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Резюме
Когнитивные расстройства при церебральной ишемии-реперфузии связаны с гибелью нейронов, на фоне которого 

развивается воспаление. Участие в этом процессе клеток микроглии активно исследуется. Целью работы являлось изуче-
ние активности микроглиоцитов у крыс с когнитивными расстройствами после моделирования фокальной транзиторной 
ишемии головного мозга. В эксперименте использовали половозрелых самцов массой 200–250 г (n=15). Ишемия головного 
мозга воспроизводилась под хлоралгидратным наркозом (внутрибрюшинно, 450 мг/кг). Микрохирургическое введение 
филамента в левую среднюю мозговую артерию (СМА) производили по J. Koizumi. Время окклюзии СМА составляло 
30 мин с последующим реперфузионным периодом. Тестирование в восьмирукавном лабиринте проводилось двукратно 
в течение 7 дней с 2-дневным интервалом, во время которого каждое животное выполняло 5-минутную сессию 3 раза 
с 3-минутным интервалом. Для идентификации микроглиоцитов использовали поликлональные козьи антитела к анти-
гену Iba1. При оценке поведения в восьмирукавном лабиринте после перенесенной фокальной транзиторной ишемии 
головного мозга было выявлено значительное количество ошибок оперативной памяти, а также увеличение времени вы-
полнения задания. Когнитивные нарушения, возможно, служат индикатором нейровоспаления при церебральной ишемии. 
Выявленные изменения поведения и морфологии нервной ткани на поздних сроках постишемического периода дают 
представление о возможных механизмах компенсации снижения когнитивных функций за счет активации микроглии. 
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Введение
Острое нарушение мозгового кровообращения 

(ОНМК), или ишемический инсульт, чаще возникает 
в бассейне средней мозговой артерии. Известно, что 
когнитивные расстройства при церебральной ише-
мии-реперфузии связаны с гибелью нейронов коры, 
базальных ядер, поэтому в последнее время отдается 
предпочтение модели фокальной церебральной ише-
мии с односторонней или двусторонней окклюзией 
средних мозговых артерий (MCAO). Однако роль 
изменений микроглии остается недостаточно изу
ченной. 

Целью работы являлось изучение изменения по-
ведения крыс Wistar в восьмирукавном лабиринте на 
фоне перенесенной фокальной транзиторной ишемии 
головного мозга, а также структуры и распределения 
микроглиоцитов в головном мозге крысы в отдален-
ные сроки после транзиторной фокальной ишемии.

Материал и методы исследования
Все эксперименты были проведены в соответствии 

с рекомендациями Этического комитета ПСПбГМУ 
им. И. П. Павлова и в соответствии с требования-
ми постановления главного государственного сани-
тарного врача Российской Федерации от 29 августа 
2014 г. № 51 «Санитарно-эпидемиологические тре-
бования к устройству, оборудованию и содержанию 
экспериментально-биологических клиник (вивари-
ев)». В постановке опытов руководствовались тре-
бованиями Всемирного общества защиты животных 
(WSPA) и Европейской конвенции по защите экспе-
риментальных животных.

В эксперименте использовали половозрелых сам-
цов массой 200–250 г (n=15). Опыты проводили по-
сле недельного периода акклиматизации животных. 
Все животные содержались в индивидуальных клет-
ках при постоянной комнатной температуре 22 оС со 
сменой циклов света и темноты по 12 ч, со свободным 
доступом к еде и воде, соблюдая принципы гуман-
ного обращения с животными, регламентированные 

требованиями Европейской конвенции (Страсбург, 
1986 г.) по содержанию, кормлению и уходу за под
опытными животными.

Уход за животными проводился в период с 8 ч утра 
до 8 ч вечера. Животных, которые не различались по 
показателям обучения, тренировали находить пищу 
в рукавах радиального лабиринта, после чего жи-
вотные были поделены на группы: интактные (кон-
трольные) и животные после 30-минутной ишемии 
головного мозга и последующим реперфузионным 
периодом до 50 дней. 

Модель фокальной транзиторной ишемии голов-
ного мозга воспроизводилась под хлоралгидратным 
наркозом (внутрибрюшинно, 450 мг/кг). Темпе-
ратура тела животных поддерживалась на уровне 
36,5–37,5 оС с помощью нагревательного столика и 
мониторировалась с помощью ректального датчика. 
Микрохирургическое введение филамента в левую 
среднюю мозговую артерию (СМА) производили 
по методике J. Koizumi (1986) под операционным 
микроскопом (Carl Zeiss, Jena, Germany). Время 
окклюзии СМА составляло 30 мин с последующим 
реперфузионным периодом.

Исследование поведения в восьмирукавном ра-
диальном лабиринте (РВЛ). Тренировочное и экс-
периментальное тестирование проводили согласно 
стандартам проведения экспериментов в восьми
рукавном радиальном лабиринте. Период адаптации 
длился пять дней, в течение которого контролиро-
валась масса тела и животные привыкали к рукам 
экспериментатора. Вес животных литмитировали до 
85 % от исходного для повышения их мотивации к 
поиску пищи в рукавах лабиринта. 

Затем в течение следующих 5 дней во время под-
готовительного периода каждую из крыс поочередно 
помещали в центральную часть арены лабиринта при 
открытых входах в рукава лабиринта с приманкой, 
подсчитывая общее время, затраченное на его по-
едание, время, потраченное на посещение каждого из 
рукавов, число ошибок. При этом пространственную 
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Summary
It is well known that cognitive disorders at cerebral ischemia-reperfusion are followed by neuronal death. The inflammation 

of nervous tissue occurs, but the role of microgliocytes in neuroprotection is poorly understood. The aim of our work was to 
study microgliocytes in rats with cognitive disorders in delayed postischemic period after focal transient cerebral ischemia. In 
an experiment we used male rats (n=15), weighing 200–250. The model of focal brain ischemia was performed in anaesthetized 
rats (intraperitonealy, сhloralhydrate 450 mg/kg). Microsurgical introduction monofilament to the left middle cerebral artery 
was made by J. Koizumi technique. Time of middle cerebral artery (MCA) occlusion was 30 minutes with the subsequent 
reperfusion period. Testing in eight-arm maze was performed within seven days twice with a two-day interval during which 
each animal carried out a 5-minute session 3 times with a 3-minute interval. For identification of microgliocytes used polyclonal 
goat antibodies to Iba1 antigen. At behavior assessment in an eight-arm maze there were errors of working memory revealed 
and prolongation of time of task performance. Cognitive disorders at cerebral ischemia, perhaps, serve as the neuroinflam-
mation indicator. Microglia is likely involved in mechanisms of neuroprotection and compensation for cognitive disorders.

Key words: ischemia, eight-arm maze, microglia, brain
For citation: Kolpakova M. E., Filchenko I. A., Trajkovski A.,  Tcyba D. L., Kirik O. V., Arieb A. Khan, Leipert A., Korzhevskii D. E., Vlasov T. D. Rat’s 

behaviour an eight-arms maze after modeling of focal transient cerebral ischemia  with subsequent activation of striatal microglia. Regional hemodynamics 
and microcirculation. 2018;17(2):94–98. doi: 10.24884/1682-6655-2018-17-2-92-96

Regional hemodynamics and microcirculation 9317(2) / 2018www.microcirculation.ru



ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ (экспериментальные исследования) / ORIGINAL ARTICLES (experimental investigations)

характеристику среды вокруг лабиринта не меняли 
(рис. 1, 2).

Тестирование проводилось в течение 7 дней  
с 2-дневным интервалом, во время которого каждое 
животное выполняло 5-минутную сессию 3 раза  
с 3-минутным интервалом. Затем через 2-дневный 
интервал проводили повторное тестировали в тех 
же условиях, подсчитывали число ошибок, т. е. по-
вторных заходов в уже посещенные в течение этого 
сеанса рукава. 

Морфологическое исследование 
Материал фиксировали в цинк-этанол-формаль

дегиде [2], обезвоживали и заливали парафин по 
общепринятой методике. Для идентификации 
микроглиоцитов использовали поликлональные 
козьи антитела к антигену Iba1 (AbCam, Велико-
британия, по каталогу –ab5076) в соответствии с 
ранее опубликованным протоколом [3]. На препа-
ратах у всех исследованных животных измеряли 
диаметр ядросодержащей части микроглиоцитов, 
а также (при увеличении ×400) определяли отно-
сительную площадь среза, занимаемую микрогли-
оцитами, как их телами, так и отростками, с ис-
пользованием компьютерной программы «ImageJ» 
(США). Для каждого случая вычисляли различия 
между показателями, характеризующими правое и 
левое полушарие. Сравнение наблюдений произво-
дили с помощью t-критерия (Стьюдента). Различия 
считали значимыми при <0,05.

Статистическая обработка данных РВЛ. В кон-
це исследования была выполнена статистическая 
обработка результатов для оценки разницы между 
контрольной, ложно оперированной и группой жи-
вотных с окклюзией СМА. Данные об оперативной 
памяти животных обрабатывали с помощью диспер-
сионного анализа, реализованного в пакете программ 
«Statistica for Windows».	

Результаты исследования и их обсуждение
В начале эксперимента у контрольных животных 

и у животных с ишемией отмечается значительное 
количество ошибок по выбору рукава, т. е. количество 

повторных входов в рукав лабиринта. Однако к концу 
первого тестирования количество ошибок животных 
контрольной группы значительно уменьшается, в то 
время как количество ошибок у животных с пере-
несенной фокальной ишемией остается достаточно 
высоким.

К концу всего периода наблюдения за животными 
контрольная группа животных выполняет задание в 
полном объеме, не допуская ошибок. Напротив, в 
группе с ишемией количество ошибок лишь умень-
шается, однако отсутствует стопроцентное выпол-
нение задания. 

Кроме того, крысы контрольной группы характе-
ризуются стратегией, отличной от животных с ише-
мией. Для их поведения характерно динамичное по-
сещение всех рукавов, в которых находится приман-
ка, при этом отмечается четкая последовательность 
посещения рукавов, а выполнение задания в конце 
периода тестирования стопроцентное. В поведении 
крыс на ранних сроках после фокальной транзитор-
ной ишемии головного мозга прослеживается опре-
деленная тактика, а именно – в процессе тестирова-
ния животное с ишемией предпочитает многократно 
посещать один и тот же рукав лабиринта. При этом 
время выполнения задания по поиску пищи значи-
тельно увеличивается. 

Морфологически в ипсилатеральном полушарии 
через 50 суток вокруг очагов незначительного по-
вреждения стриатума тела микроглиоцитов выглядели 
увеличенными. Немногочисленные отростки клеток 
были короткими и утолщенными. В самом очаге де-
струкции микроглиоциты также имели укрупненную 
ядросодержащую часть и по 1–2 неветвящихся тол-
стых отростка. В других структурах мозга количество 
микроглиоцитов было увеличено, но их структура не 
отличалась от таковой у микроглиоцитов контрольных 
животных. После перенесенного ишемического ин-
сульта в ипсилатеральном полушарии непосредствен-
но в пограничной области встречались многочислен-
ные микроглиоциты амебоидной формы с цитоплаз-
матическими выростами. В области инфаркта мозга, 
помимо микроглиоцитов, обнаруживались типичные 

Рис. 1. Восьмирукавный радиальный лабиринт.  
Тренировочная фаза

Fig. 1. Eight-arm maze. Training phase

Рис. 2. Восьмирукавный радиальный лабиринт.  
Тестовая фаза

Fig. 2. Eight-arm maze. Testing phase
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Iba1-иммунопозитивные макрофаги 
(рис. 3, а).

В сером веществе стриатума кон-
трлатерального полушария присут-
ствуют многочисленные тонкие от-
ростки Iba1-иммунопозитивных (Iba1+) 
клеток, тела которых редко попадают 
в плоскость среза. Рядом с капилля-
рами встречаются палочковидные 
формы этих клеток, вытянутые вдоль 
проходящего капилляра. Белое веще-
ство пронизано немногочисленными 
отростками этих клеток, преимуще-
ственно ориентированными вдоль хода нервных во-
локон, ядросодержащие части клеток встречаются 
редко. В субэпендимной зоне Iba1+-клетки с тонки-
ми, разветвленными отростками располагаются не-
посредственно под эпендимоцитами. Во всех случаях 
в контрлатеральном полушарии мозга форма и харак-
тер распределения микроглиоцитов не отличались от 
таковых у контрольных животных (рис. 3, б).

В модели фокальной транзиторной ишемии го-
ловного мозга в бассейне средней мозговой артерии 
ишемическое повреждение затрагивает кору и ба-
зальные ганглии большого мозга. На основании ра-
нее проведенного исследования [1] установлено, что 
30-минутная ишемия мозга приводит к значимому 
уменьшению популяции нейронов верхнемедиаль-
ной зоны стриатума. Эта область мозга участвует в 
способности запоминать точное месторасположение 
объектов, т. е. за навигацию. Основными механизма-
ми, приводящими к гибели нейронов при ишемии, 
считают воспаление и оксидативный стресс. Сни-
жение АТФ в нейронах при гипоксии нервной ткани 
влияет на процесс хранения и воспроизведения ин-
формации [4]. Микроглия является ключевым эле-
ментом воспалительного процесса, развивающегося 
в нервной ткани в ответ на ишемию. Дезорганизация 
межнейрональных связей на фоне воспаления сопро-
вождается снижением функциональной активности 

нейронов поврежденной области [5]. Микроглия же 
участвует в регуляции процесса синаптической ор-
ганизации в нервной ткани, ее восстановления после 
повреждения. Восстановление утраченных функций 
в постинсультном периоде происходит за счет пери-
инфарктной области пораженного полушария.

При оценке поведения в восьмирукавном лаби-
ринте после перенесенной фокальной транзиторной 
ишемии головного мозга было выявлено значитель-
ное количество ошибок оперативной памяти (количе-
ство повторных входов в рукав лабиринта), что ока-
зывало влияние на общее время выполнения задания 
поиска пищи (таблица). Когнитивные нарушения, 
возможно, служат индикатором нейровоспаления 
при церебральной ишемии. 

Выявленные изменения поведения и морфологии 
нервной ткани на поздних сроках постишемического 
периода дают представление о возможных механиз-
мах компенсации снижения когнитивных функций 
за счет активации микроглии. 

Учитывая, что основной мишенью для восста-
новительного лечения после инсульта служат эндо-
генные механизмы нейропластичности, определение 
вышеперечисленных компонентов нервной ткани 
необходимо для разработки новых способов для эф-
фективной таргетной восстановительной терапии 
инсульта.

а б

Рис. 3. Оценка морфофункциональных изменений микроглии в полосатом теле: а – ипсилатеральное полушарие;  
б – контрлатеральное полушарие

Fig. 3. Assessment of microglia morphofuncional changes in corpus striatum: а – ipsilateral hemisphere;  
б – contrlateral hemisphere

Количество повторных входов в рукав на разных сроках после ишемии
The number of reentry the arm on different terms

День Время выполнения задания, 
мин1-й 2-й 3-й 4-й

Контроль
7,0±0,1 2,0±0,5 0,8±0,4 0,5±0,1 115,0±13,0

Ишемия
8,0±0,2 6,1*±0,1 3,0*±0,2 1,5*±0,3 189,0*±15,0

П р и м е ч а н и е : * – р <0,05.
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