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В настоящее время накоплено достаточно 
большое количество данных, свидетельствующих 
о том, что в головном мозгу млекопитающих, 
включая человека, сохраняются особые области 
(так называемые эмбриональные ниши) [7], в 
которых на протяжении всего постнатального 
периода идут процессы нейроно- и глиогенеза. 
Одной из этих ниш является субвентрикулярная 
зона (СВЗ), расположенная между слоем эпенди-
моцитов латеральной стенки бокового желудочка 
и нейропилем стриатума. Несмотря на большое 
количество работ, посвященных изучению нейро-
генеза в СВЗ, представления о ее микроанатоми-
ческих границах неоднозначны. Определение гра-
ниц этой области на препаратах, предназначенных 
для наблюдений в проходящем свете и при флюо-
ресцентной микроскопии, затруднительно в связи 
с отсутствием отчетливых морфологических ори-
ентиров со стороны стриатума. С учетом того, что 
одной из важных задач исследования гистогенети-
ческих процессов мозга у взрослых млекопитаю-
щих является изучение миграции нейробластов 
из СВЗ в стриатум [8, 10], необходим селектив-
ный морфологический метод, позволяющий без 
использования электронной микроскопии четко 
разграничить стриатум и СВЗ.

Цель данного исследования состояла в раз-
работке новых методических подходов, позво-
ляющих на гистологических препаратах, пред-
назначенных для световой микроскопии, четко 

определять границу между СВЗ и стриатумом у 
различных млекопитающих.

На основании сведений о медиаторной и уль-
траструктурной организации стриатума [4], а 
также результатов собственных предваритель-
ных исследований [1, 2], были определены белки, 
которые могут выявляться в нейропиле стриатума 
и предположительно отсутствуют (либо присут-
ствуют в минимальных количествах) в СВЗ.

Ранее было установлено, что нейроны стри-
атума имеют многочисленные синаптические 
контакты с катехоламинергическими проекция-
ми нейронов черного вещества, составляющи-
ми нигростриатное звено нигрострионигральной 
системы [4]. В то же время, СВЗ содержит, 
преимущественно, глиальные клетки и малодиф-
ференцированные клетки-предшественники, не 
способные формировать синапсы [6]. Кроме того, 
в стриатуме имеется собственная холинергиче-
ская система и присутствует основной фермент 
синтеза ацетилхолина — холинацетилтрансфера-
за [9], тогда как в СВЗ присутствие этого фремен-
та маловероятно. Электронно-микроскопические 
исследования свидетельствуют об отсутствии 
синапсов в СВЗ [6] и значительном их количестве 
в нейропиле стриатума [5].

Эти данные позволили выделить группу мар-
керных белков, которые могли бы быть полез-
ны при разработке методических подходов для 
решения задачи настоящего исследования, — это 
тирозингидроксилаза (ключевой фермент синтеза 
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катехоламинов), синаптофизин (белок синаптиче-
ских пузырьков), холинацетилтрансфераза (фер-
мент синтеза ацетилхолина).

Работа выполнена на половозрелых животных 
обоего пола — крысах линии Вистар (n=10) и бес-
породных кошках (n=3). Содержание и умерщвле-
ние животных осуществляли с учетом «Правил 
проведения работ с использованием эксперимен-
тальных животных». Головной мозг крыс фикси-
ровали погружением в цинк-этанол-формальдегид 

[3], обезвоживали и заливали в парафин обычным 
способом. Головной мозг кошек фиксировали 
методом перфузии. Под глубоким наркозом про-
водили транскардиальную перфузионную фикса-
цию головного мозга раствором, состоящим из 4% 
параформальдегида на 0,1 М фосфатном буфере 
(рН 7,4). После извлечения из черепной коробки 
головной мозг освобождали от оболочек, поме-
щали в 0,1 М фосфатный буфер и оставляли при 
комнатной температуре на ночь. На следующий 
день начинали обезвоживание материала и затем 
производили заливку в парафин обычным спосо-
бом. Срезы голового мозга тощиной 5–7 мкм изго-
тавливали на ротационном и санном микротомах 
Leica (Германия).

В качестве обзорных гистологических окра-
сок использовали ШИК-реакцию с докраской 
гематоксилином и окраску толуидиновым синим 
по методу Ниссля (рисунок, а).

Иммуноцитохимическое выявление тирозин-
гидроксилазы, синаптофизина и холинацетил-
трансферазы проводили при помощи соответству-
ющих первичных антител и наборов вторичных 
реагентов (таблица). Часть срезов докрашивали 
квасцовым гематоксилином.

В результате проведения реакции на тирозин-
гидроксилазу было обнаружено, что в нейропиле 
стриатума головного мозга у крыс наиболее ярко 
(без фона) окрашиваются катехоламинергические 
нервные волокна, выявляемые антителами № 6 
(см. рисунок, б), которые при малом увеличении, 
сливаясь, выглядят как интенсивно окрашенное 
поле, соответствующее анатомическим границам 
nucl. caudatus/putamen. Окрашенная зона (ней-
ропиль стриатума) заканчивается недалеко от 
эпендимы, область СВЗ остается неокрашенной. 
Граница СВЗ и стриатума неровная, но четкая. 
Толщина СВЗ неравномерна в различных участ-
ках стенки желудочка (400–800 мкм).

В результате проведения реакции на синапто-
физин было обнаружено, что в стриатуме у крыс 
ярко окрашивается весь нейропиль. В СВЗ сплош-
ная окраска отсутствует, однако отчетливо видны 
отдельные синаптофизин-иммунопозитивные 
точки, соответствующие предполагаемой лока-
лизации синапсов, располагающиеся на равном 
расстоянии между эпендимой и стриатумом, обра-
зуя дополнительную синаптическую область в 
пределах СВЗ, которая хорошо выражена не во 
всех ее участках. Тем не менее, граница между 
стриатумом и СВЗ четкая. Выявление границы 
СВЗ дает результат, совпадающий с полученным 
при проведении реакции на тирозингидроксилазу. 

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ Морфология. 2012

Стенка бокового желудочка конечного мозга крысы (а, б) и 
кошки (в).

а — окраска толуидиновым синим по методу Ниссля; б — 
иммуногистохимическая реакция поликлональными анти-
телами на тирозингидроксилазу; в — иммуногистохимиче-
ская реакция поликлональными антителами (Monosan) на 
синаптофизин с подкраской гематоксилином. Звездочка — 
полость желудочка; стрелки — граница между субвентри-
кулярной зоной и нейропилем стриатума. Об. 100, ок. 10.

а

б

в
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Том 141. № 1 МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ

Различия между интенсивностью окраски при 
использовании различных видов антител к синап-
тофизину отсутствуют. Фоновая реакция при при-
менении моноклональных антител ниже, чем при 
использовании поликлональных антител.

В результате проведения реакции на холин-
аце тилтрансферазу антителами № 7 не удается 
получить специфической окраски структур внут-
реннего положительного контроля, что свиде-
тельствует о непригодности этих антител для 
обработки использованного материала.

В результате проведения реакции на холи-
нацетилтрансферазу антителами № 8, помимо 
холинергических структур — внутреннего поло-
жительного контроля, окрашивается эпендима 
желудочков головного мозга. Нейропиль стриату-
ма определяется недостаточно отчетливо. Граница 
СВЗ и стриатума нечетка и неконтрастна.

Для проверки воспроизводимости полученных 
результатов на других млекопитающих антитела, 
давшие оптимальную специфическую реакцию 
на срезах головного мозга крысы (антитела к 
синаптофизину № 2 и № 3, антитела к тирозин-
гидроксилазе № 6), были также апробированы 
на срезах головного мозга кошки. В результате 
проведенных реакций при обработке этими анти-
телами четко определялась граница между СВЗ и 
нейропилем хвостатого ядра (см. рисунок, в).

Полученные результаты показывают, что 
иммуногистохимические реакции на тирозингид-

роксилазу и синаптофизин могут быть рекомен-
дованы для уточнения границ СВЗ при проведении 
исследований нейрогенеза у различных млекопи-
тающих. Кроме того, полученное свидетельство 
о существовании в СВЗ у крыс собственной 
синаптической зоны, не дающей положительную 
реакцию на тирозингидроксилазу, указывает на 
наличие особой иннервации данной области.

Работа выполнена при поддержке РФФИ (проект 10-04-
00180а, проект 11–04–01693а, проект 10–04–00676а).
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№ п/п Первичные антитела Вторичные системы детекции Результат
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Super Sensitive Polymer-HRP Detection Kit 
HRP/DAB (BioGenex, США)

+

2 К синаптофизину моноклональные мышиные, 
клон SY38 (Dako, Дания)

Envision+ (Dako, Дания) +

3 К синаптофизину поликлональные кроличьи 
(Monosan, Нидерланды) 

Super Sensitive Polymer-HRP Detection Kit 
HRP/DAB (BioGenex, США)

+
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мышиные, клон TOH-A1 (BD Pharmingen, США) 

Envision+ (Dako, Дания) –
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ные, клон 1B5 (Novocastra, Великобритания)

Envision+ (Dako, Дания) +

6 К тирозингидроксилазе поликлональные 
кроличьи, ab112 (AbCam, Великобритания)

Super Sensitive Polymer-HRP Detection Kit 
HRP/DAB (BioGenex, США)
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кроличьи, ab68779 (AbCam, Великобритания)

Super Sensitive Polymer-HRP Detection Kit 
HRP/DAB (BioGenex, США)

0

8 К холинацетилтрансферазе поликлональные 
кроличьи, АВ143 (Millipore Chemicon, США)

Super Sensitive Polymer-HRP Detection Kit 
HRP/DAB (BioGenex, США)

–

Примеч а ни е . (+) — интенсивная специфическая иммуноцитохимическая реакция, позволяющая четко визуализировать границу между 
субвентрикулярной зоной (СВЗ) и стриатумом; (–) — реакция, не позволяющая четко визуализировать границу между СВЗ и стриатумом; 
(0) — специфическая реакция на препаратах отсутствует. DAB — диаминобензидин, HRP — пероксидаза хрена.
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APPLICATION OF IMMUNOCYTOCHEMI-
CAL TECHNIQUE FOR THE DETERMINATION 
OF THE BORDER BETWEEN FOREBRAIN 
SUBVENTRICULAR ZONE AND STRIATUM

O.V. Kirik, I.P. Grigoriyev, Ye.G. Sukhorukova, 
N.V. Pavlova and D.E. Korzhevskiy

Forebrain subventricular zone (SVZ) — the putative major 
source of neural stem cells in the brain of adult mammals — can 
hardly be visualized using routine histological staining. The 
present study was focused on the possibility of application of 
immunocytochemical approach for accurate delineation of the 
border between SVZ and striatum. It was shown that immuno-
cytochemical reactions demonstrating tyrosine hydroxylase or 
synaptophysin were optimal for the determination of the border 
between SVZ and striatum in different mammals

Key words: brain, subventricular zone, immunocytochemistry, 
tyrosine hydroxylase, synaptophysin
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