
Ишемическое посткондиционирование (ИП) — 
один из малоизученных способов эндо ген  ной ней-
ропротекции, реализующийся при выполнении 
коротких ишемических стимулов в раннем репер-
фузионном периоде после пролонгированной ише-
мии головного мозга (ГМ) [6, 19]. Механизмы 
реперфузионного повреждения ГМ включают 
генерацию высоких концентраций активных форм 
кислорода, метаболические нарушения, невос-
становление кровотока (no-reflow), внутрикле-
точный отек и другие изменения, приводящие 
в итоге к гибели клеток нервной ткани [18]. 

Нейропротективный потенциал ИП в настоящее 
время практически не используется в клиниче-
ской практике, что во многом объясняется недо-
статочной изученностью изменений метаболизма 
нервной ткани в ответ на применение ИП. Только 
всестороннее исследование эндогенных способов 
защиты ГМ в эксперименте позволит экстрапо-
лировать полученные результаты на человека и 
принять решение о возможности их применения в 
клинической практике. Известно, что у всех мле-
копитающих имеются две коллатеральные систе-
мы кровоснабжения ГМ — артериальный круг 
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большого мозга и система лептоменингеальных 
анастомозов. У монгольских песчанок (Meriones 
unguiculatus) имеется особенность — незамкну-
тый артериальный круг большого мозга, поэтому 
при окклюзии обеих общих сонных артерий у 
этих животных практически полностью прекра-
щается кровоснабжение переднего мозга и раз-
вивается острая ишемия. Впервые использование 
монгольских песчанок для моделирования ишемии 
ГМ было предложено в 1966 г. [11]. Эта модель 
позволяет создать обратимую ишемию переднего 
мозга и воспроизводит ситуацию резкого общего 
снижения перфузии ГМ, которая может разви-
ваться при асфиксии новорожденных, операциях 
на открытом сердце в условиях искусственно-
го кровообращения, операциях на сосудах голо-
вы и шее, в частности, при каротидной эндар-
терэктомии и стентировании сонных артерий. 
Данная модель может применяться для оценки 
эффективности новых способов предотвращения 
гипоксической энцефалопатии и связанных с ней 
нарушений когнитивных функций, что представ-
ляет серьезную проблему в кардиохирургической 
практике [2, 4, 15].

Известно, что наиболее чувствительны к ише-
мии нейроны поля СА1 гиппокампа, коры ГМ 
и стриатума [18, 19]. Поэтому наиболее зна-
чимыми для понимания изменений метаболизма 
нервной ткани при применении ИП являются 
исследования, в которых оценивается активность 
ферментов в цитоплазме нейронов, локализо-
ванных в наиболее уязвимых к ишемическому 
и реперфузионному повреждению участках ГМ. 
Ишемия – реперфузия сопровождается глубокими 
нарушениями окислительно-восстановительных 
реакций энергетического метаболизма клетки, 
протекающих с участием ключевых ферментов, 
одним из которых является лактатдегидрогеназа 
(ЛДГ). Результаты исследований, направленных 
на изучение ее активности при ишемическом 
повреждении ГМ, противоречивы, что, возможно, 
связано с неоднозначной ролью фермента в про-
цессах аэробного и анаэробного окисления [8, 
13, 14]. Изучение изменений активности ЛДГ при 
применении ИП может способствовать расшире-
нию представлений о механизмах формирования 
нейропротективного ответа.

Цель настоящей работы — анализ жизнеспо-
собности нейронов и активности ЛДГ в их цито-
плазме в поле СА1 гиппокампа при применении 
ИП на модели глобальной ишемии – реперфузии 
ГМ у монгольских песчанок.

Мат е р и а л  и  м е т о ды .  Все эксперименты про ве-
дены в соответствии с рекомендациями Этических коми-

те тов СПбГМУ им. акад. И. П. Павлова и ФЦСКЭ 
им. В. А. Алмазова, а также в соответствии с «Руководством 
по уходу и использованию лабораторных животных» (публи-
кация Национального института здоровья США № 85-23).
Исследование выполнено на песчанках-самцах (Meriones 

unguiculatus) массой 60–80 г, наркотизированных хлорал-
гидратом ( 450 мг/кг, внутрибрюшинно). У одной груп-
пы животных (n=10) моделировали обратимую глобальную 
ишемию ГМ путем двусторонней окклюзии общих сонных 
артерий на 7 мин с последующей реперфузией в течение 
48 ч. У другой группы песчанок (n=10) проводили ИП — 
3 эпизода реперфузии – ишемии по 15/15 с, выполненных 
непосредственно после завершения 7-минутной ишемии. 
Третью группу составили ложнооперированные (ЛО) живот-
ные (n=10), им выполняли все хирургические манипуляции, 
кроме окклюзии общих сонных артерий. Через 48 ч по 
5 животных из каждой группы наркотизировали повторно, 
извлекали ГМ, выделяли его сегменты, содержащие гип-
покамп, фиксировали их в 10% нейтральном формалине и 
заливали в парафин по стандартной методике. Для общеги-
стологической оценки фронтальные срезы толщиной 5 мкм, 
соответствующие стереотаксическому атласу монгольской 
песчанки (bregma 1,5–1,9 мм) [12], окрашивали гематокси-
лином–эозином. Для морфометрического анализа препараты 
окрашивали толуидиновым синим по методу Ниссля, на кото-
рых под световым микроскопом ДМ-750 (Leica, Германия) на 
нескольких срезах (об. 40, ок. 10) поля СА1 гиппокампа под-
считывали количество пирамидных нейронов и далее опреде-
ляли их общее число в пересчете на 1 мм пирамидного слоя. 
Учитывали клетки, сохранившие жизнеспособность, т.е. 
содержащие в плоскости среза ядрышко [10]. У остальных 
5 животных каждой группы аналогичным образом выделяли 
сегменты ГМ, содержащие гиппокамп, после чего их ступен-
чато замораживали через охлажденный изооктан в жидком 
азоте. На криостатных срезах толщиной 10 мкм активность 
ЛДГ выявляли тетразолиевым методом [5] и оценивали на 
спектроцитофотометре плаг-методом при увеличении 280, 
площадь зонда составляла 0,785 мкм2, длина волны — 545 нм 
[3]. Результаты цитофотометрического анализа выражали 
в относительных единицах (отн. ед.) оптической плотности 
(D). Проводили по 50 измерений D в нейронах пирамидного 
слоя поля СА1 гиппокампа на срезе у каждого животного.
Результаты обрабатывали статистически с вычислением 

среднего арифметического, его стандартной ошибки, дис-
персии. Значимость различий между группами оценивали с 
помощью t-критерия Стьюдента с использованием програм-
мы «Statistica 6.0». Различия считали значимыми при Р<0,05.

Ре з у л ь т а ты  и с с л е д о в а н и я .  В группе 
ЛО крыс пирамидный слой поля СА1 гиппокампа 
характеризовался плотным расположением боль-
шого количества мелких пирамидных нейронов в 
4–5 слоев, имеющих ровную и округлую форму 
клеточных тел (рисунок). Активность ЛДГ в их 
цитоплазме составляла 0,260±0,009 отн. ед.

Через 48 ч после ишемии при морфологиче-
ском изучении поля СА1 гиппокампа отмечался 
перицеллюлярный отек. Выявлялись сморщенные 
нейроны, что сопровождалось уменьшением их 
размеров, приобретением угловатой формы и 
гиперхроматозом ядер. Также отмечались нейро-
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ны с набухшей цитоплазмой и ядрами, подверг-
шиеся хроматолизу (см. рисунок). Наблюдалось 
значимое (P<0,01) уменьшение числа жизнеспо-
собных нейронов на 76% по сравнению с таковым 
в группе ЛО животных (85±11 и 352±10 соответ-
ственно). Активность ЛДГ в цитоплазме нейронов 
у животных после ишемии была значимо ниже 
(0,190±0,006 отн. ед., Р<0,01), чем в группе ЛО.

При анализе гистологических срезов ГМ, 
содержащих поле СА1 гиппокампа в группе с 
применением ИП, отмечалось наличие нейронов 
с округлой формой клеточных тел, с крупными 
светлыми ядрами, однако среди них встречались 
сморщенные нейроны с гиперхромными ядрами 
(см. рисунок, г). Морфометрический анализ пока-
зал, что количество жизнеспособных нейронов 
составляло 52,9% от такового в группе ЛО и было 
значимо больше, чем в группе животных после 
ишемии (186±11 и 85±11 соответственно). Кроме 
того, в группе животных после ИП регистрирова-

лась более высокая, чем в группе после ишемии, 
активность ЛДГ (0,240±0,008 отн. ед., Р<0,001). 
При этом активность ЛДГ в группе песчанок 
после ИП не отличалась от таковой в группе ЛО.

Об с уж д е н и е  п о л у ч е н ны х  д а н ны х . 
Моде лирование 7-минутной глобальной ишемии 
ГМ с последующей реперфузией в течение 48 ч 
приводило к повреждению пирамидных нейронов 
поля СА1 гиппокампа, которое выражалось в 
уменьшении числа жизнеспособных нейронов, 
а также в снижении активности ЛДГ в их цито-
плазме. Нарастание проявлений повреждения в 
постишемическом периоде объясняется феноме-
ном отсроченной гибели нейронов, впервые обна-
руженным T. Kirino [9]. Данные литературы об 
активности ЛДГ при ишемии – реперфузии ГМ 
немногочисленны и противоречивы [8, 13]. При 
этом необходимо отметить, что активность ЛДГ в 
клинической практике оценивали только в сыво-

Поле СА1 гиппокампа монгольской песчанки.

а — схематичное изображение локализации поля СА1 гиппокампа; б–г — пирамидный слой поля СА1 гиппокампа: б — у ложноопе-
рированных животных; в — через 48 ч после моделирования ишемии; г — после ишемического посткондиционирования. б–г — окра-
ска толуидиновым синим по Нисслю. Об. 400, ок. 10 (б–г).

а

в

б

г
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ротке крови или в спинномозговой жидкости, а в 
экспериментальных исследованиях — в гомоге-
нате ГМ, что не дает представления о протекании 
метаболических процессов в клетках отдельных 
структур ГМ.

В настоящей работе применение ИП сопровож-
далось сохранением жизнеспособности нейронов 
поля СА1 гиппокампа и более высоким уровнем 
активности ЛДГ в цитоплазме этих нейронов, 
который не отличался от активности фермента в 
группе ЛО животных. В последние 20 лет в био-
химических исследованиях произошла переоценка 
роли лактата в энергетическом метаболизме нерв-
ной ткани. Доминировавшие ранее представления 
о лактате, как о метаболически инертном конеч-
ном продукте анаэробного гликолиза, сменились 
концепцией о ключевом значении лактата и раз-
личных изоформ ЛДГ в аэробном пути образова-
ния энергии в клетке [14]. Таким образом, обна-
руженный факт нормализации активности ЛДГ 
в цитоплазме нейронов под действием ИП может 
рассматриваться как адаптивная перестройка 
метаболизма, свидетельствующая о сохранности 
энергетического обмена в нейронах.

С другой стороны — можно предположить, 
что изменение активности ЛДГ в пирамидных 
нейронах поля СА1 гиппокампа под действием 
ИП косвенно свидетельствует о вовлечении в 
его протективные механизмы функционирования 
астроцит-нейронного лактатного челнока, ответ-
ственного за долгосрочную память, где имен-
но лактат является главным элементом нейрон-
глиальных метаболических взаимодействий. При 
этом лактат поступает из астроцита в нейрон, 
где под влиянием ЛДГ он преобразуется в пиру-
ват, который обеспечивает энергетический баланс 
нейрона [7, 16].

Посткондиционирование ГМ может быть 
вызвано не только короткими эпизодами репер-
фузии – ишемии, но и неишемическими стиму-
лами, например, фармакологическими агентами 
или эпизодами гипобарической гипоксии. Кроме 
того, было установлено, что посткондициониро-
вание ГМ дает нейропротективный эффект не 
только непосредственно после пролонгированной 
ишемии (гипоксии), но и спустя 6–48 ч после ее 
прекращения [17]. Последний феномен получил 
название позднего, или отсроченного, посткон-
диционирования ГМ. Пóзднее посткондициони-
рование ГМ с помощью трех 2-часовых эпизодов 
умеренно выраженной гипобарической гипоксии, 
выполненное через 24 ч после 3-часовой тяже-
лой гипоксии, полностью предотвращало гибель 
нейронов неокортекса и поля СА4 гиппокампа, но 
лишь частично устраняло гибель нейронов поля 

СА1 [1]. Раннее посткондиционирование в целом 
давало менее выраженный нейропротективный 
эффект, полностью предотвращая гибель нейро-
нов поля СА1 и частично — поля СА4 и неокор-
текса. Указанные различия отражают неодина-
ковые механизмы нейропротективного действия 
раннего и отсроченного посткондиционирования 
ГМ. Примечательно, что прерывистая гипоксия 
(3 сеанса с интервалом в 24 ч) оказывала нейро-
протективное действие не только при выполнении 
послетестовой гипоксии, но и за 24 ч до ее насту-
пления, т. е. в режиме прекондиционирования [1].

Таким образом, полученные результаты под-
тверждают наличие цитопротективного эффекта 
ИП ГМ. Очевидно, что в механизмах реализации 
протективного эффекта ИП задействован клю-
чевой фермент энергетического обмена — ЛДГ. 
Полученные результаты необходимо учитывать 
при разработке рекомендаций по применению 
ИП в клинической практике с целью уменьшения 
ишемического и реперфузионного повреждения, а 
также при разработке способов фармакологиче-
ского посткондиционирования ГМ.

Работа выполнена при поддержке гранта Президента 
РФ по государственной поддержке ведущих научных школ 
(НШ-2359.2012.7).
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MORPHO-FUNCTIONAL CHANGES 
OF HIPPOCAMPAL CA1 AREA 
IN MONGOLIAN GERBILS 
AFTER ISCHEMIC POSTCONDITIONING

N. S. Shcherbak, M. M. Galagudza, A. N. Kuz’menkov, 
D. A. Ovchinnikov, G. Yu. Yukina, Ye. R. Barantsevich, 
V. V. Tomson and Ye. V. Shlyakhto

The aim of this study was to determine the effect of ischemic 
postconditioning on hippocampal CA1 neuronal survival and 
cytoplasmic activity of lactate dehydrogenase (LDH) in the 
gerbil model of cerebral ischemia-reperfusion injury. Ischemia 
was induced by bilateral common carotid artery occlusion (for 
7 min) in male Mongolian gerbils (Meriones unguiculatus). 
Ischemic postconditioning protocol comprised 3 cycles of 15 s 
reperfusion/15 s ischemia. After 48 h of reperfusion, CA1 neu-
ronal death was detected by Nissl staining and the cytoplasmic 
LDH was demonstrated histochemically in CA1 area of the 
hippocampus with a quantitative cytophotometric assessment of 
the enzyme activity. The results have shown that 7 min ischemia 
resulted in a significant decrease in the number of viable neurons 
(up to 24% ) in the CA1 area of hippocampus; in addition, it 
reduced the activity of LDH in these neurons (from 0.260±0.009 
to 0.190±0.006 relative units). The application of ischemic 
postconditioning significantly increased the number of viable 
neurons (up to 52.9%, P<0.01) in the CA1 area of hippocampus, 
and it was accompanied by an increase in the activity of LDH 
(0.240±0.008 relative units, P<0.001).

Key words: hippocampus, lactate dehydrogenase, ischemic 
postconditioning, Mongolian gerbil
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