в частности, пере-
несших 40-минутную ООСА. Это связано с 
тем, что данная модель соответствует большей 
части клинических случаев ишемии – слабым 
и умеренным повреждениям головного мозга. 
Кроме того, необходимо оценить риск форми-
рования АТН при иммерсионном и перфузи-
онном способах фиксации головного мозга в 
эксперименте для исключения неверной ин-
терпретации результатов морфологического 
исследования. 

 
Материал и методы исследования 

 
Работа выполнена в ФГБОУ ВО «Ом-

ский государственный медицинский универ-
ситет», одобрена этическими комитетами вуза 
(протокол № 107 от 2 октября 2018 года). Ис-
пользовали аутбредных половозрелых крыс 
стока Wistar (самцы массой 270–350 г). Жи-
вотных содержали в стандартных лаборатор-
ных условиях, эксперимент проводили в соот-
ветствии с рекомендациями Международного 
комитета по науке о лабораторных животных, 
поддержанных ВОЗ, директивой Европейско-
го Парламента № 2010/63/EU от 22.09.10 
«О защите животных, используемых для на-
учных целей». 

40-минутную острую неполную транзи-
торную ишемию головного мозга моделиро-
вали путем окклюзии общих сонных артерий 
(ООСА) без гипотонии. Выбор этой модели 
был обусловлен тем, что, в отличие от фо-
кальной полной ишемии (например, окклю-
зии средней мозговой артерии), данная мо-
дель не приводила к крупноочаговым некро-
тическим изменениям [8, 9, 20]. Эксперимент 
проводили под наркозом Zoletil 100 (5–7 еди-
ниц). Через 1, 3 и 7 сут после ООСА (n=18, по 
6 крыс на каждый срок) сосудистое русло моз-
га промывали введением 100–125 мл раствора 
0.9% NaCl и Фрагмина (5000 единиц) в левый 
желудочек сердца и фиксировали перфузией 
30 мл 4% раствора параформальдегида на 
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фосфатном буфере (pH 7.2–7.4). Подобный 
подход широко используется при взятии ма-
териала [1, 18]. Контролем служили интакт-
ные крысы (n=12). Головной мозг одной под-
группы контрольных животных (n=6) фикси-
ровали с помощью перфузии, а второй под-
группы (n=6) – иммерсионным способом в 
аналогичном забуференном фиксаторе. Полу-
ченный материал заключали (автомат 
«STP 120») в гомогенизированный парафин 
(HISTOMIX®). Серийные фронтальные срезы 
толщиной 4 мкм готовили (микротом HM 
450; Thermo) на уровне сенсомоторной коры 
[36]. Манипуляции, связанные со взятием ма-
териала, проводили под наркозом Zoletil 100. 

Идентификацию клеток (пирамидные 
нейроны/глия) СМК проводили на светоопти-
ческих препаратах, окрашенных гематокси-
лином и эозином, по Нисслю, а также при 
иммуногистохимическом типировании NSE, 
HSP-70, MAP-2 (нейроны), GFAP (астроциты) 
и AIF-1 (микроглия). При этом HSP-70 ис-
пользовали для оценки стрессовой реакции 
темных нейронов на ишемию. Косвенно его 
активность свидетельствовала о степени ус-
тойчивости этих нейронов к гипоксии. Чис-
ленную плотность пирамидных нейронов, ас-
троцитов и олигодендроцитов определяли 
при окраске по Нисслю, а микроглиоцитов – с 
помощью типирования AIF-1. Состояние ци-
тоскелета нейронов (тела и дендриты) изуча-
ли с помощью специфических реакций на 
МАР-2 микротрубочек, а цитоскелета астро-
цитов – на GFAP промежуточных филамен-
тов. Распределение синаптических термина-
лей вокруг нейронов изучали с помощью ре-
акции на синаптофизин (p38) и каспазу-3 
(CASP3). CASP3, являясь плейотропным фер-
ментом, принимает активное участие не толь-
ко в реализации апоптоза (перикарион), но и 
в процессе синаптической пластичности (ло-
кализуется в синаптических терминалях) [1, 
14]. Микроглиоциты верифицировали с по-
мощью специфической для этих клеток реак-
ции на AIF-1 (воспалительный фактор ал-
лотрансплантата-1), также известный как ио-
низированная кальций-связывающая адап-
терная молекула 1 (IBA1). 

Для иммуногистохимического исследо-
вания использовали поли- и моноклональные 
антитела. NSE (РАА537Ra01), HSP-70 
(РАВ062Ra01) – кроличьи поликлональные 
антитела к крысиному антигену; разведение 
5–20 мкг/мл (Cloud-Clone Corp.). MAP-2 
(ab32454) – кроличьи поликлональные анти-
тела, разведение 1 мкг/мл (Аbcam, США). 
GFAP (PA0026) – мышиные моноклональные 
антитела, клон GA5, готовые к применению 
(Bond Ready-to-Use Primary Antibody; Leica 
Biosystems Newcastle Ltd, Великобритания). 
p38 (синаптофизин, PA0299) – мышиные мо-
ноклональные антитела, клон 27G12, готовые 
к применению (Bond Ready-to-Use Primary 

Antibody; Leica Biosystems Newcastle Ltd, Ве-
ликобритания). CASP3 (Mob 309) – мышиные 
моноклональные антитела, клон 3CSP03, раз-
ведение 1:25 (Diagnostic BioSystems Inc., 
США). AIF-1 (РАС288Ra01) – кроличьи поли-
клональные антитела, разведение  
5–20 мкг/мл (Cloud-Clone Corp.). Иммуноги-
стохимическую реакцию проводили на срезах, 
помещенных на полилизиновые предметные 
стекла. После реакции с первичными антите-
лами срезы инкубировали с соответствующи-
ми вторичными антителами, хромогеном DAB 
(3,3'-диаминобензидином), докрашивали ге-
матоксилином, заключали в полистирол. Для 
визуализации использовали мультимерный 
набор NovolinkTM (DAB) Polymer Detection 
System (Leica Biosystems Newcastle Ltd, Вели-
кобритания). 

Для подсчета численной плотности кле-
ток у каждого животного использовали по 
пять периодических окрашенных по Нисслю 
фронтальных среза СМК. Препараты фото-
графировали на микроскопе Leica DM 1000 
(объектив ×10, 40, 100, камера GXCAM-
DM800 Unique Wrap-Around 8MP 
AUTOFOCUS USB, pixel size 1.4×1.4 µm), изо-
бражение сохраняли в файлах с расширением 
tiff (2592×1944 пикселей). Проводили стан-
дартную коррекцию с помощью фильтра 
Camera Raw (контрастность, баланс белого, 
четкость) в Photoshop CC. Дальнейшее мор-
фометрическое исследование осуществляли с 
использованием программы ImageJ 1.53 е. 
Для формирования вариационных рядов ис-
пользовали случайным образом отобранные 
цветные изображения неокортекса – 8–10 об-
ластей интересов с каждого среза. Формиро-
вание окончательных выборок (рандомиза-
ция) полей зрения для каждого срока (n=25, 
на срок) проводили из полученных массивов 
данных с помощью генератора случайный чи-
сел в программе Statistica 8.0. Таким образом, 
для морфометрического анализа на срок от-
бирали по 25 случайно выбранных полей зре-
ния (область интереса) СМК. Такой подход 
позволил максимально полно отразить раз-
брос изученных количественных переменных. 
Общую численную плотность пирамидных 
нейронов, астроцитов и олигодендроцитов в 
СМК определяли при окраске по Нисслю, ге-
матоксилин–эозин использовали для оценки 
степени эозинофилии и характера тинктори-
альных изменений (красные нейроны). При 
этом численную плотность нейронов рассчи-
тывали по наличию ядрышек на срезах пери-
карионов в пересчете на 1 мм2. Ядрышко яв-
лялось чрезвычайно устойчивой структурой 
нейрона, а его размеры и форма не изменя-
лись даже в клетках с явными ультраструк-
турными признаками ишемического повреж-
дения ядра и цитоплазмы [10]. На препаратах, 
окрашенных по Нисслю и гематоксилином–
эозином, определяли содержание (в %) 
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Рис. 1. Сенсомоторная кора головного мозга (слои 
II--III; контроль): равномерное распределение 
мономорфных нормохромных (А – фиксация пер-
фузией) и темных артефактных нейронов (Б – 
иммерсионная фиксация). Стрелки – темные ней-
роны, * – нейропиль. Окраска: гематоксилином и 
эозином. Об. 40; масштабный отрезок – 50 мкм. 
 
нормо- и гиперхромных нейронов (темных 
несморщенных и пикноморфных). Для мор-
фометрического анализа также использовали 
иммуногистохимическую реакцию на AIF-1 
(численная плотность микроглиоцитов) и 
GFAP (численная плотность астроцитов). 
Олигодендроциты определяли на препаратах, 
окрашенных по Нисслю. Все остальные реак-
ции (NSE, HSP-70, МАР-2, p38, CASP3) при-
меняли для идентификации соответствующих 
структур по специфическим белкам. 

Для выявления зон отека–набухания 
(максимальная яркость пикселей – Maxima) 
нервной ткани использовали плагин-фильтр 
"Find Maxima" M.Schmid из программы 
ImageJ 1.53 е 
(https://imagej.nih.gov/ij/docs/menus/process.
html # find-maxima). На каждый срок исполь-
зовали по 50 случайно выбранных полей зре-
ния (область интереса) цветных изображений 
площадью 19600 мкм2 (объектив ×100). На 
полученных масках изображений определяли 
("Analyze Particles") относительную площадь 
зон максимальной яркости. Неравномерность 
распределения зон максимальной яркости 
оценивали с помощью алгоритма водораздела 
"Segmented Particles", примененного к значе-
ниям яркости изображения, использовали 
режим "Maxima Within Tolerance". Заданные 
значения во всех случаях были стандартными 
и не влияли на результат сравнения. 

По литературным данным, для получе-
ния достоверных результатов в ходе морфоло-
гического исследования достаточно 6–8 жи-
вотных в группе, 5–6 серийных срезов и 5–10 
случайных полей зрения СМК (зоны интере-

са) на каждом срезе [24, 25]. В настоящем ис-
следовании мы сравнивали по 25 рандомизи-
рованных полей зрения на каждый срок. 

Проверку статистических гипотез осу-
ществляли непараметрическими критериями, 
так как для применения параметрических ме-
тодов вариационные ряды не соответствовали 
некоторым условиям (небольшие группы, 
распределение отличалось от нормального). 
Первоначально использовали критерий для 
множественного сравнения (ANOVA Kraskel–
Wallis). При получении статистически значи-
мого результата проводили парное сравнение 
с помощью Mann–Whitney U Test для незави-
симых выборок. Использовались также кри-
терий 2 и Фишера. Количественные данные в 
исследовании представлены как медиана (Me 
– 50% квартиль) и интерквартильный разброс 
(Q1–Q3 – 25–75% квартили), а также как доли 
и проценты. Нулевая гипотеза отвергалась 
при p<0.05. Анализ проведен помощью про-
граммы Statistica 8.0 (StatSoft) [4]. 

 
Результаты и их обсуждение 

 
Необходимо учитывать, что причиной 

образования темных нейронов является мно-
жество физико-химической факторов [23]. По 
нашим данным, минимальное содержание 
АТН в сенсомоторной коре головного мозга 
контрольных белых крыс отмечалось при со-
блюдении следующей схемы взятия материа-
ла: 1) адекватный наркоз, 2) быстрый доступ 
для транскардиальной перфузии, 3) перфузия 
физиологическим раствором, 4) последующая 
перфузия 4% забуференным раствором пара-
формальдегида, 5) бережное вскрытие и мяг-
кое извлечение фиксированного головного 
мозга, 6) дофиксация в течение 12 ч в анало-
гичном растворе. Эта схема – результат сум-
мирования рекомендаций для работы с гисто-
логическим материалом [18, 35]. Несоблюде-
ние пункта №4 этих правил (замена перфузии 
иммерсией) приводило к появлению полей 
(разной формы и размеров) равномерно рас-
пределенных мономорфных АТН (рис. 1А, Б). 

При перфузионной фиксации на фоне 
неизмененного нейропиля преобладали ти-
пичные нормохромные нейроны с круглым 
светлым ядром, содержащим узкий ободок 
базофильного вещества и крупное ядрышко. 
Цитоплазма таких нейронов имела бледно-
розовое окрашивание (слабая эозинофилия). 
АТН практически не выявлялись (рис. 2). 

Для АТН, образовавшихся при иммер-
сионной фиксации, было характерно умень-
шение в 1.57 (1.52–1.65) раза (критерий Ман-
на–Уитни; p=0.001) площади сечения пери-
кариона, его деформация, изменение формы 
ядра, значительное увеличение степени эози-
нофилии ядра и цитоплазмы; при этом сохра-
нялись контуры ядра и ядрышка, их базо-
фильные элементы (рис. 2). При иммерсион-
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Рис. 2. Пирамидные нейроны сенсомоторной коры головного мозга (слои III и V; контроль) при перфу-
зионной (1–7) и иммерсионной (8–12) фиксации: нормохромные (1–7) и артефактные темные (8–12) 
нейроны. Черные стрелки – цитоплазма, красные стрелки – ядра. Окраска: гематоксилином и эози-
ном. Об. 100; масштабный отрезок – 20 мкм. 
 

 
Рис. 3. Пространственное распределение пикселей цветных (RBG) изображений нормохромных (А), ар-
тефактных (Б) и прижизненно дегенеративно измененных (В) пирамидных нейронов СМК головного 
мозга (слой V) при перфузионной (А, В) и иммерсионной (Б) фиксации: артефактные и дегенеративно 
измененные темные нейроны имеют выраженное красное смещение (стрелка). Окраска: гематоксилин-
эозином. Об. 100. 
 
ной фиксации из 25 случайных полей зрения 
СМК контрольных животных в 17 были выяв-
лены поля АТН, а при перфузионной фикса-
ции – только в 6 (2=8.1; p=0.01). 

Очень редко (1–2 в поле зрения) после 
перфузионной и иммерсионной фиксации в 
СМК контрольных животных встречались 
АТН с признаками выраженной дегидрата-
ции, грубым сморщиванием перикарионов, 
штопорообразным дендритом, кариорекси-
сом. По данным литературы, такие АТН в моз-
ге интактных животных образуются только 
при очень грубом механическом воздействии 
на биологические пробы до фиксации [27]. 

Изучение пиксельного состава цветных 
изображений (плагин Color inspector 3D, 
ImageJ 1.53 е) нормохромных нейронов, АТН 
и ДТН показало, что между ними существова-
ло графическое пространственное различие. 
Для АТН и ДТН было характерно выраженное 
красное смещение (рис. 3А, Б, В). При этом 
АТН и ДТН имели схожее распределение пик-

селей (рис. 3Б, В). Однако, у ДТН отмечено 
уменьшение количества синих пикселей в 3D 
пространстве. Вероятно, что это связано с час-
тичным разрушением базофильного вещества 
в некоторых ДТН. 

Таким образом, некоторые АТН по 
морфологии и тинкториальным свойствам 
похожи на ДТН, и могли повлиять на резуль-
таты их верификации. Вполне вероятно, что 
артефактные изменения накладывались на 
прижизненные проявления нейродегенера-
ции и усиливали их, изменяя степень дегид-
ратации клеточного матрикса. Поэтому для 
более точного морфометрического анализа 
ДТН в постишемическом периоде целесооб-
разно использовать перфузионный метод 
фиксации головного мозга, который сущест-
венно снижал вероятность образования АТН 
при условии бережного обращения с пробами. 

Через 1, 3 и 7 сут после 40-мин ООСА 
выявлялось большое количество темных ней-
ронов, которые, по морфологическим призна-
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Рис  4. Пирамидные нейроны слоя V СМК головного мозга через 1 (А, Б) и 7 сут (В) после ООСА: высокая 
плотность изображения ДТН, гетероморфность нормохромных (черные стрелки) и ДТН (красные 
стрелки), большое количество глиальных клеток (белые стрелки). Окраска: гематоксилином и эозином 
(А, Б), по Нисслю (В). Об. 100; масштабный отрезок – 20 мкм. 
 

 
Рис. 5. Пирамидные нейроны слоя III СМК головного мозга через 3 (А, Б) и 7 сут (В, Г) после ООСА): ва-
куолизация перикарионов и нейропиля (А, Б), разные стадии дегенерации соседних темны нейронов (Б, 
В), высокое содержание астроцитов (желтые стрелки), микроглиоцитов (черные стрелки) и олигоден-
дроцитов (красные стрелки). * – нейропиль. Окраска: гематоксилином и эозином (А, Б), по Нисслю (В, 
Г). Об. 100; масштабный отрезок – 20 мкм. 
 
 
кам, можно было отнести к ДТН (рис. 4А, Б, 
В). Преобладали обратимо измененные ДТН 
без грубой деструкции ядра и цитоплазмы, с 
сохраненным ядрышком, умеренным умень-
шением объема перикариона. 

Необратимая прижизненная дегенера-
ция нейронов, которая в литературе при окра-
ске гематоксилином и эозином описывается 
как «острая эозинофильная дегенерация ней-
ронов», «красные мертвые нейроны», «пик-
номорфные нейроны» [11] после 40-
мининутной ООСА проявлялась выраженным 
уменьшением объема перикариона, интен-
сивной эозинофилией ядра и цитоплазмы, 
утратой базофильного вещества, появлением 
нейронов с мелкими сморщенными темноок-
рашенными пикнотическими ядрами, исчез-
новением контуров ядра (рис. 4А, Б, В). Для 

некоторых таких ДТН была характерна гомо-
генизации ядра и цитоплазмы (рис. 4В). 

После ООСА в СМК отмечали признаки 
вакуолизации перикарионов ДТН, дендритов 
и отростков астроглии нейропиля (рис. 5А, Б). 

У контрольных животных выявлена 
низкая степень гидратации нервной ткани 
СМК – относительная площадь зон отека–
набухания составила 5.4% (2.8–7.9) поля зре-
ния. Через 1 сут после ООСА этот показатель 
увеличился до 17.6% (11.5–18.7) (Mann–
Whitney U Test, p=0.0001), через 3 сут очаги 
отека–набухания охватывали 13.4% (9.4–15.2), 
через 7 сут – 13.2% (11.5–17.2) СМК, статисти-
чески значимо отличались от контроля 
(Mann–Whitney U Test, p=0.001). Отмечалась 
значительная гетероморфность гидропиче-
ских изменений в нейропиле, вокруг 
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Таблица 1 
Содержание (доля) темных нейронов с ядрышками в слое III и V СМК в норме и  

постишемическом периоде 
 

Слои СМК Подгруппы  
III V 

Контроль 5/200 4/200 
p=0.92III-V 

1-е сут 18/200 
p=0.01* 

24/200 
p=0.0001* 

2=0.67; df=1; p=0.42III-V 
3-е сут 40/200 

p<0.0001* 
2=8.9; df=1; p=0.003П 

92/200 
p<0.0001* 

22=54.5; df=1; p<0.0001П 
2=29.4; df=1; p<0.0001III-V 

7-е сут 36/200 
p<0.0001* 

2=0.15; df=1; p=0.70 П 

106/200 
p<0.0001* 

2=1.7; df=1; p=0.19П 
2=51.9; df=1; p<0.0001III-V 

Множественное сравнение 
всех сроков (1–3–7 суток) 

2=10.4; df=2; p=0.01 2=82.5; df=2; p<0.0001 

Примечание: * − сравнение с контролем (критерий Фишера), П − предыдущим сроком, III-V − между слоями 
(критерий 2); в каждом сроке оценивали по 200 нейронов. 
 

 
Рис. 6. Общая численная плотность (на 1 мм2) 
пирамидных нейронов в СМК (слои III, V) белых 
крыс в норме и после ООСА. Обозначения: * − срав-
нение с контролем, П − с предыдущим сроком, III-V 
− между слоями (Mann-Whitney U Test). Различия 
статистически значимы при p<0.05. Материал 
представлен как медиана и межквартильный 
размах. 
 
нейронов и сосудов. Основной объем зон оте-
ка–набухания связан с нейропилем (дендри-
ты, синапсы, отростки астроцитов) и микросо-
судами (отростки астроцитов). Только для 
единичных, как правило, пикноморфных ДТН 
отмечены проявления перицеллюлярного 
отека. Соседние ДТН, в отличие от АТН, 
обычно находились на разных стадиях деге-
нерации. 

Таким образом, после 40-минутной 
ООСА ДТН имели разную степень дегидрата-
ции перикариона, деструкции его элементов, 
гидропической дистрофии (рис. 4 Б, В). Как 
правило, в зоне дегенеративного изменения 
нейронов увеличивалось содержание астро-
цитов, микроглиоцитов и олигодендроцитов 
(рис. 4). 

Общая численная плотность пирамид-
ных нейронов (срез через центр ядра, с види-

мым ядрышком) в слое III контрольных жи-
вотных была больше, чем в слое V. Установи-
ли, что после ООСА для слоя III (H=22.4; df=2; 
p=0.001) и слоя V (H=15.2; df=2; p=0.004) ме-
жду сроками (1–3–7-е сут) существовали ста-
тистически значимые различия по данному 
показателю (ANOVA Kruskal–Wallis). Через 
7 сут в слое III (по сравнению с контролем) его 
значение уменьшалось на 26.4% (p=0.001), а в 
слое V – на 18.5% (Mann–Whitney U Test; 
p=0.01). Вариационные ряды имели большой 
интерквартильный разброс, что свидетельст-
вовало об очаговой герерогенности процесса 
повреждения и элиминации нейронов 
(рис. 6). 

Максимально высокое содержание ДТН 
отмечали через 3 и 7 сут после ООСА в слое 
V (табл. 1). При этом доля пикноморфных 
нейронов в остром периоде (через 1–3 сут) в 
слое III составила 8/200, слое V – 13/200, а 
через 7 сут была больше, чем в остром перио-
де – 19/200 (2=3.9; df=1; p=0.046) и 28/200 
(2=5.3; df=1; p=0.021) соответственно.  
40-минутная ООСА, являясь моделью непол-
ной ишемии головного мозга средней степени 
тяжести, по морфологическим изменениям 
СМК соответствовала зоне пенумбры [35]. 

Таким образом, необратимая деструк-
ция нейронов после 40-минутной ООСА име-
ла диффузно-очаговый характер, проявлялась 
более выраженным дефицитом общей чис-
ленной плотности нейронов в слое III СМК. 
Вероятно, что после ишемии быстрее погиба-
ли мелкие пирамидные нейроны слоя III, а 
крупные пикноморфные нейроны слоя V на-
капливались и утилизировались в более отда-
ленном периоде. Мы предполагаем, это обу-
словлено тем, что для фагоцитоза мелкого 
поврежденного нейрона, согласно литератур-
ным данным, достаточно одного МГЦ [22], а 
крупный нейрон утилизируется по частям и 
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Рис. 7. Темные нейроны при ре-
акции на специфические нейро-
нальные белки: сохранность и 
высокая плотность типирован-
ных белков. Обозначения:  
А – МАР-2 (1-е сут), Б – NSE (1-е 
сут), В – HSP-70 (7-е сут),  
Г – CASP3 (3-е сут), Д – р38 (3-е 
сут); * – нейропиль. Окраска: 
иммуногистохимия. Об. 40 (А) 
100 (Б–Д); масштабный отре-
зок – 50 мкм (А) и 20 мкм (Б–Д). 

 
этот процесс занимает более длительное вре-
мя. 

При иммуногистохимическом исследо-
вании СМК установили, что после  
40-минутной ООСА в ДТН увеличивалась 
плотность распределения маркеров NSE, HSP-
70 и MAP-2 (рис. 7А, Б, В). На поверхности 
ДТН и в нейропиле выявлены р38- и CASP3-
позитивные структуры – синаптические тер-
минали. При этом в перикарионах маркер 
апоптоза CASP3 отмечен лишь в единичных 
нейронах (рис. 7Г, Д). Все это свидетельство-
вало о сохранности специфических белков 
большей части ДТН, а значит и их цитоскеле-
та, структур системы коммуникации, обеспе-
чивающих функционирование нейронных 
сетей [11, 35]. Кроме того, распределение 
CASP3 преимущественно в синаптических 
терминалях свидетельствовало о реализации 
ее нейропластических потенций, как плейо-
тропного фермента [1, 14]. Высокую плотность 
NSE и HSP-70 в ДТН можно рассматривать 
как адаптивный ответ на стрессовое ишемиче-
ское воздействие [28]. 

Описанные выше структурные измене-
ния ДТН сопровождались реорганизацией 
нейроглиальной архитектоники СМК. Изме-
нялась популяция астроцитов, олигодендрог-
лиоцитов и микроглиоцитов (рис. 8А, Б, В). 

Так, в контроле нейроглиальный (астроциты) 
индекс составил 1.62 (1.53–1.81), а через 3 сут 
после ООСА увеличивался до 2.72 (2.48–3.10) 
(медиана; Mann–Whitney U Test; p=0.001). 
Вместе с тем отмечалась гипертрофия отрост-
ков астроцитов (рис. 8А). 

В СМК контрольных животных прева-
лировали мелкие размером 21.2 (30.8–
42.6) мкм2 неактивные микроглиоциты с 
овальным ядром (5×7.5 мкм) и тонкими отро-
стками, которые выявлялись в составе глио-
микроваскулярных комплексов, свободно в 
нейропиле, а также в тесном контакте с пери-
карионами без и в сочетании с ОДЦ. В пости-
шемическом периоде размеры МГЦ увеличи-
вались до 42.6 (31.3–51.0) мкм2 (Mann–
Whitney U Test, p=0.0001). На этом уровне по-
казатели оставались через 3 и 7 сут. Подобные 
изменения являются проявлением нейровос-
паления и формирования крупных амебоид-
ных МГЦ (рис. 8Б), для которых характерны 
большие размеры, неправильная форма тела, 
преобладание фагоцитарной функции и сек-
реции цитокинов [2]. 

При множественном сравнении устано-
вили, что после ООСА для МГЦ (H=11.5; 
p=0.003) и ОДЦ (H=9.2; p=0.01) между сро-
ками (1–3–7-е сут) существовали статистиче-
ски значимые различия (ANOVA 
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Рис. 8. Астроциты (А), олигодендроглиоциты (Б) и микроглиоциты (В) слоя V СМК головного мозга че-
рез 1 (В), 3 (А) и 7 сут (Б) после ООСА: гипертрофия астроцита (белая стрелка), высокая плотность 
олигодендроцитов (черные стрелки) и микроглиоцитов (красные стрелки); * – нейроны. Окраска: реак-
ция на GFAP (А), по Нисслю (Б), реакция на AIF-1 (В). Об. 100; масштабный отрезок – 20 мкм. 
 
 

 
Рис. 9. Общая численная плотность (на 1 мм2) 
всех типов микроглиоцитов и олигодендроцитов 
в СМК (слои III + V) белых крыс в норме и после 
ООСА. Обозначения: * − сравнение с контролем, П 
− с предыдущим сроком, ^ − между микроглиоци-
тами и олигодендроцитами (Mann-Whitney 
U Test). Различия статистически значимы при 
p<0.05. Материал представлен как медиана и 
межквартильный размах. МГЦ – микроглиоци-
ты, ОДЦ – олигодендроциты. 
 
Kruskal–Wallis). Сравнение динамики изме-
нения количества МГЦ и ОДЦ в СМК показа-
ло, что пик увеличения плотности этих клеток 
после ООСА отличался: для МГЦ – через 1 сут, 
ОДЦ – 7 сут (рис. 9). 

После ООСА возрастала доля активных 
форм (крупных амебоидных без длинных от-
ростков, неправильной формы) микроглиаль-
ных клеток (от 15% в контроле до 65% через 1 
сут; Mann–Whitney U Test, p=0.0001). Мы 
предполагаем, что в остром постишемическом 
периоде МГЦ санировали нервную ткань, 
обеспечивая ее последующее структурно-
функциональное восстановление с участием 
ОДЦ. 

Таким образом, в постишемическом пе-
риоде (через 1, 3 и 7 сут после 40-минутной 
ООСА) в слоях III и V были выявлены темные 
нейроны, цитоморфологические характери-
стики которых свидетельствовали о наличии 

динамики прижизненных дегенеративных 
изменений (ДТН) и нейроглиальной реакции 
на их появление. По данным литературы, 
АТН, в отличие от ДТН, не имели структурных 
признаков длительных «исторических про-
цессов» – они появлялись, но не изменялись 
[23, 24]. ДТН после инициации острой ише-
мией (снижение содержания АТФ, уровня рН) 
конформационных изменений цитоматрикса 
проходили сложный длительный путь конку-
ренции деструктивных и компенсаторно-
восстановительных процессов, в результате 
чего одни нейроны восстанавливались до 
нормохромных, другие – подвергались дегид-
ратации, погибали и фагоцитировались ней-
роглией (альянс астроцитов и микроглиоци-
тов). Кроме того, необходимо учитывать фак-
тор образования ДТН в результате вторичных 
нарушений микроциркуляции и нейровоспа-
ления в течение изученного постишемическо-
го периода (1–7-е сут). Восстановление ДТН 
сопровождалось/обеспечивалось увеличением 
количества сателлитарных олигодендроцитов, 
которое максимально регистрировали через 
7 сут после ООСА. 

Биологическое значение, роль и меха-
низмы образования «темных нейронов» про-
должают изучаться. До сих пор нет общепри-
знанной теории этого процесса. Все обсужде-
ния проходят на уровне гипотез, которые 
сложно доказать. Кроме того, нет специфиче-
ских способов выявления именно темных 
нейронов [15, 24, 30]. 

Вероятно, в основе их формирования 
лежит потеря клеткой воды. Быстрое и мас-
сивное выделение жидкости не может быть 
объяснено каким-либо ферментативным мем-
бранным насосным механизмом или осмоти-
ческими градиентами. Скорее всего, это свя-
зано с неферментативным (физико-
химическим) явлением – фазовым переходом 
гелевой белковой сети цитоплазмы и измене-
нием нековалентных взаимодействий. Подоб-
ные изменения белков могут быть иницииро-
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ваны фиксацией альдегидами, последующим 
взятием материала, температурным режимом 
хранения материала и другими физическим 
факторами, не имеющими отношения к при-
жизненным ишемическим химическим меха-
низмам. Инициируемый либо химическим, 
либо физическим триггером в одной внутри-
клеточной точке фазовый ступенчатый пере-
ход гель–гель распространяется на группу 
клеток по принципу домино и на одном из 
этапов уплотняет, за счет потери выделив-
шейся воды, ультраструктурные компоненты 
геля (длинные молекулы белков), что приво-
дит к тинкториальным изменениям при по-
следующей гистологической окраске [23]. 

Особое значение правильная иденти-
фикация реально патологически измененного 
нейрона и артефакта «темный нейрон» имеет 
при проведении морфометрической оценки 
популяции нейронов. Часто происходит пере-
оценка (гипердиагностика) степени повреж-
дения ткани по количеству гиперхромных 
нейронов за счет АТН, которые не являются 
прижизненно дегенеративно измененными 
клетками [24, 39]. 

Есть данные о снижении иммунореак-
тивности специфических белков в АТН (Cav3), 
а также в астроцитах (GFAP) и, в существенно 
меньшей степени, микроглиоцитах (AIF-1) 
при иммерсионной фиксации. Авторы объяс-
няют это артефактом, связанным с возникно-
вением полей темных нейронов при взятии 
материала (физическим сдавливанием ткани) 
[39]. В нашем исследовании при перфузион-
ной фиксации подобных изменений не выяв-
лено. Это свидетельствует о соблюдении всех 
стандартов правильного взятия материала и 
возможности проведения адекватной морфо-
метрии. 

Для предотвращения возникновения 
АТН требуется перфузионная и последующая 
дополнительная иммерсионная фиксация го-
ловного мозга, бережное обращение с фикси-
рованной тканью и использование стандарт-
ных протоколов приготовления препаратов. 
Несоблюдение этих правил значительно уве-
личивает вероятность образования АТН при 
взятии как контрольного, так и эксперимен-
тального материала. Результатом может быть 
неправильная трактовка влияния ишемии на 
нервную ткань головного мозга [18, 24, 39]. 

С помощью специальных флуоресцент-
ных окрасок (например, Fluoro-Jade C), имму-
ногистохимической реакции к phosphorylated 
extracellular signal-regulated protein kinase 
(pERK) и NeuN установлено, что среди обра-
зовавшихся при ишемии темных нейронов 
значительная часть 50–100% является необ-
ратимо измененными. Их доля зависит от от-
дела мозга и модели ишемии или гипоксии. 
То есть доказано, что ишемия реально приво-
дит к прижизненному образованию и гибели 
ДТН [35, 38]. Аналогичные результаты полу-

чены при моделировании эпилепсии [19]. Од-
нако, самый главный вывод из этих экспери-
ментов заключается в том, что не все ДТН по-
сле ишемии погибают и этим процессом мож-
но управлять [16, 33]. Согласно H.Ooigawa et 
al. [35], после перкуссионной травмы головно-
го мозга значительная часть ДТН в неокор-
тексе восстанавливалась до нормохромных, а 
в гиппокампе – погибала. То есть, возмож-
ность дальнейшей трансформации ДТН зави-
сит еще и от отдела мозга. 

Формирование ДТН после 40-минутной 
ООСА, вероятно, представляет собой раннюю 
стадию острой реакции нейронов в ответ на 
потерю АТФ и высвобождение глутамата, со-
провождается умеренной дегидратацией ци-
топлазмы. По данным литературы, после вос-
становления кровотока большая часть таких 
нейронов восстанавливается до нормохром-
ных, остальные, вероятно, переходят в необ-
ратимую стадию повреждения (апоптоз, нек-
робиоз) [15, 29, 30]. В последнее время отме-
чено большое внимание к изучению обрати-
мых процессов и гиперхромных нейронов с 
нормальной жизнеспособностью не только 
при ишемии, но и, например, при эпилепти-
зации мозга. Авторы рассматривают выяв-
ленные ими морфофункциональные корреля-
ты обратимых изменений в гиппокампе в ка-
честве индикаторов функционального состоя-
ния и для оценки эффекта противосудорож-
ных препаратов [5]. 

По нашим данным, уплотнение нейро-
филаментов цитоматрикса (MAP-2) после  
40-минутной ООСА не приводит к гибели 
нейронов (не является ее причиной). Несо-
мненно, что в ответ на нарушения микроцир-
куляции, энергетического, водного и ионного 
обмена происходит ряд последовательных 
конформационных изменений белков, кото-
рые затрагивают и цитоскелет нейронов. 
В результате блокируются физико-
химические основы образования и распро-
странения нервного импульса, а также нейро-
пластические механизмы. Однако, часть таких 
ДТН восстанавливается. Этому способствует 
повышение плотности NSE, HSP-70 и актива-
ция трофических функций нейроглии. Пол-
ное стабильное восстановление всех структур 
межнейронной коммуникации нейронов в 
СМК, вероятно, требует значительно больше-
го времени (>7 сут). В пользу этого свидетель-
ствуют и литературные данные [35]. Так, че-
рез час после реперфузии в сомато-
дендритных доменах ДТН нейронов наблюда-
лись гипербазофилия, гипераргирофилия, 
гиперэлектронная плотность и резкое уплот-
нение ультраструктурных элементов. Через 
1 сут степень ультраструктурного уплотнения 
уменьшилась и в некоторых ДТН появились 
митохондриальные мембранные кристы, что 
свидетельствует об их восстановлении. Цито-
плазма нейронов, проявляющих апоптотиче-
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скую конденсацию ядерного хроматина, про-
являла те же морфологические особенности, 
что и ДТН. Через 1 сут и невосстанавливаю-
щиеся ДТН, и апоптотические нейроны рас-
падались на мембраносвязанные компактные 
электронно-плотные фрагменты, которые 
впоследствии поглощались фагоцитарными 
клетками. Кроме того, это свидетельствовало 
о витальных нейродегенеративных изменени-
ях темных нейронов [15, 29, 30]. 

Сравнение динамики изменения коли-
чества МГЦ и ОДЦ показало, что пик увели-
чения плотности этих клеток соответствовал 
1-м и 7-м сут. Вероятно, в остром постишеми-
ческом периоде МГЦ предварительно сани-
руют нервную ткань (1–3-е сут), обеспечивая 
ее последующее структурно-функциональное 
восстановление с участием ОДЦ (7-е сут). 
Кроме того, МГЦ играют большую роль в 
обеспечении нейропластических процессов в 
поврежденном мозге [17]. 

Таким образом, в настоящей статье рас-
смотрены литературные данные, освещающие 
морфогенетические механизмы образования 
«темных нейронов», а также результаты соб-
ственного исследования нейронов в норме и 
после 40-минутной ООСА. Показано, что об-
разование темных нейронов может быть не 
только следствием ишемии, но и результатом 
применения иммерсионной фиксации при 
взятии материала. Поэтому для правильной 
интерпретации выявляемых «темных нейро-
нов», во избежание неадекватной оценки по-
стишемических нейродегенеративных про-
цессов необходимо использовать перфузион-
ную фиксацию и учитывать состояние всех 
клеток и нейропиля неокортекса. Целесооб-
разно также применять специальные методы 
верификации «погибших» нейронов (Fluoro-
Jade C, pERK) для более точной оценки жиз-
неспособности нервной ткани. Это имеет осо-
бое значение при морфологическом подтвер-
ждении эффектов тестируемых лекарствен-
ных препаратов. 

 
Заключение 

 
Полученные результаты свидетельству-

ют о том, что использование иммерсионной 
фиксации головного мозга приводило к обра-
зованию большого количества артефактных 
темных нейронов в СМК контрольных живот-
ных. Артефактные темные нейроциты и тем-
ные нейроны, образовавшиеся в результате 
прижизненных дегенеративных изменений 
после острой ишемии, имели сходную морфо-
логию и тинкториальные свойства. Также 
важным признаком артефактных темных 
нейронов, выявленных у контрольных живот-
ных при иммерсионной фиксации, являлся 
изоморфизм. Такие клетки находились на од-
ной стадии трансформации, которая не со-
провождалась реакцией нейроглии и окру-

жающего нейропиля. После 40-минутной 
окклюзии общей сонной артерии в сенсомо-
торной коре на фоне проявлений гидропиче-
ской дистрофии выявлены темные нейроны, 
цитоморфологические характеристики кото-
рых свидетельствовали о наличии динамики 
прижизненных дегенеративных изменений. 
Появление дегенеративно измененных тем-
ных нейронов сопровождалось увеличением 
количества астроцитов, олигодендроцитов и 
микроглиоцитов. Пик увеличения численно-
сти для микроглиоцитов приходился на 1-е 
сут, олигодендроцитов – на 7-е сут. Большая 
часть темных нейронов в сенсомоторной коре 
находилась на стадии обратимого изменения 
клеток в ответ на умеренное ишемическое 
воздействие. 
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