
HSP60 относится к группе белков теплового 
шока и находится, преимущественно, в митохон-
дриях клеток, участвуя, наряду с белком HSP10, 
в обеспечении правильной организации митохон-
дриальных белков в трехмерные молекулярные 
структуры [6]. Наряду с этим, белок HSP60 при-
нимает участие в регуляции процессов, связанных 
с апоптозом [11]. При апоптозе наблюдаются 
накопление HSP60 в цитозоле [8] и транслокация 
его к плазмолемме [11].

В нервной системе дисфункция и недоста-
точный синтез белка HSP60 приводят развитию 
нейродегенерации [5]. При различных нейроде-
генеративных процессах у человека и животных 
HSP60 был обнаружен в составе амилоидных 
телец — патологических структур, которым при-
писывают как нейрональное, так и глиальное про-
исхождение [1, 3]. Несмотря на интерес к белку 
HSP60, изучение его экспрессии при моделирова-
нии патологических процессов на лабораторных 
животных ограничено. Кроме того, отсутствие 
достаточных сведений о распределении HSP60 
в нейронах интактного мозга не позволяет в пол-

ной мере оценить его внутриклеточную локализа-
цию в экспериментальных условиях.

В связи с этим цель настоящей работы состоя-
ла в определении локализации белка HSP60 в ней-
ронах и глиоцитах продолговатого мозга крысы с 
использованием методов иммуногистохимии.

Матери а л  и  ме т о ды .  Работа выполнена на половоз-
релых крысах-самцах линии Вистар массой 200–250 г (n=7) 
в соответствии с «Правилами проведения работ с исполь-
зованием экспериментальных животных» (приказ № 755 от 
12.08.1977 г. МЗ СССР). Образцы головного мозга фиксиро-
вали в смеси цинк-этанол-формальдегида по описанной ранее 
методике [2], после чего обезвоживали и заливали в парафин 
стандартным способом. Для выявления белка HSP60 приме-
няли кроличьи поликлональные антитела (Spring Bioscience, 
США) в разведении 1:200. Перед постановкой реакции про-
водили тепловое демаскирование антигена в модифицирован-
ном цитратном буфере pH 6,1 (S1700, Dako, Дания). В каче-
стве вторичных реагентов использовали HRP Conjugate из 
набора Reveal Polyvalent HPR DAB Detection System (Spring 
Biosciences, США). Продукт иммуноцитохимической реак-
ции визуализировали, используя рабочий раствор 3,3’-диа-
минобензидина, приготовленный из набора реагентов DAB+ 
(Dako, Дания). После постановки иммуноцитохимической 
реакции часть срезов докрашивали гематоксилином Джилла 
с последующим подсинением в щелочной воде. Анализ полу-
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ченных препаратов и фотосъемку выполняли, используя 
микроскоп Leica DM750 и цифровую фотокамеру ICC50 
(Leica, Германия).

Ре з у л ь т а ты  и с с л е д о в а н и я .  Проведение 
иммуноцитохимической реакции на белок HSP60 
показало ее высокую селективность. Просветы 
кровеносных сосудов и содержимое полости 
желудочка были иммунонегативны. Внутренний 
отрицательный контроль (участки белого веще-
ства, содержащие миелиновые нервные волок-
на, и соединительнотканные компоненты стромы 
сосудистого сплетения) были неокрашены, тогда 
как нейроны и глиоциты, а также структуры ней-
ропиля характеризовались наличием мелкозерни-
стого иммунопозитивного материала. В цитоплаз-
ме крупных нейронов концентрация окрашенных 
структур была выше, чем в окружающем ней-
ропиле (рисунок, а). Часть гранул формировали 
небольшие по протяженности цепочки (2–3 мкм) 
в цитоплазме нейронов.

Наиболее интенсивная реакция на HSP60 
наблюдалась в эпендиме IV желудочка головно-
го мозга (см. рисунок, б). При этом, в клетках 
эпителия сосудистого сплетения интенсивность 
реакции была существенно ниже. Глиоциты бело-
го вещества продолговатого мозга (астроциты и 

олигодендроциты) содержали в перинуклеарной 
цитоплазме небольшое число интенсивно окра-
шенных иммунопозитивных гранул.

Субплазмолеммального накопления иммуно-
позитивных структур в клетках изученных препа-
ратов отмечено не было. За исключением эпенди-
моцитов, в которых из-за высокой интенсивности 
реакции не всегда можно было различить струк-
турированность цитоплазматической реакции на 
HSP60, во всех изученных клетках и нейропиле 
продукт реакции всегда был мелкогранулярным, 
четко структурированным. Гомогенно окрашен-
ные клетки в изученном материале отсутствовали.

Об с уж д е н и е  п о л у ч е н ны х  д а н ны х . 
Первые упоминания о присутствии белка HSP60 
в стволе мозга относятся к 1998 г. [10]. В про-
долговатом мозгу крыс белок HSP60 был выявлен 
с помощью иммуноблоттинга и продемонстри-
рована динамика его изменения в постнатальном 
онтогенезе [9, 10]. В проведенном иммуноги-
стохимическом исследовании отмечен факт при-
сутствия белка HSP60 в нейронах ствола мозга 
крысы, но не представлены изображения HSP60-
иммунопозитивных клеток, не дано описание 
характера распределения продукта реакции [10].
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Нейрон продолговатого мозга крысы (а) и участок стенки IV желудочка (б).

Стрелка — эпендима; звездочка — полость желудочка; СС — сосудистое сплетение. Иммуноцитохимическая реакция на белок HSP60

а б
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Результаты данного исследования свидетель-
ствуют о том, что для белка HSP60 характерно 
дискретное распределение в цитоплазматических 
структурах нейронов и глиоцитов. В крупных ней-
ронах, благодаря локальной аккумуляции HSP60, 
можно проследить линейные структуры, которые, 
вероятно, являются митохондриями. Электронно-
микроскопические исследования [7] показывают, 
что в пределах митохондрий наблюдается нерав-
номерность в распределении HSP60. Вероятно 
поэтому реакция на HSP60 не позволяет четко 
визуализировать весь митохондриальный аппарат 
изучавшихся нами клеток, хотя отдельные струк-
туры, по размерам соответствующие митохондри-
ям, могут быть определены.

Важным наблюдением является отсутствие 
цитозольной реакции в нейронах и глиоцитах 
продолговатого мозга. Этот факт является осно-
ванием для использования реакции на HSP60 
в комплексных исследованиях апоптоза нервных 
клеток, поскольку при нем должно происходить 
накопление цитозольного HSP60 [8] и смещение 
иммунопозитивного продукта к плазмолемме [11].

Высокая концентрация митохондриального 
белка HSP60 в эпендимоцитах, в сравнении с ней-
ронами и эпителием сосудистого сплетения, не 
может быть объяснена бóльшим развитием мито-
хондриального аппарата, поскольку это не согла-
суется с данными электронно-микроскопических 
исследований [4]. Имеющиеся сведения о взаимо-
связи накопления внемитохондриального HSP60 
с процессом секреции в клетках гипофиза и под-
желудочной железы [7] позволяют предположить, 
что белок HSP60 в эпендиме в норме необяза-
тельно связан с митохондриями. Он необходим и 
для участия в секреторных процессах на уровне 
ликвороэнцефалического барьера.

Таким образом, в продолговатом мозгу крысы 
белок HSP60 присутствует только в клетках. 
Вне клеток у интактных животных этот белок 
отсутствует. Характер распределения иммунопо-
зитивного продукта в цитоплазме крупных ней-
ронов (мелкогранулярный продукт без тенденции 
к концентрации вблизи плазмолеммы) позволяет 
использовать реакцию на белок HSP60 с целью 
определения его накопления в цитозоле и переме-
щения к плазмолемме — явлений, предшествую-
щих гибели клетки.

Работа выполнена при поддержке Российского научного 
фонда (проект № 14-15-00014).
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MITOCHONDRIAL HSP60 PROTEIN 
IN THE CELLS OF THE RAT BRAINSTEM

D. E. Korzhevskiy1, 2, V. V. Gusel’nikova1, I. P. Grigoriyev1, 
O. V. Kirik1

HSP60 protein belongs to the group of heat shock proteins 
(HSP) and is located mainly in the mitochondria. In the nervous 
system, dysfunction and inadequate synthesis of HSP60 cause 
the neurodegeneration. The purpose of this work was an immu-
nohistochemical study of the localization of HSP60 protein in 
rat brainstem neurons and glial cells. The study was performed 
on adult male Wistar rats weighing 200–250 g (n=7). The results 
obtained show a discrete distribution of HSP60 protein in cyto-
plasmic structures of neurons and glial cells. In large neurons, 
due to local accumulation of HSP60, it was possible to trace 
small structures that probably represented the mitochondria. An 
important observation was the lack of the cytosolic reactions in 
neurons and gliocytes of the medulla oblongata. This fact is the 
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basis for the use of reaction demonstrating HSP60 in the complex 

studies of nerve cell apoptosis, since apoptosis should be accom-

panied by cytosolic HSP60 accumulation and the displacement of 

the immunopositive product to plasma membrane.

Key words: HSP60, immunohistochemistry, brainstem
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Том 151. № 2 КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

Детский возраст представляет собой «стра-
тегический» этап жизни, закономерно опреде-
ляющий ее дальнейшее качество и позволяющий 
прогнозировать вероятность дальнейшего разви-
тия [3]. Текущая частота сердечных сокращений 
(ТЧСС) — один из основных параметров оценки 
функционального состояния организма, однако 
выраженность сдвигов ТЧСС может быть оце-
нена только при точном знании должного числа 
сердечных сокращений (ДЧСС). Разброс ДЧСС, 
по данным литературы, достаточно велик [2]. При 
исследовании ТЧСС у детей следует ориентиро-
ваться не на возраст ребенка, а на длину и массу 
его тела, прямо определяющих уровень ДЧСС [6].

Целью данной работы являлось определение 
особенностей должного числа сердечных сокра-
щений (ДЧСС) у детей периода «первое детство», 

относящихся к Северо-Кавказскому региону 
России.

Матери а л  и  ме т о ды .  Были использованы данные 
длины и массы тела 100 детей (50 девочек и 50 маль-
чиков) в возрасте 6,1±0,4 года (кабардинцев и балкар-
цев). Исследования проводили на базе детского сада № 1 
г. п. Чегем, Кабардино-Балкарской Республики. На данное 
исследование получено разрешение этического комитета 
)№ 49 ль 24.03.2017 г.). ДЧСС и площадь поверхности тела 
определяли по формулам, разработанным Ю. Р. Шейх-заде 
[4, 5]. Цифровой материал обработан методом вариационной 
статистики в рамках программы Microsoft Excel.

Ре з у л ь т а ты  и с с л е д о в а н и я .  Проведен-
ный статистический анализ не выявил значи-
мых различий в значениях ДЧСС между груп-
пами мальчиков (77,4±0,5 мин–1) и девочек 
(78,2±0,6 мин–1). Значения площадей поверхности 
тела у мальчиков и у девочек также значимо 
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более у половины обследованных детей.
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