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MORPHOLOGICAL CHANGES 
AND SERINE RACEMASE EXPRESSION 
IN RAT HIPPOCAMPUS UNDER COMBINED 
STRESS CONDITION

A. V. Smirnov1, 3, N. V. Grigorieva1, M. R. Ekova1, 
M. V. Schmidt1, 3, D. S. Mednikov1, I. N. Tyurenkov2, 
D. V. Kurkin2, Ye. V. Volotova2

Structural changes and serine racemase expression in the ven-
tral hippocampus in response to combined stress were studied 
in 12- and 24-month-old rats. Four groups of 10 animals each 
were used: group 1 — control rats aged 12 months; group 2 — 
control rats aged 24 months; group 3 — rats aged 12 months that 
underwent 30-minute stress daily during 7 days; group 4 — rats 
aged 24 months that underwent similar stress. The stress was 
modeled in a special chamber consisting of 6 isolated compart-
ments of equal volume which allowed combination of different 
stress-inducing factors (pulsating bright light, noise, vibration). 

In experimental animals, the stress resulted in an increase of the 
proportion of shrunken hyperchromatic neurons in the CA3 area, 
decreased density of neurons in the ventral hippocampus, as well 
as pericellular edema, vacuolization of cytoplasm, decreased 
expression of serine racemase in the neuropil of radial layer of 
CA1 and CA3. It was concluded that stress produced pronounced 
changes in pyramidal neurons of CA3 in the ventral hippocampus 
, combined with reduction of serine racemase expression in the 
dendrites of radial layers of CA1 and CA3, which is regarded as 
a sign of disturbance of NMDA-dependent neurotransmission in 
the hippocampus.
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Мозжечок является центральной структурой 
головного мозга, ответственной за двигатель-
ную активность и когнитивные навыки [12–14]. 
Известно, что с возрастом происходят нарушения 
этих важнейших функций, которые сопровожда-
ются гибелью клеток [4, 5, 11], а потому данные 
о структурных изменениях, происходящих в моз-

жечке при старении, представляют исключитель-
ный интерес.

На протяжении многих лет одним из важней-
ших морфологических признаков старения клеток 
человека считается накопление в их цитоплаз-
ме гранул липофусцина [15]. Этот липопигмент, 
впервые описанный Р. Вирховым еще в 1847 г., 
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Липофусцин является общепризнанным внутриклеточным маркером старения. Цель настоящего исследования состояла 
в установлении топографических особенностей распределения скоплений гранул липофусцина в коре мозжечка. Пигмент 
выявляли, используя его свойство автофлюоресцировать, на срезах коры мозжечка у людей (n=25, возраст 20–89 лет) 
с помощью флюоресцентной микроскопии. Анализ препаратов показал наличие в различных слоях коры мозжечка гранул 
липофусцина, обладающих преимущественно желто-зеленой автофлюоресценцией. Выявлено, что с возрастом появляется 
тенденция к увеличению количества этих гранул и их размеров. Обнаружено, что липофусцин накапливается в слоях коры 
мозжечка неравномерно — заметнее в клетках Пуркинье; при этом с возрастом происходит изменение локализации липо-
фусцина — от перинуклеарного к месту отхождения отростков.

Ключевые слова: липофусцин, кора мозжечка, человек, флюоресцентная микроскопия



26

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ Морфология. 2016

до настоящего времени привлекает внимание мно-
гих исследователей, так как сохраняются проти-
воречия в данных о химическом составе, источни-
ках и механизмах его образования, неоднозначны 
и сведения о роли липофусцина в процессах вну-
триклеточного обмена. Наличие незначительного 
числа исследований липофусцина, выполненных 
на мозжечке человека с помощью современных 
методических подходов, отсутствие системного 
анализа как в возрастном аспекте, так и при пато-
логии, обусловливают необходимость проведения 
дальнейших исследований накопления этого пиг-
мента в нейронах головного мозга человека.

Цель настоящего исследования — установле-
ние топографических особенностей распределе-
ния скоплений гранул липофусцина в коре моз-
жечка человека.

Матери а л  и  ме т о ды .  В работе использованы блоки 
с фрагментами коры мозжечка человека (n=25, возраст 
20–89 лет) из архива лаборатории функциональной мор-
фологии центральной и периферической нервной системы 
Института экспериментальной медицины. Причиной смерти 
были: черепно-мозговая травма различной давности (от 6 сут 
до 3,5 мес, n=13), сердечно-сосудистые заболевания (n=6), 
острая массивная кровопотеря (n=4), другие причины (n=2). 
Материал был фиксирован в цинк-этанол-формальдегиде 
[2], обезвожен и залит в парафин по общепринятой мето-
дике. Из полученных блоков готовили срезы толщиной 
7 мкм. Для лучшей ориентации в структурах коры мозжечка 
срезы докрашивали ядерным флюоресцентным красителем 
4΄,6-диамидино-2-фенилиндола дигидрохлоридом (DAPI) 
в разведении 1:100 из набора SelectFX® Nuclear Labeling 
Kit (Invitrogen, США). Препараты исследовали под микро-
скопом Leica DM2500, оснащенным системой фильтров 
флюоресценции от 340 до 560 нм; фотосъемку выполняли 
с помощью фотокамеры Leica DFC420 (Германия). В ком-
плект блок-системы фильтров входили: возбуждающий 
фильтр ВР=340–380 нм (первый — «А»); возбуждающий 
фильтр ВР=450–490 нм (второй — «I3»); возбуждающий 
фильтр ВР=515–560 нм (третий — «N2,1»). Изображения 
получали путем совмещения исходных фотографий, снятых 
при использовании первого («А») и второго («I3») фильтров 
с подавлением фоновой автофлюоресценции в зеленом диапа-
зоне видимого света. Измерение гранул липофусцина прово-
дили с использованием программы LASEZ (Leica, Германия).
Для подтверждения принадлежности регистрируемой 

автофлюоресценции липофусцину проводили контрольную 
окраску суданом черным (Chemapol, Чехия) по Герксгеймеру 
[3]. Корреляцию между возрастом и количеством липо-
фусцина (выраженном в баллах) определяли с помощью 
вычисления коэффициента корреляции, используя програм-
мы BioStat Professional 2009 (США), различия считали зна-
чимыми при P<0,05.

Р е з у л ь т а ты  и с с л е д о в а н и я .  Анализ 
препаратов, исследованных с применением всех 
трех фильтров, показал наличие в различных 
слоях коры мозжечка гранул, обладающих пре-
имущественно желто-зеленой автофлюоресцен-
цией (рисунок), размером 0,3–1,7 мкм.

При этом свечение окрашенных DAPI ядер 
клеток наблюдалось только в сине-фиолетовом 
диапазоне видимого света. Окраска препара-
тов суданом черным выявила подавление авто-
флюоресценции обнаруженных гранул. В срезах 
головного мозга у людей молодого возраста эти 
гранулы встречались редко. Они располагались 
небольшими скоплениями на границе молекуляр-
ного слоя и слоя клеток Пуркинье (КП), в пери-
васкулярных клетках около мелких кровеносных 
сосудов в зернистом слое и белом веществе, в еди-
ничных КП в виде мелкогранулярных скоплений 
в перинуклеарной части цитоплазмы. С возрастом 
была обнаружена тенденция к увеличению коли-
чества этих гранул и их размеров (r=0,97, P<0,05). 
Они располагались диффузно в виде многочис-
ленных крупных скоплений в зернистом слое, 
на границе молекулярного и слоя КП, в белом 
веществе как периваскулярно, так и между нерв-
ными волокнами. Практически во всех КП они 
заполняли бóльшую часть перинуклеарной цито-
плазмы, а также зачастую обнаруживались у мест 
отхождения отростков. При этом светло-желтая 
автофлюоресценция пигмента у людей старшего 
возраста приобретала оранжево-желтую окраску.

Об с уж д е н и е  п о л у ч е н ны х  д а н ны х . 
Проведение флюоресцентной микроскопии позво-
лило установить, что обнаруженные в различ-
ных слоях коры мозжечка гранулы состоят из 
липофусцина, поскольку они обладают авто-
флюоресценцией, индуцируемой как ультрафио-
летовой, так и коротковолновой частью видимого 
света. Несмотря на то, что автофлюоресценция 
регистрируется в большей части видимого диа-
пазона, максимальная флюоресценция отмечается 
в желто-зеленой части спектра. Широта спектра 
эмиссии, а также большая интенсивность излуче-
ния в желтой области видимого света подтверж-
дают, что эти гранулы являются липофусцином, 
а не формалиновым пигментом, меланином или 
гемосидерином, которые не обладают подобной 
авто  флюоресценцией [7]. Результаты окраски 
суданом черным показали, что автофлюоресцен-
ция после окраски подавляется. Этот факт сви-
детельствует о липофильности выявляемого пиг-
мента, которая свойственна именно липофусцину.

В ходе настоящего исследования обнаружено, 
что липофусцин накапливается в слоях коры моз-
жечка неравномерно, что, скорее всего, связано 
с функциональными и метаболическими особен-
ностями различных клеточных популяций данной 
структуры головного мозга. При этом наиболее 
заметным оказалось накопление липофусцина 
с возрастом в КП, что можно объяснить высоким 
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уровнем энергетического обмена, харак-
терного для этих клеток [6].

При проведении данного исследова-
ния не была обнаружена зависимость 
накопления липофусцина от причи-
ны смерти (в том числе и в результате 
черепно-мозговой травмы). Однако во 
всех исследованных случаях сохраня-
лась возрастная зависимость накопления 
липофусцина. При этом существенное 
увеличение количества липофусцина 
в коре мозжечка происходит в период 
45–50 лет.

Примененный в настоящей работе 
способ выявления липофусцина не позво-
лил достоверно определить типовую при-
надлежность большинства содержащих 
его клеток (за исключением КП). Вместе 
с тем, отчетливое идентифицируемые 
морфологические особенности ядер и 
расположение этих клеток свидетель-
ствуют о том, что основная часть из 
них — глиоциты. Высокое содержа-
ние липофусцина в глиальных клетках 
(микроглиоцитах и астроцитах) может 
свидетельствовать об их непосредствен-
ном участии в катаболизме пигмента, 
освобождаемого из гибнущих нейронов 
[9].

Очевидно, что внутриклеточное 
накопление липофусцина играет боль-
шую роль в механизмах старения нерв-
ной системы, поскольку скопление боль-
ших количеств этого пигмента наносит 
ощутимый ущерб клетке, оттесняя цито-
плазматические органеллы, ухудшая или 
блокируя диффузионные и транспорт-
ные процессы, снижая эффективность 
метаболизма [8, 10]. В частности, изме-
нение локализации липофусцина с воз-
растом — от перинуклеарного к поляр-
ному расположению в дендритах и аксон-
ных холмиках, а также скопление здесь 
больших его количеств — затрудняет 
внутриклеточный транспорт, приводя 
в итоге к дегенерации и утрате клеточных 
отростков, что может являться одним из 
механизмов потери значительного числа 
КП при старении [1, 16].

Липофусцин в коре мозжечка человека.

а — общий вид коры мозжечка. МС — молекулярный слой коры мозжечка; ЗС — зернистый слой коры мозжечка; клетка Пуркинье 
(стрелка); скопление гранул липофусцина в её цитоплазме (две стрелки); б — участок зернистого слоя коры мозжечка; в — участок 
белого вещества. Ядра клеток окрашены селективным ДНК-связывающим красителем 4΄,6-диамидино-2-фенилиндола дигидрохлори-
дом (DAPI, синяя флюоресценция); липофусцин — желто-зеленая автофлюоресценция.

а

б

в
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Таким образом, настоящее исследование 
позволило получить новые данные о распреде-
лении липофусцина в коре мозжечка человека 
и подтвердить связь накопления этого пигмен-
та с возрастом. Обнаруженное изменение цвета 
автофлюоресценции липофусцина у людей 
стар  шей возрастной группы требует уточнения 
с ис пользованием других методических подходов.

Работа выполнена при поддержке гранта Российского 
научного фонда (проект № 14-15-00014).
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DISTRIBUTION OF LIPOFUSCIN 
IN HUMAN CEREBELLAR CORTEX

Ye. G. Sukhorukova, Ye. G. Gilerovich, M. A. Syrtsova, 
A. D. Novikova, D. E. Korzhevskiy

Lipofuscin is a recognized intracellular marker of aging. The 
purpose of this study was to establish the topographic pattern 
of distribution of lipofuscin granule clusters in the cerebellar 
cortex. With the use of fluorescence microscopy The pigment 
was demonstrated due to its property of autofluorescence, in the 
sections of human cerebellar cortex (n=25, age 20–89 years). 
The analysis of preparations showed the presence of lipofuscin 
granules, predominantly with yellow-green autofluorescence, 
in different layers of the cerebellar cortex. A tendency of these 
granules to increase in number and sizes with age was detected. 
Lipofuscin was found to accumulate in the layers of cerebellar 
cortex unevenly. Most pronounced lipofuscin clusters were seen 
in the Purkinje cells, where a shift of its intracellular localization 
from perinuclear to the site of the processes’ origin was observed.

Key words: cerebellar cortex, lipofuscin, man, fluorescence 
microscopy
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