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Резюме. Введение. Роль нейроглобина при ишемии все еще неясна. В одних исследованиях указывается 
на его нейропротекторное действие за счет повышенной экспрессии эндотелиальной NO-синтазы. 
Другие данные опровергают его значение для выживания нейронов в условиях недостатка кислорода, 
так как дефицит нейроглобина, по-видимому, увеличивает экспрессию HIF-1α.
Материалы и методы. Исследование проведено на 56 самцах беспородных белых крыс массой  
258±18 граммов. Тотальную ишемию головного мозга моделировали путем декапитации животных, 
субтотальную – методом одномоментной перевязки обеих общих сонных артерий. Ступенчатую суб-
тотальную ишемию осуществляли с помощью перевязки обеих общих сонных артерий с интервалом 
7 суток (подгруппа 1), 3 суток (подгруппа 2) или 1 сутки (подгруппа 3). 
Результаты. По сравнению с показателями в группе «контроль» в 1-й подгруппе (промежуток между 
перевязками 7 суток) происходило увеличение содержания нейроглобина – на 13% в теменной коре 
(р<0,05) и на 14% в гиппокампе (р<0,05), во 2-й подгруппе (промежуток между перевязками 3 суток) 
содержание нейроглобина уменьшилось – на 13% в теменной коре (р<0,05) и на 7% в гиппокампе 
(р<0,05), а в 3-й подгруппе отмечалось наибольшее снижение содержания нейроглобина – на 31%, 
р<0,05 и на 33%, р<0,05, соответственно.
В 3-й подгруппе (интервал между перевязками 1 сутки) содержание нейроглобина была меньше по 
сравнению с 1-й подгруппой на 40% в теменной коре (р<0,05) и на 42,6% в гиппокампе (р<0,05), 
а по сравнению со 2-й подгруппой – на 21% (р<0,05) и на 28% (р<0,05), соответственно.
Заключение. Таким образом, наиболее выраженные нарушения прооксидантно-оксидантного баланса, 
а также уменьшение содержания нейроглобина наблюдались при тотальной ишемии головного мозга 
продолжительностью 1 сутки.
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Abstract. Introduction. The role of neuroglobin ischemia is still unclear. Some studies indicate its neuro-
protective effect due to increased expression of endothelial NOS. Other evidence refutes its significance for 
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Введение
Как известно, недостаток снабжения кислородом 

нейронов головного мозга приводит к ряду морфо-
функциональных изменений патологического ха-
рактера. Так, снижается энергоснабжение нервных 
клеток, что, в свою очередь, влечет за собой нару-
шение постоянства внутренней среды клеток, при-
водя к нарушениям работы энзимов, каналов и по-
вреждениям цитолеммы [1, 2]. Передача сигналов 
от нейрона к нейрону также нарушается вследствие 
дезактивации синаптического аппарата. Что касается 
кровоснабжения и микроциркуляции, в условиях гипо- 
и аноксии часто наблюдается вазоконстрикция, повы-
шается риск образования тромбов и формирования  
стаза [3–5]. 

Нейроглобин содержит в себе атом железа, который 
располагается в центре молекулы, а также белковую 
часть. Принадлежит нейроглобин к классу глобинов, 
и его строение дает некоторые основания для пред-
положения об участии в снабжении клеток кислоро-
дом [6]. Однако из-за высокого сродства данной моле-
кулы к кислороду считается, что функция нейроглобина 
заключается, скорее всего, в доставке кислорода к ми-
тохондриям. Подтверждается это предположение тем, 
что содержание нейроглобина, как правило, выше в тех 
клетках, которые проявляют наибольшую метаболиче-
скую активность [7–9].

Нейроглобин находят в разных тканях организма, 
как правило в нейронах центральной и периферической 
нервной системы и ряде эндокринных желез [6]. Кле-
точная локализация – цитозоль, митохондрии, нейро-
филаменты; может располагаться и в кариоплазме [10]. 

Роль нейроглобина при гипоксии/ишемии все еще 
неясна. В одних исследованиях указывается на его 
нейропротекторное действие при церебральной ише-
мии за счет повышенной экспрессии эндотелиальной 
NO-синтазы [11, 12]. Другие данные опровергают его 
значение для выживания нейронов в условиях недо-
статка кислорода, так как дефицит нейроглобина, по-
видимому, увеличивает экспрессию HIF-1α [13]. 

Таким образом, нейроглобин, согласно данным ли-
тературы, может выступать в роли нейропротектора 
при церебральной ишемии, однако его содержание 
в нейронах головного мозга при ишемии остается не-
изученным, поэтому целью нашего исследования было 
оценить содержание нейроглобина в головном мозге 
крыс с ишемией головного мозга различной степени 
тяжести.

Материалы и методы
Исследование выполнено на 56 самцах беспород-

ных белых крыс массой 258±18 граммов. При про-
ведении эксперимента соблюдались постановления 
директивы № 2010/63/ЕС Европейского парламента 

neuronal survival under oxygen-deficient conditions, as neuroglobin deficiency appears to increase HIF-1α 
expression.
Materials and methods. The experiments were performed on 56 male outbred white rats weighing 258±18 g. 
Total cerebral ischemia was simulated by decapitation of animals, whereas the subtotal one was simulated by 
simultaneous ligation of both carotid arteries. Stepwise subtotal cerebral ischemia was performed by ligating 
both carotid arteries with an interval of 7 days (subgroup 1), 3 days (subgroup 2), or 1 day (subgroup 3).
Results. The study found significant differences in neuroglobin content across three subgroups. In subgroup 
1, there was a notable increase in neuroglobin content compared to the control group, with a 13% increase in 
the parietal cortex (p<0.05) and a 14% increase in the hippocampus (p<0.05). However, subgroup 2 showed 
a decrease in neuroglobin content, with a 13% decrease in the parietal cortex (p<0.05) and a 7% decrease in 
the hippocampus (p<0.05). The most significant decrease in neuroglobin content was observed in subgroup 
3, with a 31% decrease (p<0.05) in the parietal cortex and a 33% decrease (p<0.05) in the hippocampus.
In subgroup 3, the parietal cortex showed a 40% decrease in neuroglobin content compared to subgroup 1 
(p<0.05) and a 21% decrease compared to subgroup 2 (p<0.05). Similarly, the hippocampus exhibited a 
42.6% decrease in neuroglobin content compared to subgroup 1 (p<0.05) and a 28% decrease compared to 
subgroup 2 (p<0.05). 
Conclusion. Thus, the most pronounced disorders of the prooxidant-oxidant balance decreased neuroglobin 
were observed during a 1-day total cerebral ischemia.
Keywords: neuroglobin, ischemia, pyramidal neurons, hippocampus, parietal cortex
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и совета Е вропейского Союза «О защите животных, 
используемых для научных целей», получено разреше-
ние комитета по биомедицинской этике и деонтологии 
Гродненского медицинского государственного универ-
ситета (выписка из протокола № 1 от 05.01.2022).

Для анестезии животных использовали тиопентал 
(40–50 мг/кг, внутривенно).

Для проведения исследования выбран ряд моделей 
церебральной ишемии: тотальная ишемия головного 
мозга (ТИГМ), субтотальная ишемия головного мозга 
(СИГМ), ступенчатая субтотальная ишемия головного 
мозга (ССИГМ) и частичная ишемия головного мозга 
(ЧИГМ) [14, 15]. 

Тотальную ишемию головного мозга моделировали 
путем декапитации животных. Взятие материала осу-
ществляли через 1 час после декапитации.

Субтотальную ишемию головного мозга моделиро-
вали методом одномоментной перевязки обеих общих 
сонных артерий. Взятие материала осуществляли через 
1 час после операции.

Ступенчатую субтотальную ишемию головного 
мозга выполняли с помощью перевязки обеих общих 
сонных артерий с интервалом 7 суток (подгруппа 1), 
3 суток (подгруппа 2) или 1 сутки (подгруппа 3). Ма-
териал забирали через 1 час после перевязки второй 
общей сонной артерии в каждой из подгрупп. 

Частичную ишемию головного мозга моделировали 
путем перевязки одной общей сонной артерии спра-
ва. Взятие материала осуществляли через 1 час после 
операции.

В группу «контроль» вошли ложно оперированные 
животные схожего возраста и веса.

Содержание нейроглобина определяли иммуно-
гистохимическим методом с использованием моно-
клональных антител. С этой целью необходимые для 
исследования отделы головного мозга крыс помещали 
в специальный фиксатор (цинк-этанол-формальдегид) 
на 12 часов при температуре окружающей среды +4ºС, 
после чего ткани заключали в парафин. 

Согласно данным литературы, неокортекс, к кото-
рому относится теменная кора, и поле СА1 гиппокампа 
являются наиболее чувствительными к гипоксии отде-
лами головного мозга [5]. Выбор пирамидных нейронов 
пятого слоя теменной коры и пирамидных нейронов 
гиппокампа обусловлен их функциональной значи-
мостью. Пирамидные нейроны пятого слоя теменной 
коры головного мозга обладают богатой системой ден-
дритных и аксонных ветвлений, образующих сложную 
сеть коллатералей в пределах коры, формируя внутри-
корковые ассоциативные связи. Пирамидные нейроны 
гиппокампа имеют обширные ветвления дендритов 
в других слоях и генерируют рекуррентное возбуж-
дение, осуществляя важный механизм формирования 
памяти [4, 5, 7].

Срезы коры головного мозга крыс толщиной 5 мкм 
изготавливали на микротоме Leica 2125 RTS (Гер-
мания). Для исключения теплового демаскирования 

антигенов использовали специальный протокол им-
муноцитохимической реакции для световой микро-
скопии. Для выявления нейроглобина применяли 
первичные моноклональные мышиные антитела Anti-
Neuroglobin antibody [13C8] (Abcam, Великобрита-
ния, ab. 14748) в разведении 1:600 при температуре 
+4ºС, экспозиция 20 часов, во влажной камере [16]. 
Для выявления связавшихся первичных антител ис-
пользовали набор EXPOSE Mouse and Rabbit specific 
HRP/DAB detection IHC kit (Abcam, Великобрита-
ния, ab. 80436). Отрицательным контролем служили 
препараты, при изготовлении которых вместо пер-
вичных антител срезы обрабатывали 1% раствором 
BSA в фосфатно-солевом буфере. В роли внутренне-
го положительного контроля выступали структуры 
с известным высоким содержанием нейроглобина, а 
в роли отрицательного – ядра нервных клеток и обо-
лочки головного мозга. Также для повышения точно-
сти исследования содержание нейроглобина опреде-
ляли только в цитоплазме  изучаемых нервных клеток.

Нейроглобин выявляли в цитоплазме нейронов пя-
того слоя теменной коры и нейронов поля СА1 гип-
покампа в иммуногистохимических препаратах на 
основе величины оптической плотности осадка хро-
могена (метод денситометрии на максимуме погло-
щения диаминобензидина) с помощью микроскопа 
Axioscop 2 plus (Zeiss, Германия), цифровой видеока-
меры Leica DFC 320 (Leica Microsystems, Германия) 
и программы анализа изображения ImageWarp (Bitflow, 
США). 

Для предотвращения систематической ошибки из-
мерений образцы головного мозга от сравниваемых 
контрольной и опытных групп животных изучали 
в одинаковых условиях. 

В результате исследований получены количествен-
ные непрерывные данные. В эксперименте использо-
ваны малые выборки, которые имели ненормальное 
распределение, поэтому анализ проводили методами 
непараметрической статистики с помощью лицензи-
онной компьютерной программы Statistica 10.0 для 
Windows (StatSoft, США). Данные представлены 
в виде Me (LQ; UQ), где Me – медиана, LQ – значение 
нижнего квартиля; UQ – значение верхнего квартиля. 
Различия между группами считали достоверными при 
р<0,05 (тест Краскела–Уоллиса с поправкой Бонфе-
рони).

Результаты
В ходе исследования обнаружено, что характер 

морфологических изменений был неоднотипным 
(табл.). При тотальной церебральной ишемии отмечено 
уменьшение содержания нейроглобина по сравнению 
с контролем (рис. 1 E, 2 E) – на 69,1% в теменной коре 
(р<0,05) (рис. 1 А) и на 68,2% в гиппокампе (р<0,05) 
(рис. 2 А). При этом различия в содержании нейро-
глобина в теменной коре и гиппокампе отсутствовали 
(р>0,05).
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Рис. 1.  Содержание нейроглобина в цитоплазме пирамидных нейронов теменной коры. 
 А – у крыс с тотальной ишемией головного мозга (ТИГМ) через 1 час, В – у крыс с субтотальной ишемией головного 

мозга (СИГМ) через 1 час, С – у крыс со ступенчатой субтотальной ишемией головного мозга (ССИГМ) через 1 сутки, 
подгруппа 1, D – у крыс c частичной ишемией головного мозга (ЧИГМ) через 1 час, E – контроль. ИГХ окрашивание 
с антителами к нейроглобину, ×40

Fig. 1.  The content of neuroglobin in the cytoplasm of the pyramidal neurons of the parietal cortex.
 A – in rats with total cerebral ischemia (TCI) after 1 hour; B – in rats with subtotal cerebral ischemia (SCI) after 1 hour;  

C – in rats with stepwise subtotal ischemia (SSCI) after 1 day, subgroup 1, D – in rats with partial cerebral ischemia (PCI) after 
1 hour, E – control. IHC assay with neuroglobin antibodies, ×40

А B C

D E

А B C

D E

Рис. 2.  Содержание нейроглобина в цитоплазме пирамидных нейронов поля СА1 гиппокампа.
  А – у крыс с тотальной ишемией головного мозга (ТИГМ) через 1 час, В – у крыс с субтотальной ишемией головного 

мозга (СИГМ) через 1 час, С – у крыс со ступенчатой субтотальной ишемией головного мозга (ССИГМ) через 1 сутки, 
подгруппа 1, D – у крыс c частичной ишемией головного мозга (ЧИГМ) через 1 час, E – контроль. ИГХ окрашивание 
с антителами к нейроглобину, ×40

Fig. 2.  The content of neuroglobin in the cytoplasm of the pyramidal neurons of hippocampal field CA1.
 A – in rats with total cerebral ischemia (TCI) after 1 hour, B – in rats with subtotal cerebral ischemia (SCI) after 1 hour,  

C – in rats with stepwise subtotal (SSCI) after 1 day, subgroup 1, D – in rats with partial cerebral ischemia (PCI) after 1 hour,  
E – control. IHC assay with neuroglobin antibodies, ×40
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По сравнению с контролем в группе СИГМ содер-
жание нейроглобина уменьшилось – на 32,1% в темен-
ной коре (р<0,05) (рис. 1 В) и на 28,7% в гиппокампе 
(р<0,05) (рис. 2 В). По сравнению с группой ТИГМ 
содержание нейроглобина у крыс с СИГМ было боль-
ше – в теменной коре на 55,4% (р<0,05) и в гиппокампе 
на 55,9% (р<0,05). Уменьшение содержания нейрогло-
бина у крыс с СИГМ было менее выраженным, чем 
у крыс с ТИГМ, – на 23,1% в теменной коре (р<0,05) 
и на 27,3% в гиппокампе (р<0,05).

При этом в группе ЧИГМ по сравнению с груп-
пой ТИГМ содержание нейроглобина в цитоплазме 
нейронов была больше – на 68,7% в теменной коре 
(р<0,05) и на 69,2% в гиппокампе (р<0,05), а по срав-
нению с группой СИГМ – на 31,8% (р<0,05) и на 28,3% 
(р<0,05), соответственно. 

По сравнению с параметрами в группе «контроль» 
при промежутке между перевязками общих сонных 
артерий 7 суток (1-я подгруппа ССИГМ) происходи-
ло увеличение содержания нейроглобина – на 12,9% 
в теменной коре (р<0,05) (рис. 1 С) и на 14,2% в гип-
покампе (р<0,05) (рис. 2 С), во 2-й подгруппе ССИГМ 
(промежуток между перевязками 3 суток) содержание 
нейроглобина уменьшилось – на 13,4% в теменной коре 
(р<0,05) и на 7,1% в гиппокампе (р<0,05), а в 3-й под-
группе отмечалось наибольшее снижение содержания 

нейроглобина – на 30,8% (р<0,05) и на 33,3% (р<0,05), 
соответственно.

При интервале между перевязками общих сонных 
артерий 1 сутки (3-я подгруппа ССИГМ) содержание 
нейроглобина была меньше по сравнению с 1-й под-
группой – на 39,9% в теменной коре (р<0,05) и на 42,7% 
в гиппокампе (р<0,05), а по сравнению со 2-й подгруп-
пой ССИГМ – на 21,3% (р<0,05) и на 28,1% (р<0,05), 
соответственно.

По сравнению с СИГМ, моделируемой одномо-
ментной перевязкой обеих общих сонных артерий, 
в 3-й подгруппе ССИГМ в обоих изучаемых отделах 
различия в содержании нейроглобина в цитоплазме 
нейронов не выявлены (р>0,05). Содержание нейрогло-
бина во 2-й подгруппе ССИГМ было на 21,2% больше, 
чем при СИГМ, в теменной коре (р<0,05) и на 23,7% 
в гиппокампе (р<0,05), а в 1-й подгруппе ССИГМ – на 
40,3% (р<0,05) и на 39,2% (р<0,05), соответственно. 

У крыс с ЧИГМ не были выявлены изменения со-
держания нейроглобина по отношению к уровню в кон-
трольной группе (р>0,05) (рис. 1 D, 2 D).

По сравнению с группой ЧИГМ в 1-й подгруппе 
ССИГМ содержание нейроглобина было на 13% боль-
ше в теменной коре (р<0,05) и на 16% в гиппокампе 
(р<0,05). Во 2-й подгруппе ССИГМ оно была меньше 
на 13% (9; 17) в теменной коре (р<0,05) и на 12% (9; 22) 

Таблица | Table
Содержание нейроглобина в цитоплазме пирамидных нейронов теменной коры и поля СА1  

гиппокампа головного мозга крыс с ишемией головного мозга, Me (LQ; UQ) | 
The content of neuroglobin in the cytoplasm of pyramidal neurons of the parietal cortex and hippocampal field CA1  

in rats with cerebral ischemia, Me (LQ; UQ)

Группы | Groups

Содержание нейроглобина/единицы оптической плотности |  
The content of neuroglobin/units of optical density

теменная кора | parietal cortex гиппокамп | hippocampus

Контроль | Control 0,167 (0,162; 0,172) 0,165 (0,163; 0,165)

ТИГМ | TCI 0,051 (0,049; 0,052)* 0,052 (0,049; 0,054)*

СИГМ | SCI 0,114 (0,108; 0,116)* 0,117 (0,107; 0,126)*

ЧИГМ | PCI 0,166 (0,163; 0,175) 0,162 (0,158; 0,166)

С
С

И
ГМ

 | 
SS

C
I

подгруппа 1 | subgroup 1 0,191 (0,186; 0,193)* 0,192 (0,191; 0,216)*

подгруппа 2 | subgroup 2 0,145 (0,142; 0,152)* 0,153 (0,149; 0,158)*

подгруппа 3 | subgroup 3 0,115 (0,111; 0,123)* 0,111 (0,108; 0,117)

* – различия статистически значимы относительно группы контроля (p<0,05, тест Краскела–Уоллиса с поправкой Бонферони).
ТИГМ – тотальная ишемия головного мозга, СИГМ – субтотальная ишемия головного мозга, ССИГМ – субтотальная 
ступенчатая ишемия головного мозга, ЧИГМ – частичная ишемия головного мозга
* – differences are statistically significant relative to the control group (p<0.05, Kruskal–Wallis test with Bonferroni correction).
TCI – total cerebral ischemia, SCI – subtotal cerebral ischemia, SSCI – subtotal stepwise cerebral ischemia, PCI – partial cerebral 
ischemia
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в гиппокампе (р<0,05), а в 3-й подгруппе ССИГМ 
уменьшение содержания нейроглобина было более вы-
раженными, и составило 31% (р<0,05) и 28% (р<0,05), 
соответственно.

Обсуждение
Таким образом, содержание нейроглобина значи-

тельно уменьшалось при ТИГМ и СИГМ, в меньшей 
степени в 1-й подгруппе ССИГМ с интервалом между 
перевязками 7 суток. 

Изменения содержание нейроглобина в 1-й, 2-й 
и 3-й подгруппах ССИГМ были разнонаправленными: 
в 1-й подгруппе с максимальным интервалом между 
перевязками общих сонных артерий 7 суток оно уве-
личивалось, свидетельствуя об активации механизмов 
компенсации при гипоксии путем более активной 
транспортировки кислорода к митохондриям нервных 
клеток. Но по мере того как временной промежуток 
между перевязками артерий становился все короче, 
содержание нейроглобина снижалось, указывая на не-
достаточное включение механизмов компенсации при 
более тяжелых формах церебральной ишемии. 

При анализе динамики изменения нейроглобина 
при ступенчатой ишемии можно сделать вывод, что 
в 1-й подгруппе ССИГМ его содержание наиболее 
близко к показателям в группах «контроль» и ЧИГМ.

Это может служить знаком того, что в 1-й подгруп-
пе ССИГМ наблюдается активация компенсаторных 
механизмов нейронов. Они, вероятно, заключаются 
в увеличении активности аэробного гликолиза, что 
становится возможным благодаря доставке кислорода 
к митохондриям нейроглобином [17–21]. 

В то же время во 2-й и 3-й подгруппах ступенчатой 
ишемии содержание нейроглобина приближается к та-
ковому при СИГМ.

Повышенное содержание нейроглобина в цитоплаз-
ме нейронов в 1-й подгруппе ступенчатой субтотальной 
ишемии головного мозга с перевязкой обеих общих 
сонных артерий с интервалом 7 суток также может 
способствовать оптимизации поступления кислоро-
да в митохондрии. Кроме того, нейроглобин является 
скэвенджером свободных радикалов, что способствует 
нормализации прооксидантно-антиоксидантного ба-
ланса головного мозга на свободнорадикальном эта-
пе [20– 22].

Заключение
Наиболее выраженное уменьшение содержания 

нейроглобина происходит при тотальной ишемии 
головного мозга, а также при субтотальной ишемии 
и в той подгруппе ступенчатой, где промежуток между 
перевязками общих сонных артерий составил 1 сутки. 
В то же время частичная ишемия не сопровождалась 
значимыми изменениями содержания нейроглобина, а 
ступенчатая перевязка общих сонных артерий с про-
межутком 7 суток даже способствовала повышению 
содержания данного металлопротеина.

Полученные в ходе проведенного исследования 
сведения могут помочь в дальнейшем углубить име-
ющиеся данные о патогенезе гипоксических повреж-
дений мозга. В первую очередь это касается форми-
рования энергетического дефицита при гипоксии 
нейронов. В перспективе, возможно, полученные 
сведения лягут в основу будущих разработок мето-
дов предотвращения и терапии цереброваскулярной 
патологии.
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