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Катехоламинергические системы играют важ-
ную роль в регуляции различных физиологи-
ческих процессов [1, 8], поведенческих актов 
[11] и в патогенезе многих неврологических и 
психиатрических расстройств, таких как болезнь 
Паркинсона [7], синдром дефицита внимания и 
гиперактивности [15], депрессия [19], шизофре-
ния [16], наркозависимость [3, 9].

В мозгу млекопитающих катехоламины обра-
зуются из аминокислоты тирозина в результа-
те последовательных этапов синтеза, катали-
зируемых ферментами тирозингидроксилазой 
(ТГ), которая преобразует L-тирозин в L-3,4-
диоксифенилаланин, или сокращённо, L-ДОФА, 
ДОФА-декарбоксилазой, или декарбоксилазой 
ароматических L-аминокислот (преобразует 
L-ДОФА в дофамин), дофамин-β-гидроксилазой 
(преобразует дофамин в норадреналин) и 
фенилэтаноламин-N-метилтрансферазой (пре-
образует норадреналин в адреналин). Реакцией, 
ограничивающей скорость данной последователь-
ности процессов синтеза катехоламинов, явля-
ется гидроксилирование тирозина ТГ с образо-
ванием L-ДОФА. Этот фермент также способен 
гидроксилировать фенилаланин с образованием 
тирозина, но не L-триптофан (предшественник 
серотонина), таким образом, ТГ имеет высокую 
субстратную специфичность и избирательную 
приуроченность к синтезу катехоламинов [13].

Поскольку имеющиеся данные свидетель-
ствуют, что в процессе биосинтеза катехолами-

нов существует только одна высокоспецифич-
ная реакция – гидроксилирование тирозина с 
образованием L-ДОФА, катализируемое ТГ, то 
по ее активности можно судить об интенсив-
ности синтеза катехоламинов. Нейроны, содер-
жащие данный фермент, являются катехоламин-
синтезирующими, или катехоламинергическими, 
т.е., использующими дофамин или норадреналин 
в качестве нейропередатчика.

Первоначально для изучения строения катехо-
ламинергических нервных центров использовали 
гистохимические методы, разработанные швед-
скими исследователями C. Owman, B. Falck и N.A. 
Hillarp в середине XX в. [2], основанные на спек-
тральных различиях флюоресценции моноаминов. 
Данные методы позволили установить локализа-
цию основных катехоламинергических центров 
и их проекций в ЦНС [12]. Однако исследова-
ние катехоламинергических структур с помощью 
флюоресцентной гистохимии имеет существен-
ные недостатки: трудоёмкость, нестабильность 
результатов, быстрое ослабление специфической 
флюоресценции, невозможность исследовать мор-
фологические особенности клеток и их отростков 
на постоянных препаратах.

Эти недостатки были преодолены с введением 
в практику иммуноцитохимических методов выяв-
ления ферментов синтеза катехоламинов, прием-
лемых для получения постоянных препаратов, на 
которых можно не только маркировать катехола-
минергические нейроны, но и изучать внутрикле-
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точные компартменты локализации ферментов, 
необходимых для синтеза катехоламинов [18]. В 
настоящее время при помощи различных имму-
ногенов получены ряд моноклональных антител 
к ТГ (TOH-A1, 1B5, TH-2, TH-16, TH-100, 6d7), 
способных выявлять различные эпитопы этого 
фермента. Учитывая межвидовые отличия в ами-
нокислотном составе ТГ, возможную чувстви-
тельность к фиксации и последующей обработке 
ее антигенных детерминант, можно ожидать, что 
применение различных моноклональных антител 
к ТГ у животных и человека может давать неоди-
наковые результаты. В связи с этим цель исследо-
вания состояла в сравнительном анализе резуль-
татов выявления ТГ в головном мозгу крысы и 
человека при помощи двух видов моноклональных 
антител, полученных от ведущих производителей 
иммуноцитохимических реагентов.

В работе использован головной мозг 20 поло-
возрелых крыс линии Вистар обоего пола и 
10 фрагментов головного мозга человека (10 
мужчин в возрасте 25–79 лет), полученных в 
Городском бюро судебно-медицинской экспер-
тизы в соответствии с разрешением Этического 
комитета Научно-исследовательского институ-
та экспериментальной медицины СЗО РАМН 
при проведении плановой аутопсии. Содержание 
животных и все экспериментальные манипуля-
ции осуществлялись с учетом «Правил прове-
дения работ с использованием эксперименталь-
ных животных». Программа исследования имеет 
положительное заключение Этического комитета 
Научно-исследовательского института экспери-
ментальной медицины СЗО РАМН. Материал 
фиксировали в цинк-этанол-формальдегиде [6], 
обезвоживали и заливали в парафин по обще-

принятой методике. Готовили срезы толщиной 
5 и 7 мкм. Катехоламинергические структуры 
головного мозга выявляли при помощи имму-
ноцитохимической реакции на ТГ с использова-
нием двух различных моноклональных антител 
(клоны TOH-A1, BD Pharmimgen, США и 1B5, 
Novocastra, Великобритания) и набора EnVision+ 
(DAKO, Да ния) с учетом рекомендаций произ-
водителей реагентов и собственных разработок 
оптимальных способов инкубации препаратов с 
первичными антителами [4, 5, 10]. После проведе-
ния иммуноцитохимической реакции часть срезов 
докрашивали квасцовым гематоксилином.

Проведение иммуноцитохимической реак-
ции с использованием антител клона TOH-А1 
на срезах головного мозга крыс позволило вы -
явить основные центры, в которых присутству-
ют ТГ-иммунопозитивные клетки (рис. 1). В 
клетках чёрной субстанции вентральной области 
покрышки и гипоталамуса хорошо окрашива-
лись перикарион и крупные отростки, а также 
отдельные катехоламинергические нервные 
волокна в области мишеней иннервации (стриа-
тума, неокортекса). Особенно интенсивно мети-
лись ТГ-положительные волокна в области нигро-
стриатного тракта. Нейропиль серого вещества 
стриатума был окрашен слабо (рис. 2).

Использование антител клона TOH-А1 не 
позволило иммуноцитохимически выявить 
ТГ-содержащие структуры в головном мозгу 
человека. Нейроны черного вещества головного 
мозга человека, которое было идентифицирова-
но по наличию нейромеланина в их цитоплазме, 
не дают реакцию на ТГ с антителами TOH-A1, 
что подтверждает видовую специфичность этого 
клона антител.

Рис. 1.  Нейроны черного вещества головного мозга крысы (а) и человека (б).

Иммуноцитохимическая реакция на тирозингидроксилазу с моноклональными антителами TOH A1 (а) и 1B5 (б). Цифровая камера 
Leica DFC 420. Об. 40, ок. 10.

а б
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Иммуноцитохимическая реакция с исполь-
зованием антител к ТГ клона 1B5, так же как и 
в случае с клоном TOH A1, выявляла основные 
катехоламинергические центры головного мозга 
крысы (см. рис. 1), однако нервные клетки окра-
шивались более контрастно, создавая картину, 
подобную наблюдаемой после импрегнации ней-
ронов нитратом серебра. ТГ-позитивные волокна 
можно было наблюдать на большем протяжении, 
и они окрашивались более интенсивно, давая 
возможность наблюдать как их пучки, так и 
отдельные волокна не только в области нигро-
стриатного тракта, но и в неокортексе, гиппокампе 
и стриатуме. Нейропиль серого вещества области 
хвостатого ядра/скорлупы был хорошо окрашен 
(см. рис. 2). При большом увеличении светового 
микроскопа в нем определялось густое сплетение 
ТГ-иммунопозитивных нервных волокон.

Применение антител клона 1B5 для имму-
ноцитохимической окраски срезов мозга чело-
века позволило выявить многочисленные 
ТГ-позитивные нейроны и волокна средне-
го мозга. Особенно интенсивно окрашивались 
ТГ-содержащие клетки и волокна в компактной 
части чёрного вещества (см. рис. 1), создавая 
картины, подобные получаемым при импрегнаци-
онном методе их выявления по Гольджи. Однако 
не все нейроны черного вещества головного мозга 
человека, имеющие цитоплазматический нейро-
меланин, дают положительную реакцию на ТГ.

Полученные результаты подтверждают высо-
кую видоспецифичность антител клона TOH-
A1 [17], которая ограничивает возможность их 
использования у различных млекопитающих. В 
то же время, антитела клона 1В5 можно успеш-

но применять не только для анализа структур-
ной организации катехоламинергических нервных 
центров и их проекций у крысы, но и для изучения 
черного вещества у человека. Качество реакции и 
высокая сохранность нервных и глиальных струк-
тур черного вещества в использованном аутопсий-
ном материале свидетельствуют о возможности 
применения антител к ТГ (1B5) в сравнительных 
исследованиях катехоламинергических центров у 
крысы и человека. Полученные результаты позво-
ляют добавить ТГ к списку нейрональных марке-
ров [14], доступных для выявления в аутопсийном 
материале, и будут способствовать совершенство-
ванию методических подходов, используемых при 
изучении медиаторных систем головного мозга 
млекопитающих.

Работа выполнена при поддержке РФФИ (проект 10-04-
00676а).
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Рис. 2.  Катехоламинергические нервные волокна в нейропиле полосатого тела мозга крысы.

Иммуноцитохимическая реакция на тирозингидроксилазу с моноклональными антителами TOH A1 (а) и 1B5 (б). Цифровая камера 
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APPLICATION OF DIFFERENT TYROSINE 
HYDROXYLASE ANTIBODIES 
FOR THE STUDY OF CATECHOLAMINERGIC 
SYSTEMS OF MAMMALIAN BRAIN

I.P. Grigoriev, M.S. Vasilenko, Ye.G. Sukhorukova and 
D.E. Korzhevskiy

Immunohistochemical reaction demonstrating the key enzyme 
of catecholamine (CA) synthesis — tyrosine hydroxylase 
(TH) — is currently used as the major morphologic technique 
for detection of the catecholamine-synthesizing neurons in the 
brain. At the moment, several monoclonal TH-antibodies are 
available, which are prepared using different immunogens. The 
aim of the present study was to compare the results of TH detec-
tion in the neurons of rat and human brain using two different 
antibody clones: TOH A1 and 1В5. Clone TOH A1 antibodies 
were found to be appropriate for the detection of neurons of the 
catecholaminergic (CAE) neural centers of the rat. Clone 1В5 
antibodies may be used for the visualization of rat and human 
CA-synthesizing neurons as well as for efferent nerve fibers 
demonstration in the target areas of CAE innervation.

Key words: brain, antibodies, catecholamines, tyrosine 
hydroxylase
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