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Cостояние митохондрий в клетках Пуркинье  
мозжечка крысы при холестазе
С.В. Емельянчик1, О.А. Карнюшко2, С.М. Зиматкин2

1 УО «Гродненский государственный университет имени Я. Купалы», Гродно, Беларусь
2 УО «Гродненский государственный медицинский университет», Гродно, Беларусь

Цель исследования – комплексом методов (гистохимия, электронная микроскопия, иммуногистохимия) 
оценить состояние энергетического аппарата клеток Пуркинье мозжечка крыс при экспериментальном 
холестазе.
Материалы и методы. Эксперимент выполнен на 108 белых крысах-самцах массой 200–250 грам-
мов. В контрольной группе проводили ложную операцию (сохранялся физиологический отток желчи 
в 12-перстную кишку), в экспериментальной перевязывали общий желчный проток с последующей 
перерезкой между двумя лигатурами. Кору мозжечка исследовали на 2-, 5-, 10-, 20-, 45- и 90-е сутки 
эксперимента. Клетки Пуркинье мозжечка изучали гистологически, гистохимически, электронномикро-
скопически и иммуногистохимически.
Результаты. Установлено, что после перевязки общего желчного протока в клетках Пуркинье мозжечка 
активность маркерных ферментов митохондрий сукцинатдегидрогеназы (СДГ) и дегидрогеназы восста-
новленного НАД (НАДН-ДГ) снижается умеренно на 5-е сутки, максимальное снижение отмечается на 
10-е сутки. В клетках Пуркинье мозжечка на 10-е сутки опыта определены митохондрии с разрушенными 
кристами, просветленным матриксом, появляются гигантские формы. При этом иммунореактивность 
АТФ-синтазы увеличивается на 2-е сутки, затем происходит уменьшение на 5-е сутки с максимумом на 
10-е сутки и на 20-е сутки – умеренное уменьшение. На 45-е и 90-е сутки у выживших животных от-
мечается постепенная нормализация всех изученных параметров.
Заключение. После перевязки общего желчного протока в клетках Пуркинье мозжечка у крыс происходит 
значительное нарушение энергетических процессов.
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Objective – complex methods (histochemistry, electron microscopy, immunohistochemistry) to study the state 
of the energy apparatus in cerebellum Purkinje cells of rat with experimental cholestasis.
Materials and methods. The research was performed on 108 white male rats weighing 200–250 g. In experimental 
animals the common bile duct ligation (the physiological outflow of bile into the duodenum was stopped), in 
control – false surgery. The cerebellum samples were examined at 2, 5, 10, 20, 45, and 90 days after operation. 
The cerebellum Purkinje cells were investigated histochemically, electron microscopically and immunohisto-
chemically.
Results. It was established that after ligation of the common bile duct in cerebellum Purkinje cells the activity 
of the markers enzymes of mitochondria, succinate dehydrogenase (SDH) and dehydrogenase of reduced NAD 
(NADH-DG), decreases moderately on the fifth day, the maximum decrease – on the 10th day. On the 10th day 
of the experiment, mitochondria with destroyed crosses, enlightened matrix, appear in the cerebellum Purkinje 
cells. At the same time, the immunoreactivity of ATP synthase increases on the second day, then a decrease on 
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Холестаз (застой желчи, нарушение ее оттока 
из печени в 12-перстную кишку) является частым 
осложнением болезней печени и желчевыводящих 
путей. В наших предыдущих экспериментальных 
исследованиях показано, что холестаз приводит к 
печеночной энцефалопатии, значительным гистоло-
гическим, гистохимическим и ультраструктурным на-
рушениям в нейронах коры мозга и мозжечка, гибели 
некоторых из них [1–4]. При этом наиболее уязвимы-
ми для повреждения от холестаза оказались клетки 
Пуркинье мозжечка. Известно, что нейроны являют-
ся сильно энергозависимыми клетками, поэтому для 
поддержания высокого уровня функционирования и 
гомеостаза необходимо нормальное состояние их ми-
тохондрий. Дисфункция митохондрий лежит в основе 
многих неврологических и нейродегенеративных за-
болеваний [5–8]. При холестазе увеличивается со-
держание билирубина и холестерина в крови, что и 
может приводить к митохондриальным дисфункциям 
в нейронах мозга. Маркерным ферментом митохонд-
рий является сукцинатдегидрогеназа – ферментный 
комплекс, построенный из четырех субъединиц белка 
(SDHA, SDHB, SDHC и SDHD), гены которых рас-
положены в ядерной ДНК клетки. Этот фермент вы-
ступает как компонент цикла трикарбоновой кислоты, 
окисляя сукцинат до фумарата и убихинон до уби-
хинола в транспортной цепи митохондрий. Другой 
маркерный фермент митохондрий – дегидрогеназа 
восстановленного НАД (НАДН-ДГ), участвующая 
в транспорте электронов. Одним из чувствительных 
иммуногистохимических маркеров деятельности ми-
тохондрий является белок АТФ-синтаза – комплек-
са V, образующего АТФ из АДФ и расположенного 
на кристах внутренней мембраны митохондрий. В 
связи с изложенным выше представляло интерес ком-
плексное гистохимическое, иммуногистохимическое 
и электронномикроскопическое исследование мито-
хондрий в клетках Пуркинье мозжечка при экспери-
ментальном холестазе.

Цель исследования – комплексом методов (гисто-
химия, иммуногистохимия, электронная микроско-
пия) оценить состояние митохондрий в клетках Пур-
кинье мозжечка при экспериментальном холестазе 
у крыс.

Материалы и методы
Эксперимент выполнен на 108 беспородных белых 

крысах-самцах массой 200–250 граммов. На проведе-
ние данных исследований получено разрешение этиче-
ского комитета Гродненского государственного меди-
цинского университета (протокол № 1 от 11.01.2017). 
Животных содержали в стандартных условиях вивария. 
Крысам опытной группы под ингаляционным эфирным 
наркозом проводили перевязку общего желчного про-
тока (ОЖП) на 3–5 мм ниже слияния долевых прото-
ков двумя лигатурами с последующим пересечением 
между ними [1]. Крысам контрольной группы прово-
дили лапаротомию без перевязки ОЖП. Спустя 2, 5, 10, 
20, 45 и 90 суток в утренние часы (для синхронизации 
по времени) животных выводили из эксперимента де-
капитацией. Участки коры мозжечка животных экс-
периментальной и контрольной групп обрабатывали 
параллельно и в одинаковых условиях для получения 
сопоставимых результатов.

Для гистохимического исследования кусочки моз-
жечка замораживали и хранили в жидком азоте, ку-
сочки мозжечка опытных и контрольных животных 
монтировали одним блоком, криостатные срезы об-
рабатывали для выявления оксидоредуктаз, связан-
ных с циклом Кребса, – сукцинатдегидрогеназы (СДГ; 
сукцинат: акцептор – оксидоредуктаза; КФ 1.3.99.1) 
по M. Nachlas et al., и с транспортом электронов – 
дегидрогеназы восстановленного НАД (НАДН-ДГ; 
НАДН: акцептор – оксидоредуктаза; КФ 1.6.99.3) по 
M. Nachlas, D. Walker, A. Seligman [9]. Затем заключали 
в глицерин-желатину.

Для иммуногистохимического исследования 
кусочки мозжечка фиксировали в цинк-этанол-
формальдегиде при +4ºС в течение 20 часов, а затем 
заключали в парафин. Стандартные парафиновые 
срезы толщиной 7 мкм готовили с помощью микро-
тома (Leica RM 2125 RTS, Германия). Срезы мозжечка 
опытных и контрольных животных одного срока мон-
тировали на предметные стекла единым блоком. Для 
иммуногистохимического выявления АТФ-синтазы 
применяли первичные моноклональные мышиные 
антитела Anti-ATP5A antibody фирмы Abcam (Вели-
кобритания, ab. 14748) в разведении 1:2400 (выбра-
но как оптимальное из ряда разведений 1:200–1:3000 

the fifth day, with a maximum on the 10th day and on the 20th day a moderate decrease. In servived animals at 
the 45 – 90 days after operation all parameters studied were recovered.
Conclusions. Thus, after ligation of the common bile duct in rats, in cerebellum Purkinje cells took place a 
disturbances of energy processes.
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в предварительном исследовании) при +4ºС, экспо-
зиция 20 часов, во влажной камере. Для выявления 
связавшихся первичных антител использовали набор 
EXPOSE Mouse and Rabbit specific HRP/DAB detection 
IHC kit Abcam (Великобритания, ab. 80436). Негатив-
ным контролем служили срезы, при обработке которых 
не использовали первичные антитела. 

Визуальное исследование, микрофотографирова-
ние и морфометрию гистохимических и иммуноги-
стохимических препаратов проводили при помощи 
микроскопа Axioskop 2 plus (Zeiss, Германия), циф-
ровой видеокамеры Leica DFC320 (Германия) и про-
граммы компьютерного анализа изображения Image 
Warp (Bit Flow, США).

Для электронномикроскопического исследования 
материал от животных опытной и контрольной групп 
фиксировали в течение 2 часов при +4ºС в двух пор-
циях 1% раствора четырехокиси осмия (OsO4) на 0,1М 
буфере Миллонига (рН 7,4). Затем промывали в раст-
воре буфера Миллонига (20 мл) + сахароза (900 мг), 
обезвоживали в спиртах возрастающей концентрации 
(50% и 70%), смеси спирта и ацетона, ацетоне, про-
водили через смесь смол (аралдит М + аралдит Н + 
дибутилфталат + ДМР-30) и ацетона и заливали в эту 
смесь. Срезы готовили с помощью ультратома МТ-7000 
(США). Изучение и микрофотографирование препара-
тов проводили при помощи электронного микроскопа 
JEM 100CX II (JEOL, Япония) в Центре электронной 
микроскопии Института физиологии НАН Беларуси. 
Морфометрию митохондрий проводили по методу Мо-
розова [10].

Полученные результаты обрабатывали методом не-
параметрической статистики с помощью лицензионной 
компьютерной программы Statistica 6.0 для Windows 
(StatSoft, Inc., США, серийный номер 31415926535897). 

В описательной статистике для каждого показателя 
определяли значения медианы (Ме) и интерквартиль-
ного диапазона (IQR). Cравнение групп по одному при-
знаку проводили с помощью критерия Манна–Уитни 
для независимых выборок (Mann-Whitney U-test). Раз-
личия между группами считали статистически значи-
мыми, если вероятность ошибочной оценки не превы-
шала 5% (p<0,05).

Результаты исследования
Гистохимия. Активность маркерных ферментов 

митохондрий СДГ и НАДН-ДГ в клетках Пурки-
нье мозжечка выявляется по темно-синему осадку 
продукта гистохимической реакции диформазана 
(рис. 1, 2). Через 2 суток холестаза активность из-
ученных ферментов не меняется, после 5 суток про-
исходит снижение активности в клетках Пуркинье: 
СДГ – на 2,4% и НАДН-ДГ – на 8,3%. На 10-е сутки 
холестаза отмечено дальнейшее снижение активности 
СДГ на 24% и НАДН-ДГ на 17% по сравнению с 
контролем (рис. 1, 2). Через 20 суток активность 
ферментов оставалась значительно сниженной: для 
СДГ – на 24% и для НАДН-ДГ – на 11%. Спустя 45 су-
ток активность СДГ в клетках Пуркинье повышалась 
на 6%, НАДН-ДГ не отличалась от контроля, а через 
90 суток происходила нормализация активности обоих 
ферментов (табл. 1).

Иммуногистохимия. В клетках Пуркинье мозжечка 
иммунореактивность АТФ-синтазы выявляется в виде 
мелких и средних размеров гранул темно-коричневого 
цвета, относительно гомогенно расположенных в ци-
топлазме. При этом ядра клеток Пуркинье иммуно-
негативны (рис. 3). После двух суток холестаза про-
исходит временное увеличение иммунореактивности 
АТФ-синтазы в клетках Пуркинье на 4%, после пяти 

А Б

Рис. 1. Активность СДГ в клетках Пуркинье мозжечка крыс.  
А – контроль (10 суток после ложной операции), уменьшение в опыте, Б – 10 суток холестаза.  
Окраска по методу Нахласа и соавт., ×300

Fig. 1. SDH activity in Purkinje cells of the rat cerebellum.  
А – control group (10 days after false surgery), B – decrease during experience (10 days of cholestasis).  
Stain by Nahlas et al. method, ×300
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Таблица 1  / Table 1
Активность СДГ и НАДН-ДГ в перикарионах клеток Пуркинье мозжечка крыс в различные сроки после перевязки 

общего желчного протока (ед.×103) (Me±IQR)  
The activity of SDH and NADH-DG in the Purkinje cell perikaryon in rat cerebellum at various times after common bile duct 

ligation (units × 103) (Me ± IQR)

Сутки Группа СДГ НАДН-ДГ

2-е контроль 457,58±36,09 611,65±30,05

опыт 438,53±58,73 581,12±78,47

5-е контроль 442,83±21,13 600,20±29,25

опыт 432,20±71,11 * ↓ 550,47±27,31 * ↓

10-е контроль 457,32±27,71 587,04±36,67

опыт 345,17±94,65 ** ↓ 484,50±011,15 ** ↓

20-е контроль 450,20±9,61 656,53±26,55

опыт 342,92±69,27 ** ↓ 583,74±29,92 ** ↓

45-е контроль 454,76±38,93 601,16±34,96

опыт 480,54±13,15 * ↑ 578,87±74,40

90-е контроль 448,66±34,42 604,56±15,93

опыт 469,51±10,09 612,56±32,70

* – p<0,05; ** – p<0,01 по сравнению с контролем: стрелками показаны направления изменений

Рис. 2. Активность НАДН-ДГ в клетках Пуркинье мозжечка крыс.
 А – контроль (10 суток после ложной операции), уменьшение ее в опыте, Б – 10 суток холестаза. Окраска по Нахласу, 

Уокеру, Зелигману, ×300
Fig. 2. NADH-DG activity in Purkinje cells of the rat cerebellum.
 А – control (10 days after false surgery), B – decrease during experience (10 days of cholestasis). Stain by Nahlas, Walker, 

Zeligman, ×300

БА

суток холестаза – снижение на 17%, а после 10 суток – 
на 27% (рис. 3, 4). После 20 суток холестаза сохраня-
ется достоверное снижение иммунореактивности на 
9,6%. Спустя 45 и 90 суток после перевязки/перерезки 
общего желчного протока иммунореактивность АТФ-
синтазы в клетках Пуркинье нормализуется (рис. 4).

Электронная микроскопия. Спустя 10 суток холе-
стаза практически во всех клетках Пуркинье наблю-

даются деструктивные (дегенеративные) изменения: 
от умеренных до тяжелых – сморщивание нейронов и 
появление клеток-теней. Матрикс многих митохонд-
рий набухший (с просветлением), кристы и наружная 
мембрана частично или полностью разрушены. Иног-
да митохондрии имеют контакты с ядерной оболочкой 
клетки. Количество органелл на единицу площади ци-
топлазмы клеток Пуркинье и площадь митохондрий 
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уменьшаются – на 32% и 44%, соответственно. Степень 
набухания увеличивается на 29%, коэффициент фраг-
ментации крист – на 31% (рис. 5, табл. 2).

Обсуждение
Снижение активности маркерных ферментов мито-

хондрий – СДГ и НАДН-ДГ – в перикарионах клеток 
Пуркинье мозжечка после перевязки/перерезки ОЖП 

с 5-х суток (с максимумом на 10-е сутки) свидетель-
ствует об угнетении функциональной активности мито-
хондрий. Временное повышение иммунореактивности 
АТФ-синтазы в клетках Пуркинье мозжечка на 2-е сутки 
холестаза можно рассматривать как компенсаторный ме-
ханизм, направленный на адаптацию нейронов к холе-
стазу. Но затем на 5-е, 10-е, 20-е сутки она значительно 
снижается, что отражает срыв адаптации и нарушение 

Рис. 3. Иммунореактивность АТФ-синтазы в клетках Пуркинье мозжечка крысы. А – контроль (10 суток после ложной 
операции) и уменьшение ее в опыте, Б – (10 суток холестаза). Иммуногистохимическая реакция на АТФ-синтазу, ×800

Fig. 3. ATP synthase immunoreactivity in Purkinje cells of the rat cerebellum. 
А – in the control group (10 days after false surgery), B – decrease in the experiment (10 days of cholestasis). ATP synthase 
immunohistochemical reaction, ×800

А Б

Рис. 4. Иммунореактивность АТФ-синтазы в клетках 
Пуркинье мозжечка контрольных крыс и в разные 
сроки после перевязки общего желчного протока 
(ед.×103) (Me±IQR)
*** – p<0,001 по сравнению с контролем; ** – p<0,01 
по сравнению с контролем

Fig. 4.  ATP synthase immunoreactivity in Purkinje cells of the rat 
cerebellum in control group and at various times after the 
common bile duct ligation (units × 103) (Me ± IQR)

 *** – p <0,001 compared to the control; ** – p <0,01 
compared to the control

Таблица 2 / Table 2
Показатели ультрамикроскопической морфометрии 
митохондрий клеток Пуркинье коры мозжечка крыс  

после десяти суток холестаза (Me±IQR) 
Ultramicroscopic morphometry indicators of Purkinje cell 
mitochondria in the cerebellar cortex in rat after 10 days  

of cholestasis (Me ± IQR)

Показатель Контроль 
(n=5)

Опыт 
 (n=5)

Число митохондрий,  
в 1 мкм2

0,072±0,014 0,049±0,007 * ↓

Площадь митохондрии, 
мкм2

5,73±0,590 3,226±0,492 ** ↓

Степень набухания, усл. ед. 1,083±0,038 1,40±0,20 ** ↑
Коэффициент 
фрагментации крист,  
усл. ед.

0,712±0,117 0,938±0,125 * ↑

* – p < 0,05; ** – p < 0,01 по сравнению с контролем; 
стрелками показано направление изменений
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энергетических процессов в клетке, приводящих к ги-
бели части нейронов [2, 4]. Возможно, это обусловлено 
нарастанием содержания в крови и в мозге нейротокси-
ческих веществ (билирубина) и как следствие нарушени-
ем биологических [11], в частности митохондриальных, 
мембран [6]. Это подтверждается и нашими электронно-
микроскопическими данными о нарушении целостности 
митохондрий, их набухании с просветлением матрикса, 
разрушении крист и мембран оболочки митохондрий 
в цитоплазме клеток Пуркинье спустя 10 суток холе-
стаза. Иногда встречаются гигантские митохондрии, 
что считают приспособительным явлением с целью 
восстановления энергетических возможностей клетки 
при массовом разрушении митохондрий [12].

Выявленные нарушения митохондрий коррелиру-
ют с деструктивными процессами в нервных клетках, 
включая клетки Пуркинье мозжечка, описанными нами 
ранее [2–4]. Они появляются на 2-е сутки и достигают 
максимума на 10–20-е сутки опыта. В отдаленные сроки 
(45 и 90 суток) у выживших животных происходит нор-
мализация структурных и метаболических показателей 
нейронов, возможно, обусловленная восстановлением 
оттока желчи в результате прорастания обходных жел-
чевыводящих путей и устранения холестаза [1].

Нейроны энергозависимы, поэтому выявленные на-
рушения митохондрий могут приводить к неврологи-
ческим и нейродегенеративным нарушениям в мозге и 
гибели нейронов [5]. Возможно, что описанные в кли-
нике у пациентов с холестатическими состояниями 
двигательные расстройства связаны с нарушениями 
именно клеток Пуркинье мозжечка [13].

Заключение
1. После перевязки/перерезки общего желчного 

протока у крыс активность маркерных ферментов 

митохонд рий СДГ и НАДН-ДГ в клетках Пуркинье 
мозжечка снижается на 5-е и особенно на 10-е сутки, 
а затем, на 20–90-е сутки, постепенно нормализуется.

2. Иммунореактивность белка AТФ-синтазы в клет-
ках Пуркинье мозжечка крыс несколько увеличивается 
на 2-е сутки холестаза, затем на 5–20-е сутки проис-
ходит ее уменьшение (с минимумом на 10-е сутки), а 
на 45–90-е сутки она постепенно нормализуется.

3. Через 10 суток холестаза электронномикроско-
пически в клетках Пуркинье мозжечка уменьшаются 
число и размеры митохондрий, происходят просветле-
ние матрикса, разрушение и фрагментация их крист.

4. В совокупности полученные данные указывают 
на нарушения энергетического аппарата клеток Пур-
кинье мозжечка при холестазе у крыс.
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