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СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ СОСТОЯНИЕ  
ПИРАМИДНЫХ НЕЙРОНОВ КОРЫ БОЛЬШОГО МОЗГА ЧЕЛОВЕКА 

В ПОСТРЕАНИМАЦИОННОМ ПЕРИОДЕ 
 
Изучена цитоархитектоника моторной коры большого мозга пациентов (n = 3), перенесших остановку систем-

ного кровотока (через 7, 90 сут. и год после успешной реанимации). В качестве контроля использован мозг по-
гибших (n = 4) в результате несчастных случаев. Проведено комплексное гистологическое (окраска по Нисслю, 
DAPI), иммуногистохимическое (NeuN) и морфометрическое исследование пирамидных нейронов слоев III и V 
моторной коры. Установлено, что в постреанимационном периоде происходит значительное уменьшение имму-
нореактивности NeuN в пирамидных нейронах. В слое III остается 35–42 %, а в слое V – 48–56 % экспрессирую-
щих NeuN-нейронов. Общая численная плотность NeuN-позитивных нейронов меньше, чем при окраске по Нисс-
лю и DAPI. Существенно, что среди NeuN-негативных нейронов часть клеток не имеет признаков повреждения 
ядра и цитоплазмы, что свидетельствует о потенциальной возможности восстановления их функции. 

Ключевые слова: клиническая смерть, мозг человека, нейроны, Ниссль, NeuN, DAPI. 
 
 
 
Актуальность исследования структурно-

функционального состояния различных 
нейронов коры большого мозга человека в 
норме и после ишемии, в частности в по-
стреанимационном периоде, обусловлена 
стремлением выявления закономерностей 
пространственной реорганизации нейрон-
ных сетей и поиском средств регуляции де-
структивных и компенсаторно-восстанови- 
тельных процессов, лежащих в ее основе  
[1–5]. Имеются работы, свидетельствующие 
о том, что не только классические методы 
окраски (по Нисслю) нервной ткани при-
годны для морфометрического исследова-
ния головного мозга человека при аутопсии, 
но и методы иммуногистохимической иден-
тификации специфических нейрональных и 
глиальных белков. Суть этих исследований 

заключается в том, что специфические анти-
гены длительно сохраняются в нейронах 
после смерти [6; 7]. 

Среди всех нейрон-специфических бел-
ков только NeuN является маркером тела и 
ядра нейрона. Иммуногистохимический 
анализ показал, что NeuN экспрессируется 
почти исключительно в нервной системе, 
выявляется на протяжении всего онтогене-
тического развития мозга, является специ-
фическим маркером ядра и тела нейронов,  
а также проксимальных отростков, способен 
связываться с ДНК нейронов, может быть 
регулятором процесса дифференцирования 
и функции нейронов [6]. Поэтому для  
проведения морфометрического анализа с 
целью выявления динамики содержания 
функционирующих нейронов в неповреж-
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денном и поврежденном головном мозге 
млекопитающих в эксперименте, наряду с 
классической окраской по Нисслю и окра-
ской ядер с помощью DAPI, широко ис-
пользуется подсчет именно NeuN-позитив- 
ных нейронов [4; 8–10]. 

Таким образом, по данным литературы, 
белок NeuN целесообразно использовать 
для идентификации нейронов коры большо-
го мозга человека как специфический мар-
кер клеток и морфометрического анализа 
закономерностей изменения цитоархитекто-
ники коры большого мозга. Однако кора 
большого мозга человека с помощью совре-
менных иммуногистохимических методов 
идентификации нейронов изучена недоста-
точно, особенно в условиях реанимацион-
ных мероприятий. 

Цель исследования – изучить структур-
но-функциональное состояние пирамидных 
нейронов слоя III и V моторной коры боль-
шого мозга человека в постреанимационном 
периоде с помощью комплексного гистоло-
гического, иммуногистохимического и мор-
фометрического исследования. 

 
Материал и методы 
 
Проведено комплексное морфологиче-

ское исследование моторной коры большого 
мозга пациентов (основная группа, n = 3), 
перенесших трехминутную клиническую 
смерть в результате внезапной остановки 
работы сердца (инфаркт миокарда) и ус-
пешную реанимацию с восстановлением 
неврологического статуса. Биологическая 
смерть пациентов после перенесенного тер-
минального состояния наступила через 7  
(n = 1, возраст больного 77 лет), 90 (n = 1, 
возраст – 55 лет) суток и год (n = 1, воз- 
раст – 63 года) в результате острой сердеч-
но-сосудистой недостаточности (повторный 
инфаркт). На момент смерти, кроме повтор-
ного инфаркта, у одного пациента констати-
ровали хроническую ишемическую болезнь 
сердца (ХИБС) и склероз аорты, у второго – 
ХИБС, бронхиальную астму, эмфизему лег-
ких и отек легких, у третьего больного – 
ХИБС и отек легких. 

Контролем послужил головной мозг  
4 лиц (возраст – 17, 27, 33, 45 лет), погиб-
ших в результате несчастного случая и при-
знанных клинически здоровыми. Аутопсий-
ный материал забирали в течение суток 
после констатации биологической смерти на 

базе патологоанатомического отделения мед-
санчасти № 9 г. Омска (зав. отделением – 
канд. мед. наук А. Н. Кузовкин). Исследова-
ние одобрено Этическим комитетом Омской 
государственной медицинской академии 
(протокол № 40 от 23.05.2011), получено 
информированное согласие родственников 
на изъятие биологического материала. 

Кусочек моторной коры мозга размером 
20 × 10 × 10 мм фиксировали в 4 % растворе 
параформальдегида (0,1 M фосфатный бу-
фер, pH 7,4, при температуре 4 С) [11].  
Для иммуногистохимического исследования 
срезы (10 мкм) производились во фронталь-
ной плоскости через все слои коры на замо-
раживающем криостате («Cryostat», «Leica», 
Германия). Для окраски использовали ядер-
ный нейрональный протеин (Neuronal nuclei 
protein, NeuN; «CHEMICON International 
Inc.», США) в разведении 1 : 500, вторичные 
антитела (Biotinylated anti-mouse; «Sigma 
Chemicals», США) в разведении 1 : 200), 
FITS-связанный стрептавидин (FITC-con- 
jugated streptavidin; «Amersham, Bucking- 
hamshire», Великобритания) в разведении  
1 : 200) [10; 12]. 

Иммуногистохимические препараты про-
сматривались на конфокальном лазерном 
сканирующем микроскопе BioRad MRC 600, 
присоединенном к флуоресцентному микро-
скопу Nikon FXA. Использовался аргоно-
криптоновый лазер с фильтром для FITS 
(488 DF 10) и липофусцина (568 DF 10). 
Применялась двухканальная флуоресцен-
ция. DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) – 
флуоресцентный краситель, который прочно 
связывается с ДНК и используется для ви-
зуализации клеточных ядер [13]. На микро-
скопе Axioskop 40 («Carl Zeiss»), оснащен-
ном ртутной лампой HBO 100, камерой на 
CCD датчике (AxioCam MRc) и объективом 
EC Plan-Neofluar (× 40, апертура 0,9) произ-
водились цифровые микрофотографии.  
Использовалась программа AxioVision, ко-
торая позволяла осуществить захват изо-
бражения с каждого среза общей площадью 
382 800 мкм2 (10 микрофотографий). 

Препараты, окрашенные по Нисслю, фо-
тографировали с помощью микроскопа 
Leica DM 1000, производили цифровые 
микрофотографии (2 048 × 1 536 пк) на 
уровне III и V слоя коры большого мозга. 
На полученных микрофотографиях прово-
дили общую и морфометрическую оценку 
основных типов пирамидных нейронов ко-
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ры. Определяли общую численную плот-
ность нейронов и содержание реактивно  
измененных клеток (гиперхромных смор-
щенных и несморщенных, гипохромных 
нейронов и клеткок тени). 

Полученные результаты обработаны в 
программе Statistica 6.0. Проверку статисти-
ческих гипотез проводили при помощи не-
параметрического U-критерия Манна – 
Уитни (для парного сравнения) и ANOVA 
Краскела – Уоллиса (для сравнения трех 
групп по одному признаку). В каждом срав-
ниваемом случае количество измерений и 
полей зрения клеток определялось требова-
ниями выявления статистической значимо-
сти при p < 0,05. 

 
Результаты исследования  
и обсуждение 
 
Использование трех методов верифика-

ции нейронов (метод Ниссля, определение 
ядерного белка NeuN и DAPI) позволило 
провести сравнительный анализ особенно-
стей каждого из них на мелкоклеточной 
(слой III) и крупноклеточной (слой V) попу-
ляции пирамидных нейронов моторной ко-
ры большого мозга человека основной (по-
сле клинической смерти) и контрольной 
(клинически здоровые) группы. Все методы 
хорошо маркировали клетки коры большо- 
го мозга пациентов сравниваемых групп  
(рис. 1, 2). Однако особенности каждого ме-
тода исследования и размеры клеток анали-
зируемой популяции оказывали влияние на 
конечные результаты проведенного морфо-
метрического анализа (см. таблицу). 

В контрольной группе (n = 4) во всех 
изученных слоях коры большого мозга пре-
обладали нормо- и гиперхромные несмор-
щенные нейроны. Результаты морфометри-
ческого анализа прежде всего определялись 
сложностью дискриминации различных ти-
пов мелких клеток слоя III коры большого 
мозга. В итоге при использовании DAPI су-
щественно завышалась общая численная 
плотность клеток, которые идентифициро-
ваны как мелкие пирамидные нейроны (см. 
таблицу). Это связано с тем, что размеры 
ядер мелких пирамидных и непирамидных 
нейронов, а также астроцитов приблизи-
тельно равны. В норме общая численная 
плотность NeuN-позитивных нейронов в 
слое III была лишь незначительно (на 
11,5 %) меньше, чем при окраске по Нисс-

лю. Вполне вероятно, что при окраске по 
Нисслю количество пирамидных нейронов 
было несколько завышено за счет мелких 
клеток иной природы. Все это свидетельст-
вовало о том, что в норме в мелкоклеточной 
популяции (слой III) наиболее объективные 
результаты оценки общей численной плот-
ности нейронов достигаются при подсчете 
количества NeuN-позитивных нейронов  
в сочетании с контрольной окраской по  
Нисслю. 

В крупноклеточном слое V моторной ко-
ры большого мозга при всех использован-
ных методах окраски получены статистиче-
ски неразличающиеся значения показателя 
общей численной плотности нейронов в 
норме (см. таблицу). Пирамидные клетки и 
их ядра этого слоя существенно превышали 
размеры всех остальных клеток и легко 
идентифицировались при любом методе ок-
раски. Поэтому в норме для слоя V коры 
большого мозга подсчет NeuN-позитивных 
клеток является самым объективным (мак-
симальная чувствительность и специфич-
ность) способом морфометрической оценки 
общей плотности пирамидных нейронов. 
Это имеет очень большое практическое зна-
чение, так как позволяет применять имму-
ногистохимический метод идентификации 
NeuN-позитивных нейронов для автомати-
зированного компьютерного анализа препа-
ратов по скоплению маркера с помощью 
программ графического анализа, например 
ImageJ. 

В постреанимационном периоде появля-
лись качественно новые факторы, влияющие 
на получение и интерпретацию морфомет-
рических данных при различных методах 
идентификации клеток. Расхождение ре-
зультатов анализа общей численной плотно-
сти нейронов существенно увеличивалось. 
Особенно это касалось количества NeuN-
позитивных нейронов (см. таблицу). При 
окраске по Нисслю общая численная плот-
ность пирамидных нейронов в слое III через 
7 сут. в постреанимационном периоде 
уменьшалась на 42,3 %, в слое V – на 
28,0 %, а при подсчете NeuN-позитивных 
нейронов – на 60,9 и 47,8 % соответственно. 
DAPI в слое III давал стабильно более высо-
кие результаты, а в слое V – на уровне клас-
сической окраски по Нисслю (см. таблицу). 

Таким образом, через 7 сут. после клини-
ческой смерти почти 20 % нейронов, выяв-
ляемых при окраске по Нисслю, имели
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Рис. 1. Пирамидные нейроны моторной коры большого мозга человека контрольной группы: а, б – окра-
ска по Нисслю (слой III и V); в, г – NeuN-позитивные нейроны (слой III и V); д, е – окраска клеточных 
ядер DAPI (слой III и V). Шкала 50 мкм 
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Рис. 2. Пирамидные нейроны моторной коры большого мозга человека основной группы (постреанима-
ционный период): а, б – окраска по Нисслю в слоях III и V через 7 сут.; в – NeuN-позитивные нейроны 
слоя III через 90 сут.; г – NeuN-позитивные нейроны слоя V через год; д, е – неравномерное окрашивание 
и снижение количества клеточных ядер при окраске DAPI в слоях III и V через 7 сут. Шкала 50 мкм 
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Общая численная плотность пирамидных нейронов (в 0,001 мм3)  
в различных слоях моторной коры большого мозга человека  

в постреанимационном периоде 
 
Метод  
исследования 

Контроль 
Срок после клинической смерти 

7 сут. 90 сут. 1 год 
Слой III 

По Нисслю 52 (50; 55) 30 (27; 32) 35 (33; 37) 32 (28; 35) 
NeuN 46 (44; 48) * 18 (18; 23) *** 20 (19; 25) *** 22 (21; 26) ** 
DAPI 61 (59; 65) ** 39 (34; 41) * 42 (38; 45) * 48 (44; 49) ** 

ANOVA 
H = 7,9; df = 2;  

p = 0,02 ^ 
H = 10,6; df = 2; 

p = 0,01 ^ 
H = 11,3; df = 2; 

p = 0,005 ^ 
H = 9,8; df = 2;  

p = 0,01 ^ 
Слой V 

По Нисслю 25 (23; 28) 18 (17; 23) 21 (22; 24) 18 (17; 25) 
NeuN 23 (19; 26) 12 (13; 15) ** 14 (13; 18) *** 13 (11; 16) ** 
DAPI 27 (25; 27) 19 (18; 22) 23 (21; 26) 20 (19; 24) 

ANOVA 
H = 3,5; df = 2;  

p > 0,05 
H = 7,6; df = 2; 

p = 0,02 ^ 
H = 9,9; df = 2; 

p = 0,01 ^ 
H = 7,8; df = 2;  

p = 0,02 ^ 
 
Примечание: данные представлены как медиана (нижний и верхний квартили); * – отличия статистически зна-

чимы по сравнению с методом Ниссля при р < 0,05, ** – то же при р < 0,01; *** – то же при р < 0,001 (критерий 
Манна – Уитни для парных сравнений); ^ – отличия между методами верификации нейронов статистически зна-
чимы при р < 0,05 (ANOVA Краскела – Уоллиса). 
 
 
 
нулевую или очень низкую иммунореактив-
ность NeuN. 

В постреанимационном периоде стати-
стически значимо увеличивалось количест-
во различных типов вакуолизированных, 
гипо-, гиперхромных сморщенных нейронов 
и клеток теней. Значительная часть этих 
нейронов сохраняла структурную целост-
ность ядра и цитоплазмы (см. рис. 2, а, б). 
Однако в реактивно измененных нейронах 
снижалась экспрессия NeuN в ядре и 
уменьшались его запасы в цитоплазме (см. 
рис. 2, в, г). По сравнению с контролем в 
постреанимационном периоде отмечалось 
неравномерное окрашивание и уменьшение 
количества клеточных ядер при окраске 
флуоресцентным красителем DAPI (см.  
рис. 2, д, е). 

Следовательно, в постреанимационном 
периоде существенная часть неповрежден-
ных нейронов становилась NeuN-негатив- 
ной. Поэтому после клинической смерти в 
отличие от контроля только количество 
NeuN-позитивных нейронов не могло быть 
индикатором оценки динамики изменения 
общей численной плотности нейронов. Тем 
не менее в постреанимационном периоде 
экспрессия NeuN отмечалась в 60–68 % 
(слой III), а в слое V – в 60–72 % сохранив-

шихся пирамидных нейронов, что свиде-
тельствовало об их функциональной актив-
ности на момент смерти пациентов. Даже с 
учетом значительной гибели нейронов в по-
стреанимационном периоде по сравнению с 
контролем в слое III на момент исследова-
ния оставалось 35–42 % функционально ак-
тивных нейронов, экспрессирующих NeuN, 
а в слое V – 48–56 % нейронов (p < 0,01). 
Это свидетельствовало о том, что констата-
ция биологической смерти происходила на 
фоне довольно высокого содержания актив-
но функционирующих нейронов и наличия 
значительного потенциального резерва для 
восстановления функций коры большого 
мозга за счет NeuN-позитивных нейронов. 

 
Заключение 
 
Большое количество экспериментальных 

работ демонстрирует, что после острой 
ишемии головного мозга происходит выра-
женное уменьшение количества NeuN-
позитивных нейронов [14; 15]. При этом 
исход для NeuN-негативных нейронов раз-
ными авторами оценивается неоднозначно. 
Так, в исследовании I. Unal-Cevik et al. [9], 
специально посвященном изучению этого 
вопроса, установлено, что нет убедительных 
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доказательств наличия связи потери имму-
нореактивности NeuN и необратимой гибе-
ли нейрона. Это свидетельствует о том, что 
при нормализации микроциркуляции ткани 
мозга, структурной целостности ядра и ци-
топлазмы часть нейронов со сниженной 
экспрессией функциональных и регулятор-
ных белков может выйти из патологическо-
го состояния. 

Полученные нами данные имеют боль-
шое значение для оценки структурно-
функционального состояния нейронов коры 
большого мозга человека после клиниче-
ской смерти. Установлено, что в моторной 
коре происходит значительное уменьшение 
иммунореактивности NeuN: в слое III оста-
ется 35–42 %, в слое V – 48–56 % экспрес-
сирующих NeuN-нейронов. С учетом того, 
что среди NeuN-негативных нейронов, по 
данным литературы [9], не все имеют при-
знаки необратимого изменения, процент 
содержания способных функционировать 
нейронов несколько выше. 

Таким образом, в моторной коре большо-
го мозга человека в постреанимационном 
периоде сохраняется значительный резерв 
способных функционировать нейронов (экс- 
прессия белка NeuN) и NeuN-негативных 
нейронов без признаков необратимых изме-
нений ядра и цитоплазмы. Особенно много 
таких нейронов выявляется в слое V. Одна-
ко интегрирование этих нейронов в единую 
пространственную нейронную сеть на фоне 
вторичных нарушений микроциркуляции и 
отека мозга существенно затруднено, в ре-
зультате чего нарушается интегративно-
пусковая функция моторной коры большого 
мозга и не реализуется репаративный по-
тенциал сохранившихся нейронов. 
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STRUCTURAL AND FUNCTIONAL STATUS OF PYRAMIDAL NEURONS 
OF HUMAN CEREBRAL CORTEX IN NORM AND DURING POSTRESUSCITATION PERIOD 

 
Cytoarchitectonics of the motor cortex of the human brain has been studied in patients (n = 3) survived after systemic 

circulation arrest (7, 90 days and one year after successful reanimation). Brain of dead persons (n = 4) as a result of acci-
dent was used as a control group. Complex histological (Nissl and DAPI staining), immunochemical (NeuN) and morpho-
logical study of the pyramidal neurons in layers III and V of the motor cortex has been conducted. It has been found that 
NueN immunoreactivity is considerably decreased in the pyramidal neurons in postresuscitation period. Neurons in layer 
III (35–42 %) and neurons in layer V (48–56 %) expressed NeuN. Total numerical density of NeuN-positive neurons has 
been less than in Nissl and DAPI staining. The part of amid NeuN-negative neurons has no signs of nucleus or cytoplasm 
damage indicating potentiality for their regeneration. 

Keywords: clinical death, human brain, neurons, Nissl staining, NeuN, DAPI. 
 


