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ВОЗРАСТНЫЕ РАЗЛИЧИЯ В ИЗМЕНЕНИИ ЦИТОФЕНОТИПОВ МИКРОГЛИАЛЬНЫХ  
КЛЕТОК ЧЕРНОЙ СУБСТАНЦИИ МОЗГА КРЫС, ВЫЗЫВАЕМЫХ  
СТЕРЕОТАКСИЧЕСКИМ ВВЕДЕНИЕМ БАКТЕРИАЛЬНОГО ЭНДОТОКСИНА* 
 
Для количественной характеристики морфологии микроглиоцитов черной субстанции мозга крыс линии Вистар 
разного возраста в норме и в ответ на стереотаксическое введение в эту область липополисахарида определяли их 
фрактальную (дробную) размерность и некоторые традиционные морфометрические показатели: общая длина 
ветвей, число конечных ветвей и точек ветвления, площадь ядра и цитоплазмы. На основе этих количественных 
критериев предложена классификация из 4 микроглиоцитарных цитофенотипов. Показано достоверное различие  
в соотношении цитофенотипов у молодых (4 недели) и старых (32 недели) крыс как в норме, так и после введения 
в черную субстанцию липополисахарида. Только у старых животных введение эндотоксина вызывало гибель ней-
ронов и интенсивное нейровоспаление с появлением фагоцитирующих форм микроглиоцитов. 
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Микроглиоциты (резидентная для нервной ткани форма клеток миеломоноцитарного ряда) – 

один из главных эффекторов врожденного иммунитета, опосредующих воспалительные реакции  
в центральной нервной системе (ЦНС). Микроглиоциты реагируют на действие широкого спектра 
факторов, таких как патогены [1-3], стресс [4; 5], травмы [6-8] быстрым изменением клеточного ме-
таболизма [9; 10] и градуальным изменением своей морфологии [11-13]. В зависимости от интенсив-
ности активации микроглиоциты могут оказывать нейропротективный или цитотоксический эффект. 

Одной из актуальных проблем современной нейроморфологии является поиск морфологиче-
ских коррелятов различных функциональных состояний микроглиоцитов. Затруднения в такого рода 
исследованиях вызваны отсутствием единой, согласованной классификации микроглиальных цито-
фенотипов. В зависимости от поставленных задач исследователи используют классификационные 
системы из двух, трех или четырех параметров [14-16]. Отсутствие стандартной классификации, раз-
мытость морфологических и морфометрических критериев, лежащих в основе выделения категори-
альных групп, зачастую делают невозможным проведение сравнительного анализа описаний глиаль-
ных реакций в экспериментах, проведенных разными авторами.  

Мы предлагаем для количественной характеристики морфологии различных групп микроглио-
цитов наряду с традиционными морфометрическими показателями (общая длина отростков, число 
конечных ветвей и точек ветвления, площадь клетки) определять их фрактальную (дробную) размер-
ность. Отростчатые клетки обладают свойствами фракталов и характеризуются масштабной инвари-
антностью, или самоподобием. Считается, что паттерн заполняющих пространство ветвящихся фрак-
тальных (дробных) биологических структур оптимален для выполнения функций распределения по-
тока информации внешней среды в организме животного [17; 18]. Морфология покоящегося микро-
глиоцита подчиняется определенному повторяющемуся биологическому алгоритму: от клеточного 
тела отходят отростки первого порядка, которые, в свою очередь, неоднократно повторно ветвятся. 
Можно предполагать, что фрактальная морфология микроглии оптимизирована для выполнения их 
основной функции – мониторинга межклеточной среды на наличие потенциально опасных факторов. 

Квазифрактальные биологические структуры могут быть количественно охарактеризованы пу-
тем определения фрактальной размерности – показателя заполнения пространства фрактальной 
структурой (в частности, ветвящимися отростками клеток) и меры сложности пространственной ор-
                                                   
* Работа выполнена в рамках государственного задания Министерства образования и науки Российской Феде-
рации по теме «Патофизиологические механизмы функциональных и нейродегенеративных нарушений цен-
тральной нервной системы» и гранта РФФИ № 10-04-00246-а «Возрастные изменения в экспрессии микрогли-
альных провоспалительных белков и нейронального шаперона GRP78 как предрасполагающие факторы болез-
ни Паркинсона». 
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ганизации этой структуры. Ранее определение фрактальной размерности было успешно применено 
для характеристики морфологии и классификации нейронов мозга и ганглиозных клеток сетчатки 
млекопитающих [19-22]. 

Использование фрактального метода в описании изменяющейся морфологии микроглиоцитов  
в ответ на воздействие стимулирующих факторов позволяет предложить универсальный и объектив-
ный критерий классификации микроглиоцитарных фенотипов, что, в свою очередь, позволит описы-
вать качественно различающиеся стадии нейровоспалительного процесса при помощи количествен-
ных параметров. Такой подход может оказаться весьма полезным при оценке возрастзависимых осо-
бенностей реагирования микроглиального микроокружения на повреждающие стимулы, которые ле-
жат в основе нейродегенеративных заболеваний, развивающихся с возрастом. 

Старение – основной фактор риска для большинства нейродегенеративных заболеваний. Есть 
основания полагать, что возрастзависимые изменения морфофункциональных свойств микроглиоци-
тов могут оказывать значительное влияние на развитие дисфункции нейронов и последующую ней-
родегенерацию [23; 24]. Для проверки этого предположения мы исследовали изменение соотношений 
микроглиоцитарных фенотипов молодых (4 недели) и старых (32 недели) крыс в области черной суб-
станции мозга в норме и после стереотаксического унилатерального введения в нее бактериального 
липополисахарида (ЛПС). 
 
Материалы и методы исследований 
 

Исследование проведено на 32 крысах-самцах линии Вистар весом от 150 до 280 грамм, кото-
рые содержались в стандартных условиях с соблюдением правил проведения работ с использованием 
экспериментальных животных, утвержденных приказами МЗ СССР № 1045 от 06.04.1973 г., № 1179 
от 10.10.1983. Контрольным животным (8-ми молодым в возрасте 4 недель и 8-ми старым, в возрасте 
32 недель) при помощи стереотаксической установки инъецировали в область черной субстанции  
2 мкл стерильного физраствора. Животным двух экспериментальных групп – молодым и старым 
(по 8 крыс в каждой группе) – аналогичным образом вводили по 2 мкл раствора липополисахарида 
(Echeria coli). Введение растворов в область черной субстанции производили по следующим коорди-
натам: 5,2 мм каудальней брегмы, 2,0 мм латеральней осевого шва, на глубину 7,2 мм относительно 
твердой оболочки мозга.  

Спустя 2 недели после введения растворов в мозг ткани животных контрольных и эксперимен-
тальных групп фиксировали транскардиальной перфузией 4 % параформальдегида и отбирали мозг 
для иммуногистохимического исследования. Мозг выдерживали в 10 %-ном растворе сахарозы, гото-
вили криостатные срезы толщиной 14 мкм. Для иммуногистохимического окрашивания использовали 
антитела против тирозингидроксилазы (мышиные IgG, 1:2000; Chemicon, Temecula, CA) и CD11b 
(мышиные IgG, 1:1000; Santa Cruse, USA). Для визуализации локусов связывания первых антител ис-
пользовали вторые биотилированные антимышиные антитела осла (в разведении 1:200) (BA2001; 
Vector Laboratories, Burlingame, CA) и авидин-биотин-пероксидазный комплекс (ABC Elite; Vector 
Laboratories, Burlingame, CA).  

Морфометрический анализ нервных и глиальных клеток в области черной субстанции прово-
дили на коронарных срезах на стороне введения раствора и противоположной стороне мозга, которая 
рассматривалась как контроль. Обсчитывался каждый пятый срез, средние значения представлялись в 
процентном выражении относительно контрольных, которые принимались за 100 %. Фрактальная 
размерность изображений определялась методами разбиения на квадраты (box-counting) и информа-
ционной размерности (information dimension) для выборок из 10 клеток каждого класса. Значение ла-
кунарности определяли в программе ImageJ 1.20 (National Instituties of Health, USA) при помощи пла-
гина FracLac (Audrey Karperin, Charles Sturt University). 

Статистический анализ данных проводили с использованием программы Statistica 10.0. Разли-
чия в количестве клеток и интенсивности экспрессии иммунореактивного сигнала между группами 
животных анализировали посредством использования метода двухфакторного дисперсионного ана-
лиза (ANOVA). 
 
Результаты и их обсуждение 
 

Подсчет нейронов, иммунореактивных к тирозингидроксилазе, в черной субстанции мозга у жи-
вотных разного возраста через неделю после введения в эту область эндотоксина показал достоверное 
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падение их количества по сравнению с контрольной стороной мозга лишь в группе старых животных 
(56,7±12,4 %, Р < 0,01). Количество микроглиальных клеток в черной субстанции старых животных 
контрольной группы достоверно превышало таковое у молодых (на 186,8±24,8 %). Введение ЛПС ин-
дуцировало микроглиоз как у молодых (+68,4±14,8 %), так и старых крыс (+94,5±15,6 %), однако у ста-
рых животных этот рост был достоверно выше (Р < 0,01). Помимо ЛПС-индуцированного увеличения 
количества микроглиальных клеток значительно менялось соотношение их морфологических типов.  

Для описания последних мы провели морфометрическое исследование иммунопозитивных  
к CD11b микроглиоцитов, в ходе которого подсчитывалось количество отростков, их разветвлений, из-
мерялись площади цитоплазмы и ядер, а также определялись средние значения фрактальной размерно-
сти нейронов каждой исследованной группы. Подсчет показал, что значения фрактальной размерности 
колебались в диапазоне от одной до двух единиц. Между этими целыми числами размерности на соот-
ветствующей шкале в порядке увеличения располагались средние значения фрактальной размерности 
(Df) анализируемых микроглиоцитов. Значения фрактальной размерности на гистограммах, определен-
ные методами разбиения на квадраты (Dbox), и информационной размерности (Dinf), а также площади 
клетки и общей длины отростков позволили выделить 4 основных фенотипических типа.  

Первая клеточная группа (цитофенотип А), аналогичная описанной в литературе как «покоя-
щаяся микроглия», характеризовалась незначительным количеством отростков (8,2±4,4) и небольшим 
количеством ветвлений (12,4±5,4 бифуркаций на клетку). В эту группу включались микроглиоциты  
с фрактальной размерностью в диапазоне от 1,5 до 1,7 условных единиц. Вторая микроглиоцитарная 
группа (цитофенотип Б) по морфологическим характеристикам оказалась сходной с описанным ранее 
некоторыми авторами типом «премированных микроглиоцитов». Для них характерно достоверно 
увеличение количества отростков и разветвлений относительно «покоящейся микроглии» на 
67,5±8,4 % и 94,4±12,6 % соответственно. Площадь ядер и цитоплазмы микроглиоцитов в этой группе 
по сравнению с цитофенотипом А также достоверно выше (на 48,6±18,4 % и 56,5±15,7 % соответст-
венно). В эту группу включались клетки с фрактальной размерностью в диапазоне от 1,7 до 2 единиц. 
Третья микроглиальная группа, или «реактивная микроглия» (цитофенотип С), отличается дальней-
шим нарастанием площадей цитоплазмы и ядра относительно покоящейся микроглии (на 54,6±16,1 % 
и 66,5±12,4 % соответственно), но значительной редукцией количества отростков и бифуркаций от-
носительно клеток с цитофенотипом Б. Эту группу характеризует диапазон фрактальной размерности 
от 1,3 до 1,5 единиц. В четвертую группу вошли клетки, аналогичные ранее описанной «фагоцити-
рующей» форме микроглиоцитов (цитофенотип Д). Эти клетки характеризуются либо редкими ко-
роткими неветвящимися отростками, либо их полным отсутствием. На фрактальной шкале они зани-
мали интервал от 1 до 1,2 единиц. 

Анализ соотношения различных типов в исследуемых группах животных продемонстрировал 
следующую тенденцию. У молодых животных доминирует А-цитофенотип, свойственный для «по-
коящейся микроглии». Введение ЛПС вызывает не только увеличение абсолютного количества мик-
роглиоцитов, но и достоверное нарастание микроглиоцитов с Б-цитофенотипом (от 4,2±1,1 % в кон-
троле до 46,8±2,2 % после введения ЛПС). Важно отметить, что у молодых животных ни в норме, ни 
после интранигрального введения ЛПС не обнаруживаются С- и Д-микроглиоциты. Сопоставляя это 
наблюдение с данными об отсутствии в области черной субстанции ЛПС-индуцированных нейроде-
генеративных изменений, логично полагать, что функциональная активность Б-микроглии носит ре-
паративный характер. 

Исследование мозга старых животных продемонстрировало наличие в контрольной группе всех 
идентифицированных микроглиальных цитофенотипов с относительным преобладанием Б- и  
С-микроглии (36,5±13,2 % и 32,9±15,6 % от общего количества соответственно). С учетом того, что 
помимо этих клеток в черной субстанции присутствовали Д-микроглиоциты (8,4±8,2 %), можно 
предположить, что даже в отсутствие действия экзогенного инфламогена нервная ткань черной суб-
станции находится в состоянии воспаления. Вероятно, в исследованной ткани еще сохраняется ба-
ланс репаративных и продегенеративных популяций микроглиоцитов. Логично полагать, что допол-
нительное воздействие на эту систему эндотоксина способно сместить баланс в сторону цитофеноти-
пов, индуцирующих дегенеративные изменения в нейронах. Действительно, введение ЛПС в черную 
субстанцию мозга старых животных ведет к достоверному увеличению С- и Д-микроглиоцитов отно-
сительного старых контрольных крыс (на 42,8±14,6 % и 12,7±9,1 % соответственно).  
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Таким образом, мы обнаружили, что черная субстанция мозга старых животных содержит по-
вышенное количество активированных микроглиоцитов. Такое состояние облегчает индукцию ней-
родегенеративных изменений в ответ на введение бактериального эндотоксина. Анализ соотношения 
четырех основных микроглиальных фенотипов позволяет судить о характере воспалительного про-
цесса в черной субстанции мозга. 
 
Заключение 
 

Количество микроглиальных клеток в области черной субстанции старых животных достовер-
но выше, чем у молодых животных. Стереотаксическое введение в эту область бактериального эндо-
токсина вызывает различные биологические эффекты. У старых животных на фоне преобладания 
провоспалительных С- и Д-цитофенотипов индуцируется гибель нейронов, тогда как у молодых до-
минирует В-цитофенотип, вероятно обладающий репаративным действием на нейроны. Использо-
ванный нами для характеристики различных цитофенотипов показатель фрактальной размерности 
дает адекватную количественную оценку качественных изменений морфологии микроглиоцитов.  
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E.S. Zakolukina, O.A. Vegeeva, K.A. Tykmacheva, V.G. Sergeev 
AGE DIFFERENCES IN THE RATIO OF MICROGLIA PHENOTYPE IN THE SUBSTANTIA NIGRA  
OF RATS IN RESPONSE TO LIPOPOLYSACCHARIDE ADMINISTRATION  
 
Measurements of fractal dimension and some morphometric parameters (total length of branches, number of terminal 
branches, number of branching points, and cell area) were used for the quantification of morphological patterns of mi-
croglia in rats substantia nigra at two different age (4 and 32 weeks) in response to stereotactic administration of lipopo-
lysaccharide (LPS). A microglial phenotype classification based on these quantitative criteria was proposed. There is 
the significant difference in the phenotype ratio in young and old animals in normal state and after LPS injection. 
Administration of endotoxin caused neuronal death and neuroinflammation with phagocytic phenotype of microglia 
only in old animals. 
 
Keywords: microglial phenotype, neuroinflammation, aging, neurodegeneration. 
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