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Реферат
В исследовании проводилось сравнение нескольких методов изучения неврологического дефицита у крыс, 

направленное на выявление наиболее чувствительных критериев оценки постишемического повреждения на 
различных сроках после ишемии. На модели транзиторной окклюзии средней мозговой артерии у крыс по мето-
дике J. Koidzumi проводилась оценка неврологических расстройств с помощью следующих тестов — хождение 
по балке (Ledged Tapered Beam); установка позы (Bracing test); угловой тест (Corner test); вытягивание лапы 
(Placing test); шкала mNSS (Modified Neurological Severity Scores); Бедерсон-тест (Bederson test) и шкала Гарсия 
— на 2-й, 7-й, 14-й, 21-й и 28-й дни постишемического периода. Все предложенные тесты позволяют выявить 
и количественно оценить неврологический дефицит у крыс до 21-го дня постишемического периода, к 28-му 
дню после ишемии очаговый неврологический дефицит регрессирует. Наиболее чувствительными и репрезен-
тативными оказались шкала Гарсия, тест с вытягиванием лапы (Placing test) и Бедерсон-тест (Bederson test). 
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Экспериментальные исследования

Введение
В настоящее время цереброваскулярная пато-

логия по-прежнему остается одной из ведущих 
причин смертности и инвалидизации населения 
[15]. Поскольку наиболее частой причиной остро 
развившейся ишемии является тромбоз атероскле-
ротически измененных сосудов, в последнее время 
одним из приоритетных методов лечения данной 
группы пациентов стал метод, основанный на введе-
нии тканевого активатора плазминогена для раннего 
восстановления кровотока [12]. При этом сохраня-
ется необходимость дополнительных лечебных воз-
действий, в частности, связанных с ишемическим 
и реперфузионным повреждением, поэтому поиск 
новых методов защиты головного мозга от такого 
повреждения является приоритетной задачей. Одним 
из наиболее безопасных и перспективных способов 
лечения инсультов является фармакологическая 
нейропротекция. Уменьшение участка повреждения 
мозговой ткани является основной целью нейро-
протективной терапии. В то же время, согласно 
некоторым исследованиям, размер ишемического 
повреждения не всегда коррелирует с тяжестью не-
врологических проявлений, причем неврологические 
нарушения нередко проявляются более выраженно, 
чем морфологические [8, 21]. Судя по всему, оценка 
неврологических функций у экспериментальных 

животных с использованием общепринятых тестов 
не обладает достаточной чувствительностью, чтобы 
различать легкие неврологические нарушения. На 
европейском конгрессе по инсульту [12] на секции 
трансляциионных исследований в 2013 г. подни-
мался вопрос об отсутствии в настоящий момент 
крупных клинических испытаний, доказавших 
эффективность нейропротекции при инсульте, не-
смотря на огромное количество экспериментальных 
данных, демонстрирующих положительное влияния 
большого числа фармакологических препаратов на 
модели экспериментального инсульта на живот-
ных. Причина такого несоответствия изучена не до 
конца. Не исключено, что это может быть связано 
с особенностями патофизиологии ишемии мозга: 
повреждением путей белого вещества, изменением 
состояния межнейронных соединений (например, 
щелевых межклеточных контактов), защитной «ги-
бернацией» мозга или гибелью нейронов-мишеней 
[9, 10]. С другой стороны, причиной трудностей 
являются ошибки при планировании и проведении 
экспериментальных исследований. Так, большинст-
во используемых шкал для оценки неврологического 
дефицита у крыс после окклюзии средней мозговой 
артерии (СМА) являются «калькой» с человеческих 
шкал. Крысы имеют ряд видовых особенностей [2, 
5, 11]. Характер неврологического дефицита у крыс 

Ðåãèîíàðíîå êðîâîîáðàùåíèå è ìèêðîöèðêóëÿöèÿ68 Òîì 13 ¹1 (49) www.microcirculation.ru





Материал и методы исследования
Все исследования проводились в соответствии с 

«Руководством по уходу и использованию лабора-
торных животных» [6] и «Руководством по экспе-
риментальному (доклиническому) изучению новых 
фармакологических веществ» [7]. Все оперативные 
вмешательства проводились под анестезией хлорал-
гидратом (430 мг/кг), внутрибрюшинно.

В эксперименте были задействованы самцы крыс 
Wistar. 

Критерии включения:
— вес крысы — 200–250 г;
— отсутствие неврологического дефицита при 

исследовании с помощью выбранных тестов до ис-
следования;

— нормальный кровоток в СМА до ее окклюзии 
по данным допплерографии (30–60 см/с).

Критерии исключения:
— наличие кровотока в СМА во время ее окклю-

зии по данным допплерографии;
— отсутствие кровотока в СМА после удаления 

филамента по данным допплерографии (феномен 
«no–reflow»);

— любые дыхательные расстройства во время 
оперативного вмешательства;

— резкое и необъяснимое изменение показателей 
кровотока во время наблюдения;

— инфекционные осложнения после операции.
Основные этапы эксперимента:
1) отбор и предоперационное тестирование крыс 

с помощью выбранных неврологических тестов;
 2) моделирование фокальной транзиторной ише-

мии головного мозга крыс путем окклюзии средней 
мозговой артерии по методике J. Koidzumi [18], либо 
проведение операции без введения филамента в 
группе контроля (ложнооперированные);

Рис. 1. Схема окклюзии левой СМА у крыс по методу Коидзуми 
[18]

3) оценка неврологических расстройств у крыс с 
помощью неврологических тестов на 2-й, 7-й, 14-й, 
21-й и 28-й дни постишемического периода;

4) выведение крыс из эксперимента на 28-й день 
после операции.

Моделирование фокальной ишемии головного 
мозга по методике J. Koidzumi: полипропиленовая 
нить (4–00, Ethicon, США) длиной 22 мм, обрабо-
танная силиконом и поли-L-лизином (далее — фи-
ламент), вводилась ретроградно в левую наружную 
сонную артерию, после чего проводилась через 
бифуркацию общей сонной артерии и внутреннюю 
сонную артерию к устью СМА, перекрывая его (рис. 
1). Через 30 минут нить извлекалась, рана ушивалась. 
Во время операции проводился контроль кровотока 
в бассейне левой СМА с помощью высокочастот-
ной ультразвуковой допплерографии (Минимакс–
Допплер–К, ООО «Минимакс», Санкт-Петербург), 
датчиком 25 МГц. Для этого формировалось трепа-
национное окно в проекции левой СМА. 

Для доказательства морфологического повреж-
дения головного мозга крыс на 2-е сутки после 
окклюзии СМА в отдельной группе производилась 
окраска головного мозга с применением трифенил-
тетразолия хлорида, которая позволила выявить зону 
ишемического некроза. 

Группы экспериментальных животных
1. Контроль — ложнооперированные крысы, 

проведенные через все этапы эксперимента, за ис-
ключением введения филамента в среднюю мозговую 
артерию (n=10).

2. Опыт — крысы, которым воспроизводилась 
ишемия головного мозга (n=10).

Оценка функционального повреждения головного 
мозга крыс после моделирования ишемии произ-
водилась в два этапа. На первом этапе изучение 
производилось физикально без применения шкал и 
балльной оценки. 

Регистрировали характер неврологических 
расстройств (чувствительный, наруше-ние про-
извольных движений, нарушений координации, 
выпадение рефлексов), сочетание синдромов и их 
выраженность. 

На втором этапе оценка повреждения мозга произ-
водилась с применением известных неврологических 
тестов:

1) хождение по балке (Ledged Tapered Beam) [19, 
20]. Для этого теста была необходима тренировка 
(около 1 недели) до тех пор, пока крыса не начнет 
успешно проходить по балке без поворотов назад и 
без промахов лапами. Крыса ходила по подвешенной 
сужающейся горизонтальной балке. Этот тест был 
чувствителен в оценке расстройств движения задних 
конечностей. Число промахов контралатеральной 
задней конечности считалось наряду с общим коли-
чеством шагов этой лапой и выражалось как процент 
промахов к общему количеству шагов;

2) тест установки позы (Bracing test) [19, 20].
Данный тест позволил выявить расстройства двига-
тельной активности передних конечностей и коорди-
нации движений. Экспериментатор распола-гал руку 
с одной стороны от крысы и начинал мягко тащить 

экспериментальные исследования
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ее вбок на 90 см со скоростью 20 см/с по гладкой по-
верхности. Здоровые крысы регулировали свою позу, 
производя множество движений передними лапами. 
Считалось количество шагов, выполненных перед-
ней лапой на той стороне, с которой толкают крысу. 
Крыса тестировалась два раза в каждом направлении;

3) угловой тест (Corner test) [19, 20]. Данный тест 
позволил оценить расстройства восприятия про-
странства (неглект) и парез взора. Крыса помещалась 
между двумя досками размерами 30×20×1 см в до-
машней клетке. Здоровые крысы поворачивались как 
влево, так и вправо случайно. У животных с ишемией 
головного мозга развивалось «игнорирование» по-
ловины пространства (неглект), поэтому они пово-
рачивались преимущественно в здоровую сторону. 
Считалось число поворотов в каждую сторону в 10 
попытках;

4) тест с вытягиванием лапы (Placing test) [17].
Данный тест позволил выявить расстройства двига-
тельной активности передних конечностей. Крысу 
держали таким образом, чтобы ее конечности свиса-
ли без опоры. Затем крысу поднимали к краю стола 
так, чтобы ее вибриссы касались поверхности края 
стола, параллельного ее телу. Считали количество 
раз, когда крыса успешно поднимает свою перед-
нюю лапу на поверхность стола в 10 попытках для 
каждой лапы;

5) шкала mNSS (Modified Neurological Severity 
Scores) [14]. Данная шкала включала в себя тесты 
на выявление расстройств двигательной активности 
(мышечный статус и неестественные движения), 
чувствительной сферы (зрительной, тактильной и 
проприоцептивной), рефлексов и координации дви-
жений (табл. 2).

Оцениваемые параметры:
— двигательная активность крысы при подвеши-

вании за хвост;
— особенности ходьбы крысы по поверхности;
— координация движений при хождении по балке;
— выраженность рефлексов (рефлекс с наружного 

слухового прохода и корнеальный рефлекс).
Максимальное количество баллов — 14, мини-

мальное — 0 баллов; 
6) Бедерсон тест (Bederson test) [13]. На высоте 1 

метр над полом крысу подвешивали за хвост и на-
блюдали за сгибанием передних лапок. 

Здоровая крыса тянула обе передние лапки к полу. 
При отсутствии других неврологических нарушений 
такая крыса получала 0 баллов.

При неврологических нарушениях крыса сгибала 
переднюю лапу, противоположную пораженному 
полушарию. Положение конечности варьировало 
от незначительного сгибания в запястье и приведе-
ния в плече с разгибанием в локте до выраженного 
полного сгибания в запястье, локте и приведения с 
внутренней ротацией в плече. Данные расстройства 
оценивались в 1 балл.

Далее крысы помещались на большой лист мяг-
кой, покрытой пленкой бумаги, которую можно креп-
ко схватить когтями. Держа крысу рукою за хвост, 
производили мягкое давление сбоку позади плеча 

крысы до тех пор, пока передние лапы не проскользят 
несколько миллиметров. 

Это действие повторялось несколько раз в разных 
направлениях. Здоровая крыса или крыса с легкой 
дисфункцией препятствовала скольжению одинаково 
в обоих направлениях. Крысы с более серьезными на-
рушениями утрачивали способность противостоять 
боковому толчку, что оценивалось в 2 балла.

Далее крысам позволяли двигаться свободно с 
целью выявления «хождения по кругу». «Игнориро-
вание» стороны повреждения оценивалось в 3 балла:

норма — 0 баллов: неврологический дефицит не 
наблюдается;

умеренное расстройство — 1 балл: сгибание 
передней лапы;

выраженное расстройство — 2 балла: снижение 
противодействия боковому толчку и сгибание перед-
ней лапы;

наиболее выраженное расстройство — 3 балла: 
хождение по кругу, снижение противодействия бо-
ковому толчку, сгибание передней лапы;

7) шкала Гарсия [9, 16, 21] (табл. 3). По данной 
методике анализировались расстройства двигатель-
ной, чувствительной сферы, а также координации 
движений. В табл. 3 приведены показатели для 
оценки по шкале Гарсия. 

Качество выполнения каждого параметра выража-
лось в баллах от 0 до 3. Максимальное количество 
баллов (здоровое животное) — 18, минимальное — 3. 
Статистический анализ полученных результатов про-
водился с помощью программного пакета «StatSoft 
Statistica v6.0». Значимость различий измеряемых 
параметров оценивалась с помощью непараметриче-
ского критерия Манна–Уитни для двух независимых 
выборок. Для оценки двух зависимых выборок ис-
пользовали критерий Вилкоксона. Эти тесты были 
использованы только в случае наличия различий для 
группы выбранных параметров с помощью непара-
метрических критериев для нескольких связанных и 
несвязанных показателей.

 Все показатели на графиках представлены в виде 
«среднее ± стандартное отклонение», а в тексте зна-
чения приведены в виде медианы и 25-й и 75 %-й 
процентилей в круглых скобках. Значения P менее 
чем 0,05 рассматривались как значимые. 

Результаты исследования и их обсуждение
При моделировании фокальной транзиторной 

ишемии головного мозга у крыс за счет филаментной 
окклюзии левой СМА на 30 минут развилось по-
вреждение преимущественно подкорковых структур 
левого полушария [1–3]. На рис. 2 можно видеть зону 
ишемического инфаркта после окраски с примене-
нием трифенилтетразолия хлорида. Она выглядит 
более светлой. 

На первом этапе неврологической оценки про-
изводилось наблюдение и фиксация нарушений без 
применения специализированных шкал. 

В результате наблюдения после выхода из нарко-
за у животных отмечались следующие нарушения: 
расстройства поведения, исчезновение видовых 
рефлексов (защитный рефлекс, назодвигательный 
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Рис. 3. Неврологический дефицит у крыс, оцененный без при-
менения специализированных шкал в течение 28 дней после 
30-минутной окклюзии левой СМА, в сравнении с ложноопе-
рированными животными

на 2-е, 7-е и 14-е сутки после операции. Но на 21-е 
и 28-е сутки неврологический дефицит по данному 
тесту не выявлялся.

Использование неврологической шкалы mNSS 
[14] позволило выявить максимальную степень не-
врологических расстройств в опытной группе на 2-е 
сутки (рис. 5) (р=0,00005), — 2,5 (2; 4) баллов. Ни у 
одного животного не было выявлено изменения реф-
лексов (Pinna-рефлекс и корнеальный рефлекс) после 
ишемии. На 7-е и 14-е сутки происходило снижение 
неврологического дефицита до 1 (1; 3) и 1 (1; 1) балла 
со значимостью р=0,00005 и р=0,0009 по сравнению 
с группой ложнооперированных соответственно, а 
к 21-м суткам неврологический дефицит по шкале 
mNSS не выявлялся (p=1,0). Шкала mNSS позволила 
комплексно оценить неврологический дефицит в 
течение только 14-ти суток после моделировании 
30-минутной ишемии мозга крысы. Недостатком 
шкалы являлся большой разброс данных. 

При использовании  Бедерсон-теста (Bederson 
test) максимальные неврологические расстройства 
в опытной группе выявлялись на 2-е сутки (рис. 6), 
что достоверно отличалось от показателей группы 
сравнения (р=0,00005) и составляло 2 (2; 3) и 0 (0; 0) 
баллов, соответственно. На 7-е и 21-е сутки проис-
ходило снижение неврологического дефицита до 2 
(1; 2,5) и 1 (1; 1,5) балла со значимостью р=0,00005 и 
р=0,0008 по сравнению с ложнооперированной груп-
пой соответственно, а к 28-м суткам неврологический 
дефицит по  Бедерсон-тесту не выявлялся. Таким 
образом, данный тест позволил комплексно оценить 
неврологический дефицит в течение 21-го дня после 
моделирования 30-минутной ишемии мозга крысы. 
Однако недостатком теста также являлся большой 
разброс данных (22 %), поэтому, если смоделировать 
ситуацию использования данного теста для оценки 
лечебного эффекта нейропротективных вмеша-
тельств, то, согласно нашим расчетам,  Бедерсон-
тест позволит выявить только значимый эффект с 
регрессом неврологического дефицита более 25 %. 

Шкала Гарсия [16] позволила выявить (рис. 7) 
двигательные, чувствительные нарушения и сниже-
ние активности на 2-е сутки — 13,5 (12,5; 14) балла, 
что достоверно (р=0,00005) отличалось от показа-
телей группы ложнооперированных крыс — 18 (17; 
18). На 21-е сутки происходило снижение (р=0,0133) 
неврологического дефицита до 15 (14; 16) баллов 
(р=0,006 по сравнению с группой сравнения), а к 28-м 
суткам неврологический дефицит по шкале Гарсия не 
выявлялся (p=0,083 по сравнению с группой ложноо-
перированных). Шкала Гарсия позволила комплексно 
оценить неврологический дефицит в течение 21-х 
суток после моделирования 30-минутной ишемии 
мозга крысы. В отличие от всех вышеупоминаемых 
тестов, шкала Гарсия имеет наименьший разброс 
данных — 12 %.

Неврологический дефицит у крыс после 30- 
минутной окклюзии СМА сохранялся достаточно 
длительный срок. Однако двигательный дефицит у 
крыс восстанавливался достаточно быстро, и к 28-
му дню после экспериментального инсульта имею-
щиеся неврологические расстройства не влияли на 
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Рис. 4. Тест «хождение по балке» (Ledged Tapered Beam) (а, б) ; тест установки позы (Bracing test) (в, г); угловой тест (Corner test) 
(д, е); тест с вытягиванием лапы (Placing test) (ж, з) у крыс в течение 28 дней после 30-минутной окклюзии левой СМА в сравнении 
с ложнооперированными животными

Дайнеко А. С., Шмонин А. А., Шумеева А. В., Коваленко Е. А. и др. 
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Рис. 5. Оценка неврологического дефицита по шкале mNSS в 
течение 28 дней после 30-минутной окклюзии левой СМА в 
сравнении с ложнооперированными животными

Рис. 6. Оценка неврологического дефицита по  Бедерсон-тесту 
в течение 28 дней после 30-минутной окклюзии левой СМА 
по методике Коидзуми в сравнении с ложнооперированными 
животными

Рис. 7. Оценка неврологического дефицита по шкале Гарсия 
в течение 28 дней после 30-минутной окклюзии левой СМА в 
сравнении с ложнооперированными животными

«обычную» двигательную активность. Поэтому все 
использованные в данной работе тесты позволили 
оценить неврологический дефицит только в тече-
ние не более 28 дней. Далее по любому из тестов 
неврологический дефицит не выявлялся. Можно 
предположить, что у крыс, по аналогии с человеком, 
в результате 30-минутной окклюзии СМА развивался 
«малый инсульт», т. е.  с полным восстановлением 
нарушенных функций. 

 При исследовании новых лекарственных средств 
или нейропротективных технологий важным являет-
ся выявление даже незначительного терапевтическо-
го эффекта. Это приобретает особую значимость при 
изучении механизмов действия мультимодальных 
лекарственных средств, у которых имеется несколько 
путей защитного влияния на головной мозг, и доля 
каждого из механизмов в развитии защитного эффек-
та может быть различной по размеру. Поэтому выбор 
правильной модели и системы оценки этого эффекта 
может быть критическим, поскольку положительный 
терапевтический эффект может быть не замечен при 
низкой чувствительности теста. При создании шкалы 
или неврологического теста должен быть использо-
ван большой диапазон значений.

 В настоящем исследовании мы получили данные, 
что часть существующих тестов регистрировала 
небольшую разницу значений (в один-два балла) по 
сравнению с ложнооперированными, что позволяет 
выявить только значимый терапевтический эффект 
в 50 % и более, в случае его наличия.  Если терапев-
тический эффект составит 10–20 %, данные тесты не 
покажут разницы и результат окажется негативным 
или недостоверным. Из всех изученных нами тестов 
наиболее чувствительными оказались шкала Гарсия, 
тест с вытягиванием лапы (Placing test) и Бедерсон- 
тест (Bederson test).

Выводы
1. При фокальной транзиторной 30-минутной 

ишемии головного мозга крысы развиваются пове-
денческие нарушения и очаговый неврологический 
дефицит в виде силовых, чувствительных и коорди-
наторных нарушений, а также снижения двигатель-
ных нарушений, которые постепенно регрессируют 
к 28-м суткам. То есть данная модель ишемии у крыс 
позволяет воспроизводить ишемический инсульт с 
регрессом неврологических симптомов в течение 
месяца.

2. Все предложенные тесты позволяют вы-
явить и количественно оценить неврологический 
дефицит у крыс. Наиболее чувствительными и ре-
презентативными оказались шкала Гарсия, тест с 
вытягиванием лапы (Placing test) и Бедерсон-тест 
(Bederson test).

3. Требуется разработка специфичных для крыс 
тестов для оценки неврологического дефицита, ос-
нованных на видовых особенностях используемых 
лабораторных животных и обладающих высокой 
чувствительностью. 

экспериментальные исследования
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Abstract
Our aim was to test several methods of the neurological deficit assessment and identify the most sensitive of them 

in the early and late phase after a of focal cerebral 30-minute ischemia in rats. For experimental model we applied the 
method of transient 30-minutes occlusion of right MCA by Koizumi. Arterial blood flow was registered in the area of 
left MCA vascularization with use of high-frequency ultrasound Doppler flowmetry. We used the following neurological 
tests: Ledged Tapered Beam, Bracing test, Corner test, Placing test, Modified Neurological Severity Scores, Bederson 
test and Garcia scale at 2, 7, 14, 21 and 28 days after ischemia. All of the proposed tests can identify and quantify the 
neurological deficit in rats up to 21 days post-ischemic period. At the 28th days after ischemia focal neurological deficit 
regressed. Garcia scale, Placing test and Bederson test were the most sensitive and representative of the neurological 
deficit assessment methods. 

Keywords: cerebral ischemia, rat, neurological deficit, Placing test, Bederson test, Garcia scale.
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