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АННОТАЦИЯ 

Представленное в данной статье проведенное исследование на экспериментальном материале с использова-

нием иммуногистохимических маркеров апоптоза и пролиферации доказывает замедление темпов эмбриональ-

ного развития такого компонента гематоэнцефалического барьера, как макроглия при воздействии тяжелой хро-

нической внутриутробной гипоксии. 

ABSTRACT 

The carried out research based on the experimental material using immunohistochemical markers of apoptosis and 

proliferation proves the slowdown of the embryonic development of such a component of the hematoencephalic barrier 

as macroglium under the influence of severe chronic prenatal hypoxia. 
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Проблема перинатального поражения централь-

ной нервной системы (ЦНС) занимает одно из пер-

вых мест среди проблем современной неонатологии 

и педиатрии. Среди причин инвалидности в детском 

возрасте именно поражения головного мозга состав-

ляют около 50 %, при этом в 70–80 % поражения воз-

никают в перинатальном периоде онтогенеза [5]. 

Гипоксическое повреждение является в свою 

очередь наиболее частой причиной всех перинаталь-

ных поражений ЦНС. По данным литературы, на его 

долю приходится порядка 47 % от всех перинаталь-

ных поражений. При этом в 27 % случаев как повре-

ждающий фактор выступает хроническая внутри-

утробная гипоксия (ХВУГ) [9].  

Различные последствия гипоксического повре-

ждения ЦНС занимают ведущее место в структуре 

заболеваемости и смертности в раннем неонатальном 

периоде у детей [2; 6]. Необходимо отметить, что ги-

поксические перинатальные поражения ЦНС имеют 

неблагоприятные последствия не только в периоде 

новорожденности, но и влияют на состояние здоровья 

детского организма в дальнейшем онтогенезе [1; 8].  

Своевременная диагностика и адекватная тера-

пия в раннем неонатальном периоде данных пораже-

ний ЦНС значительно уменьшает впоследствии как 

риск возникновения стойкого неврологического де-

фицита, так и степень его тяжести. 

Сведения о морфологических особенностях по-

вреждающего воздействия ХВУГ на такие компо-

ненты гематоэнцефалического барьера, как астро-

циты в доступной отечественной и зарубежной ли-

тературе скудны и не систематизированы. 

Целью настоящего исследования явилось изуче-

ние патологоанатомических особенностей повреждаю-

щего воздействия ХВУГ на астроциты головного мозга. 

Материал и методы исследования 
Экспериментальное исследование проведено на 

крысятах двух групп: 1 – крысята, выношенные в 

условиях ХВУГ; 2 – крысята контрольной группы 

(группа К) – интактные. 

Экспериментальная хроническая внутриутроб-

ная гипоксия у крысят моделировалась следующим 

образом. Из контингента крыс популяции «черный 

капюшон» вивария Харьковского национального ме-

дицинского университета в течение 2-х недель путем 

ежедневного измерения уровня артериального давле-

ния на центральной хвостовой артерии отобрали 15 

самок в возрасте 4–5 месяцев со стабильно повышен-

ным давлением. Именно потомство данных самок и 

составило группу животных, выношенных в усло-

виях хронической внутриутробной гипоксии. Кры-

сята выводились из эксперимента в течение суток по-

сле рождения. 

При содержании экспериментальных животных, 

а также при выводе их из эксперимента соблюдались 

международные нормы GLP, а также правила Евро-

пейской конвенции по защите животных (18 марта, 

1986 г.). 

Для морфологического исследования во всех 

случаях брались кусочки головного мозга в перивен-

трикулярной зоне, а именно субэпендимарный слой 

боковых желудочков, где расположена зона глиаль-

ного паравентрикулярного матрикса (ЗГПВМ). В 

данной зоне во внутриутробном и раннем постана-

тальном периодах проходят процессы дифференци-

ровки макроглиоцитов и эпендимоцитов.  

Весь биологический материал подвергался стан-

дартной проводке. Все срезы окрашивались ге-

матоксилином с эозином для проведения обзорного 

микроскопического исследования, а также галоциа-

нин-хромовыми квасцами по Эйнарсону для выявле-

ния апоптотических изменений в клетках. 

В работе проведено иммуногистохимическое ис-

следование. В исследовании для оценки значения им-

муногистохимических маркеров в качестве первич-

ных антител использовали спектр антител, который 

включал маркеры к GFAP (клон GA-5, LabVision) – 

для верификации клеток астроцитарного ряда, Ki-67 

и каспаза-3 (Ab-4, LabVision) – для определения 

уровня пролиферации и апоптоза. Визуализация про-

водилась путем обработки хромогеном диаминами-

нобензидина (DAB). 

Количественные и качественные показатели экс-

прессии маркеров изучали как минимум на 8–10 слу-

чайно избранных полях зрения микроскопа гистоло-

гических срезов при увеличении ×400 и ×1000. 

Оценка экспрессии каждого маркера проводилась 

индивидуально в соответствии с рекомендациями 

других исследователей путем цитофотометрии. 

Результаты исследования и их обсуждение 

У однодневных животных, выношенных в усло-

виях физиологической беременности, субэпендимар-

ный слой достаточно широкий, содержит мелкие 
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глиоциты с крайне скудной цитоплазмой и гиперх-

ромными ядрами.  

При использовании иммуногистохимического 

исследования с использованием антител к основному 

маркеру астроцитов – глиального фибриллярного 

кислого протеина (GFAP) обнаружено, что астро-

циты в этой зоне расположены равномерно, из их от-

ростков сформирована нежная плотная сеть. От-

ростки астроглиоцитов длинные, тонкие, с четкими 

контурами, на всем протяжении имеют одинаковую 

степень интенсивности окрашивания (рис. 1). 

 

 

Рисунок 1. Однодневный крысенок контрольной группы 

Иммуногистохимическое исследование с маркером астроглии GFAP. Отростки астроцитов длинные, рав-

номерной толщины, с четкими контурами и одинаковой степенью восприятия интенсивности красителя. Уве-

личение х 1000. 

 

Исследование субэпендимарного слоя у однодневных экспериментальных новорожденных животных группы 

ХВУГ позволило выявить следующие закономерности. Так, крысята этой группы рождаются с более широким 

слоем ЗГПВМ и с повышенной плотностью расположения клеточных глиальных элементов в нем (табл. 1). Этот 

факт мы трактуем как признак замедления эмбрионального развития и дифференцировки клеток макроглиаль-

ного ряда вследствие хронического, но нетяжелого воздействия внутриутробной гипоксии. 

Таблица 1. 

Морфометрическая характеристика субэпендимарного слоя крысят, выведенных из эксперимента в 

течение суток после рождения 

Исследуемый показатель 
Толщина субэпендимарного слоя 

(в мх10-6) 

Плотность клеток (количество на 

15х10-9 м2) 

Группа ХВУГ 122,32±5,75 143,17±6,12 

Группа К 78,93±3,33 122,56±5,33 

 

При этом в единичных астроцитах выявляются 

признаки клазматодендроза – распада отростков аст-

роцитов, что, как известно, является начальным при-

знаком клеточной астроцитарной гибели. Отростки 

астроцитов укорочены, утолщены, с неровными ло-

маными контурами и неравномерным прокрашива-

нием по всей длине (рис. 2). Сеть из астроцитарных 

отростков неравномерная. В единичных олигоденд-

роцитах обнаруживаются признаки кариопикноза с 

уплотнением хроматина и уменьшением размера 

ядер. В жизнеспособных астроцитах и олигодендро-

цитах ядра резко эухромны, увеличены, что говорит 

о повышенном уровне их морфофункциональной ак-

тивности. В некоторых астроцитах хорошо заметны 

признаки очаговой пролиферации и гиперплазии 

(рис. 3). 
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Рисунок 2. Однодневный крысенок группы ХВУГ 

Очаговая гибель астроцитов (слева вверху) – набухание клеточных тел и клазматодендроз отростков. Еди-

ничные астроциты активны, в состоянии гиперплазии (посередине внизу). Иммуногистохимическое исследова-

ние с использованием антител к GFAP. Увеличение х 200 раз. 

 

 

Рисунок 3. Однодневный крысенок группы ХВУГ 

Очаговая пролиферация и гиперплазия астроцитов (справа). Иммуногистохимическое исследование с ис-

пользованием антител к GFAP. Увеличение х 400 раз. 

 

При исследовании уровня экспрессии каспазы-3 

обнаружено, что данная ключевая протеаза апоптоза 

незначительно экспрессируется у интактных живот-

ных в первые сутки после рождения, что, по-види-

мому, обусловлено только что перенесенным стрес-

сом рождения. То же самое можно сказать и об ин-

дексе пролиферации. Установлено, что у животных 

данной группы уровень экспрессии каспазы-3 можно 

охарактеризовать как умеренный. Число клеток, 

экпрессирующих данный маркер, в среднем состав-

ляет 15,7±0,3 экз. на ограниченном поле зрения. 

Средняя оптическая плотность цитоплазмы экспрес-

сирующих клеток – 0,149±0,004 усл. ед. Число про-

лиферирующих клеток в среднем составляет 12,3±0,4 

экз. на ограниченном поле зрения, оптическая плот-

ность их ядер – 0,233±0,003 усл. ед. в зеленой части 

спектра. Пролиферируют макроглиоциты, микро-

глиоциты, единичные эпендимоциты и эндотелио-

циты. 

В группе животных ХВУГ процессы клеточной 

гибели и пролиферации выражены гораздо сильнее. 

Уровень экспрессии каспазы-3 – 27,7±0,9 клеток на 

ограниченном поле зрения, средняя оптическая плот-

ность их цитоплазмы – 0,250±0,012 усл. ед. При 

оценке качественного состава позитивных по отно-

шению к данному маркеру клеток выявлено, что в 

ЗГПВМ каспаза-3 активна во всех клетках глиаль-

ного ряда и в нейронах.  

Мы наблюдали экспрессию каспазы-3 в отдале-

нии от субэпендимарного слоя нейронами подкорко-

вых образований (рис. 4). При оценке выраженности 

пролиферации установлено, что через сутки после 

смоделированной высокогорной гипоксии среднее 
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число пролиферирующих клеток на ограниченном 

поле зрения составляет 27,4±0,7 экз., оптическая 

плотность их ядер – (0,354±0,005) усл. ед. в среднем. 

При этом пролиферируют преимущественно эндоте-

лиоциты и единичные глиоциты (рис. 5). 

 

 

Рисунок 4. Однодневный крысенок группы ХВУГ 

Экспрессия caspase-3 (клон CPP32) нейронами подкорковых образований. Увеличение х 400. 

 

 

Рисунок 5. Однодневный крысенок группы ХВУГ 

Экспрессия Ki-67 (Ab-4, LabVision) глиоцитами и эндотелиоцитами. Выраженный цитотоксический отек. 

Увеличение х 1000. 

 

В современной литературе имеются сведения о 

замедлении дифференцировки нейронов коры под 

воздействием ХВУГ. Так, в эксперименте на живот-

ных обнаружено нарушение архитектоники коры и 

обилие в ней незрелых нейронов эмбрионального 

типа у потомков, подвергшихся внутриутробному 

воздействию хронической гипоксии [3]. Аналогич-

ные изменения, возникающие под воздействием 

ХВУГ, выявляли и в некоторых зонах гиппокампа 

[7]. Установлено также замедление темпов эмбрио-

нального развития нейронов Пуркинье мозжечка [4]. 

Таким образом, замедление формирования и 

дифференцировки глиального аппарата можно счи-

тать одним из патогенетических звеньев замедления 

развития головного мозга в целом под влиянием 

ХВУГ. 

Выводы 

Таким образом, основываясь на результатах про-

веденного исследования, можно утверждать, что воз-

действие хронической внутриутробной тяжелой ги-

поксии приводит к замедлению созревания и диффе-

ренцировки глиального аппарата, а именно макро-

глиоцитов головного мозга. Данную особенность 
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внутриутробного морфо- и эмбриогенеза макроглии 

можно считать одним из патогенетических звеньев в 

формировании последующего неврологического де-

фицита у детей, перенесших воздействие хрониче-

ской внутриутробной гипоксии. 
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