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Введение. Холестаз – застой желчи, который приводит к поступлению ее компонентов в кровь, что ока-
зывает токсическое воздействие на различные органы и системы, включая головной мозг. Представляло ин-
терес изучить влияние данной патологии на нейроны филогенетически древней грушевидной коры головного 
мозга крыс. 

Цель. Оценить морфофункциональные изменения нейронов грушевидной коры головного мозга крыс  
при холестазе, а также сравнить их с ранее установленными нарушениями в нейронах филогенетически но-
вой и переходной коры.

Материал и методы. Исследовали нейроны второго и третьего слоя грушевидной коры мозга  
крыс в разные сроки после перевязки/перерезки у них общего желчного протока или ложной  
операции (контроль). Использовали гистологический, гистохимический, морфометрический, статистиче-
ский методы.

Результаты. В нейронах второго слоя грушевидной коры выявлены умеренные гистологические изменения, 
в нейронах третьего слоя изменения не выявлялись.

Выводы. Нейроны филогенетически древней грушевидной коры мозга крыс проявляют большую устойчи-
вость к подпеченочному холестазу, по сравнению с нейронами новой и промежуточной коры.
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Введение 
Холестаз – застой желчи в результате нару-

шения ее оттока из печени в двенадцатипер-
стную кишку. Сопровождается повышенным 
поступлением компонентов желчи в кровь, что 
оказывает токсическое воздействие на различ-
ные органы и системы, включая центральную 
нервную систему. Многие заболевания печени и 
желчевыводящих путей сопровождаются таким 
осложнением, как холестаз. Особенно часто оно 
встречается при желчекаменной болезни, кото-
рой страдает более 10% населения планеты [1].

Ранее нами было установлено, что при подпе-
ченочном холестазе в головном мозге крыс раз-
виваются тяжелые морфологические изменения. 
Так, в филогенетически новой коре мозга (лоб-
ная, теменная) возрастает число гиперхромных, 
сморщенных нейронов и клеток-теней, наблюда-
ется сателлитоз и нейронофагия, гибель до 30% 
нейронов [2, 3]. Филогенетически переходная 
кора, на примере поясной коры, также реагирует 
на холестаз массовой гибелью нейронов (умень-
шается их число, особенно холинергических), 
нейроны уменьшаются в размерах, становятся 
вытянутыми, гиперхромными и сморщенными, 
а в сохранившихся нейронах снижается содер-
жание рибонуклеопротеинов (РНП). Холестати-
ческие нарушения морфофункционального со-
стояния нейронов начинаются и заканчиваются 
раньше в мелкоклеточном, чем в крупноклеточ-
ном слое поясной коры [4].  

Представляло интерес изучить в таких же 
условиях холестаза изменения нейронов фило-
генетически древней, грушевидной коры голов-
ного мозга крыс. 

Цель исследования. Оценить морфофунк-
циональные изменения нейронов грушевидной 
коры головного мозга крыс при холестазе, а так-
же сравнить их с ранее установленными нару-
шениями в нейронах филогенетически новой и 
переходной коры.

Материал и методы
В работе использованы 72 беспородные бе-

лые крысы-самцы массой 225±25 граммов. Кон-
трольных и опытных животных содержали в 
стандартных условиях вивария Гродненского 
государственного медицинского университета, 
в индивидуальных клетках со свободным досту-
пом к воде и полноценной пище. Исследование 
проведено в соответствии с принципами био- 
этики и требованиями Директивы Европейского 
Парламента и Совета № 2010/63/EU от 22.09.2010 
о защите животных, использующихся для науч-
ных целей [5]. На данное исследование получено 
разрешение комитета по биомедицинской этике 
Гродненского государственного медицинско-
го университета (протокол № 1 от 11.01.2024). 
Для моделирования подпеченочного холестаза 
использовали перерезку общего желчного про-
тока (ОЖП) между двумя лигатурами на 2–3 мм 
ниже места слияния печеночных протоков [6]. 
Выбор уровня перевязки/перерезки обусловлен 
тем, что перевязка выше этого уровня может не 
приводить к полному холестазу, а ниже него в 
ОЖП впадают многочисленные протоки подже-
лудочной железы, перевязка которых приводит 
к развитию панкреатита и быстрой гибели всех 
животных [7]. Животным контрольной группы 
проводили ложную операцию (лапаротомию с 
сохранением физиологического тока желчи). 
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Тяжесть холестаза контролировали по резуль-
татам биохимического анализа крови животных 
(содержание билирубина, холестерина, желчных 
кислот) [2].

Через 2, 5, 10, 20, 45 и 90 суток после опе-
рации в утренние часы опытных и контрольных 
животных синхронно выводили из эксперимен-
та путем декапитации, предварительно усыпив 
парами эфира. Для исследования брали кусочки 
больших полушарий головного мозга, фиксиро-
вали их в жидкости Карнуа при +4ºС (на ночь), 
а затем обезвоживали и заключали в парафин. 
Фронтальные срезы толщиной 5 мкм готовили с 
помощью микротома (LeicaRM 2125 RTS, Гер-
мания) и монтировали на предметные стекла. 
Препараты окрашивали по методу Ниссля (0,1% 
водным раствором тионина) для анализа их ко-
личества, размеров и хроматофилии цитоплаз-
мы, а также галлоцианин-хромовыми квасцами 
по методу Эйнарсона [8] для выявления содер-
жания РНП. Для идентификации грушевидной 
коры использовали схемы стереотаксического 
атласа [9]. Морфометрию нейронов проводили 
во втором и третьем слоях грушевидной коры.

Количество нейронов подсчитывали на 1000 
мкм2 площади этих слоев. Оценку размеров и 
формы перикарионов нейронов проводили, об-
водя курсором контуры их перикарионов и ядер 
на экране монитора, с получением следующих 
параметров: минимального и максимального 
диаметров, периметра, площади, форм-фактора 
(4πS/P2, где S – площадь сечения перикариона, 
P – периметр перикариона) и фактора элонгации 
(Dmax/Dmin, где Dmax – максимальный диаметр, 
Dmin – минимальный диаметр перикариона).

Для анализа цитоплазмы нейронов второго 
и третьего слоев грушевидной коры по степе-
ни хроматофилии подсчитывали процент нор-
мохромных (умеренная окраска цитоплазмы), 
гиперхромных (интенсивная окраска цитоплаз-
мы), гиперхромных сморщенных (интенсивная 
окраска цитоплазмы и сморщенный перикари-
он), гипохромных (слабая окраска цитоплазмы) 
нейронов и клеток-теней (бледные остатки ци-
топлазмы и ядра). 

Содержание РНП оценивали по оптической 
плотности полученного осадка хромогена в ци-
топлазме нейронов второго и третьего слоев 
грушевидной коры, на максимуме поглощения 
окрашенных продуктов реакции, обводя курсо-
ром на экране монитора цитоплазму нейронов и 
выражали в единицах оптической плотности.

Изучение гистологических препаратов, их 
микрофотографирование и морфометрию про-
водили при разных увеличениях микроскопа 
Axioskop 2 plus (Zeiss, Германия), встроенной 
цифровой видеокамеры Leica DFC 320 (Leica 
Microsystems GmbH, Германия) и программы 
компьютерного анализа изображения Image 
Warp (BitFlow, США) [http://www.imagewarp.
com/app.html].

В результате морфометрических исследова-
ний получены количественные непрерывные 
данные. Их обрабатывали с помощью лицензи-
онной компьютерной программы Statistica 10.0 

для Windows (StatSoft, Inc., США, серийный 
номер AXAR207F394425FA-Q) с применением 
описательной статистики. Так как в эксперимен-
те нами использовались малые выборки, кото-
рые не всегда имели нормальное распределение, 
анализ проводили методами непараметрической 
статистики. Для каждого показателя определя-
ли значение медианы (Me), значение нижнего 
квартиля (LQ), значение верхнего квартиля (UQ) 
и интерквартильного диапазона (IQR). Объек-
ты исследования набирали в группы независи-
мо друг от друга, поэтому сравнение групп по 
одному признаку проводили с помощью кри-
терия Манна-Уитни для независимых выборок 
(Mann-Whitney U-test). Различия между груп-
пами считали статистически значимыми, если 
вероятность ошибочной оценки не превышала 
5% (p<0,05; где р – критическое значение уровня 
значимости) [10].

Результаты
Тела нейронов второго слоя грушевидной 

коры лежат в виде четкой пластинки, очень 
плотно, около 6 клеток на 1000 мкм2 (рис. 1).

Рисунок 1 – Нейроны второго слоя грушевидной коры 
на 20-е сутки (А – контроль, В – опыт) после перерезки 

ОЖП. Окраска по методу Ниссля. Цифровая  
микрофотография, ×400 

Figure 1 – Neurons of the second layer of the piriform cortex  
on the 20th day (A – control, B – experiment) after transection 

of the common bile duct. Stained using the Nissl method. Digital 
micrograph, ×400
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В
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На 2–10-е сутки после перерезки ОЖП коли-
чество нейронов по сравнению с контрольной 
группой статистически значимо не меняется. 
Но, начиная с 20-х суток опыта, их количество 
снижается на 15% (р<0,001), и это снижение со-
храняется во все более поздние сроки исследо-
вания (рис. 2).

Рисунок 2 – Количество нейронов второго слоя на еди-
ницу площади переднего отдела грушевидной коры 

Примечание – *** – р<0,001 при сравнении с контролем 
того же срока. 

Figure 2 – Number of layer 2 neurons per unit area of the anterior 
piriform cortex 

Note: *** – p < 0.001, when compared with the control of the same 
period

При анализе размеров и формы нейронов второго 
слоя грушевидной коры установлено, что через 
2-е суток после перерезки ОЖП увеличивается 
периметр на 6,6% (р<0,001). На 5-е сутки после 
перерезки ОЖП происходит увеличение площа-
ди перикарионов нейронов второго слоя на 7,5% 
(р<0,05), периметра – на 14,4% (р<0,001). При 
этом уменьшается фактор элонгации на 6,1% 
(р<0,05) и форм-фактор на 4,5% (р<0,001). На 
10-е сутки статистически значимых изменений 
размеров и формы нейронов не наблюдается. 
На 20-е сутки уменьшается площадь перикари-
онов на 10,2% (р<0,01), форм-фактор – на 2,3% 
(р <0,05). На 45-е сутки снижается площадь на 
5,7% (р<0,01), малый радиус на 5,4% (р<0,01). 
На 90-е сутки после перевязки ОЖП в нейро-
нах второго слоя грушевидной коры площадь 
перикарионов снижена на 9,9% (р<0,05), фактор 
элонгации – на 3,5% (р<0,01), форм-фактор – на 
3,4% (р<0,001) (рис. 3). 

При оценке числа нейронов с разной хро-
матофилией цитоплазмы установлено, что во 
втором слое грушевидной коры на 5-е сутки по-
сле перевязки/перерезки ОЖП количество нор-
мохромных нейронов статистически значимо 
уменьшается на 7,4%, на 10-е сутки – на 4,3%, но 
при этом значимо растет число гиперхромных – 
на 45,8%, клеток-теней – на 62,5%. На 20-е сутки 
холестаза количество нормохромных нейронов 
уменьшено на 6,8%, а количество гиперхромных 
нейронов увеличено на 38,9% (p≤0,05 при срав-
нении с контрольной группой) (рис. 4). Через 
45 и 90 суток после перевязки ОЖП изменения 
в нейронах грушевидной коры второго слоя по 
степени хроматофилии их цитоплазмы не на-
блюдаются (рис. 4, 5). 

  Рисунок 3 – Изменение площади (А), периметра (B), 
фактора элонгации (C), форм-фактор (D) перикарионов 
нейронов второго слоя переднего отдела грушевидной 

коры при холестазе  
Примечания – * – р<0,05, ** – р<0,01, *** – р<0,001 при 

сравнении с контролем того же срока. 
Figure 3 – Changes in area (A), perimeter (B), elongation factor (C), 

and form factor (D) of perikarya of neurons in the second layer of 
the anterior piriform cortex during cholestasis
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Рисунок 4 – Нейроны второго слоя грушевидной коры мозга крысы на 10-е сутки (А) и 20-е сутки в контрольной 
группе (B); на 10-е (C) и 20-е сутки холестаза (D). 1 – нормохромные; 2 – гиперхромные; 3 – клетки-тени. Окраска по 

методу Ниссля, ×1000  
Figure 4 - Neurons of the second layer of the piriform cortex of the rat brain on the 10th day (A) and the 20th day in the control group (B); on 
the 10th (C) and 20th day of cholestasis (D). 1 - normochromic; 2 - hyperchromic; 3 - shadow cells. Staining using the Nissl method, ×1000.  

Сутки Контроль Опыт
2-е

5-е
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90-е

Рисунок 5 – Процентное содержание числа нейронов с разной хроматофилией цитоплазмы во втором слое  
грушевидной коры   

Figure 5 – Percentage of neurons with different cytoplasmic chromatophilia in the second layer of the piriform cortex

На 2-е и 5-е сутки после операции не наблю-
далось статистически значимых изменений со-
держания РНП в цитоплазме нейронов второго 
слоя грушевидной коры при сравнении с кон-
трольными группами тех же сроков. На 10-е и 
20-е сутки наблюдается снижение содержания 
РНП в нейронах опытной группы на 9,1% и 6,1% 
(р<0,05). На 45-е и 90-е сутки холестаза значи-
мых изменений не выявлено (рис. 6, 7).

В третьем слое грушевидной коры нейро-
ны лежат одиночно по сравнению со вторым 
слоем около 1 клетки на 1000 мкм2 (плотность  

их расположения в 6 раз меньше, чем в 2-м  
слое) (рис. 8).

При подсчете количества нейронов третьего 
слоя на единицу площади грушевидной коры 
установлено, что во все изученные сроки (2, 5, 
10, 20, 45 и 90-е сутки) после перерезки ОЖП ко-
личество нейронов по сравнению с контрольной 
группой значимо не меняется (рис. 9).

При изучении размеров и формы перикарио-
нов нейронов третьего слоя грушевидной коры 
на изучаемые сроки установлено, что данные 
показатели также статистически значимо не из-

Продолжение рисунка 5
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Рисунок 6 – Нейроны второго слоя грушевидной коры 
мозга крысы на 10-е сутки после операции в контроль-
ной (А) и опытной группах (В). Окраска по Эйнарсону, 

×1000  
Figure 6 - Neurons of the second layer of the piriform cortex of 
the rat brain on the 10th day after surgery in the control (A) and 

experimental group (B). Einarson staining; ×1000

А

В

Рисунок 7 – Изменения содержания РНП в нейронах 
второго слоя грушевидной коры крыс в динамике холе-

стаза  
Примечание – *** – р<0,001 при сравнении с контролем  

того же срока. 
Figure 7 – Changes in RNP content in neurons of the second layer 

of the piriform cortex of rats during cholestasis 
Note: *** – p<0.001, when compared to controls of the same period.

меняются по сравнению с контрольной группой. 
При изучении нейронов этого слоя по степени 
хроматофилии цитоплазмы при холестазе отме-
чено увеличение числа гиперхромных нейронов 
на 10-е сутки на 32,3% (p≤0,05 при сравнении с 
контрольной группой) (рис. 10). В другие сро-
ки исследования различий по этому показателю 
между контролем и опытом не обнаружено.

Рисунок 8 – Нейроны третьего слоя на 20-е сутки (А – 
контроль, Б – опыт) после перерезки ОЖП. Окраска по 

методу Ниссля. Цифровая микрофотография, ×400 
Figure 8 – Neurons of the third layer on the 20th day (A – control, 
B – experiment) after transection of the common bile duct. Stained 

using the Nissl method. Digital micrograph, ×400

Рисунок 9 – Количество нейронов третьего слоя на еди-
ницу площади переднего отдела грушевидной коры 

Figure 9 – Number of neurons of the third layer per unit area of the 
anterior piriform cortex

При изучении размеров и формы перикарио-
нов нейронов третьего слоя грушевидной коры 
на изучаемые сроки установлено, что данные 
показатели также статистически значимо не из-
меняются по сравнению с контрольной группой. 
При изучении нейронов этого слоя по степени 
хроматофилии цитоплазмы при холестазе отме-
чено увеличение числа гиперхромных нейронов 
на 10-е сутки на 32,3% (p≤0,05 при сравнении с 
контрольной группой) (рис. 10). В другие сро-
ки исследования различий по этому показателю 
между контролем и опытом не обнаружено.
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Рисунок 10 – Нейроны третьего слоя грушевидной коры мозга крысы на 10-е сутки (А) в контрольной группе и (В) 
при холестазе. 1 – нормохромные; 2 – гиперхромные. Окраска по методу Ниссля, ×1000 

Figure 10 - Neurons of the third layer of the piriform cortex of the rat brain on the 10th day (A) in the control group and (B) with cholestasis. 
1 - normochromic; 2 - hyperchromic. Staining using the Nissl method, ×1000.

Содержание РНП в цитоплазме нейронов 
третьего слоя грушевидной коры в опытной 
группе на 2–90-е сутки холестаза значимо не ме-
нялось при сравнении с контролем в те же сроки 
(рис. 11).  

Рисунок 11 – Изменения содержания РНП в нейронах 
третьего слоя грушевидной коры крыс в динамике 

холестаза  
 Figure 11 - Changes in the RNP content in neurons of the third 
layer of the piriform cortex of rats during cholestasis dynamics

Обсуждение
Нейроны филогенетически древней, груше-

видной коры мозга крыс (особенно третьего 
слоя) более устойчивы к подпеченочному холе-
стазу по сравнению с нейронами новой (лобная 
и теменная) и промежуточной (поясной) коры. 
Позже (только на 20-е сутки после перевязки/
перерезки общего желчного протока), и мень-
шее число (15%) нейронов погибает во втором 
слое грушевидной коры, а в третьем слое гибель 
нейронов не наблюдается совсем. В новой и про-
межуточной коре гибель нейронов во всех слоях 
начинается с 10-х суток после операции и дости-
гает 30–40% [3, 4, 11].

При этом размеры и форма нейронов 2-го 
слоя грушевидной коры меняются весьма уме-
ренно и волнообразно, а в 3-м слое не изменя-
ются вообще.  В то же время в новой и промежу-

точной коре на пике холестаза они во всех слоях 
резко уменьшаются в размерах и вытягиваются.

В грушевидной коре на 10–20-е сутки холе-
стаза умеренно (на 30–50%) возрастает число 
гиперхромных нейронов (признак адаптации),  
а число гиперхромных сморщенных нейронов 
(тяжелые нарушения) не меняется. При этом  
в новой и промежуточной коре число ги-
перхромных, сморщенных нейронов возрастает  
в 2–6 раза, а клеток-теней – в 10 раз, наблюдает-
ся саттелитоз и нейронофагия, очаговая гибель 
нейронов, что не происходит в грушевидной 
коре.

Содержание РНП в цитоплазме нейронов 
грушевидной коры снижается умеренно и толь-
ко в 2-м слое, на 10–20-е сутки опыта, тогда как 
в нейронах новой и промежуточной коры оно 
падает раньше, во всех слоях и гораздо более 
значительно.

Все это указывает на высокую устойчивость 
нейронов, особенно 3-го слоя грушевидной 
коры к токсическому действию холестаза и бо-
лее высокие их адаптационные возможности в 
этих условиях. Это возможно связано с наличи-
ем нейрональных клеток предшественников, что 
было подтверждено иммуноокрашиванием соот-
ветствующих молекулярными маркерами, при-
чем большинство этих клеток обнаруживалось 
на границе II и III слоев [12, 13]. Кроме того, 
субпопуляция клеток во втором слое грушевид-
ной коры взрослых животных экспрессирует 
маркеры нейроразвития, такие как полисиалили-
рованная форма молекулы адгезии нейрональ-
ных клеток (PSA-NCAM) и даблкортин (DCX), 
что подтверждает их незрелость [14, 15, 16].

Заключение
Нейроны филогенетически древней груше-

видной коры мозга крыс проявляют большую 
устойчивость к подпеченочному холестазу по 
сравнению с нейронами новой и промежуточной 
коры.
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RESISTANCE OF PIRIFORM CORTEX NEURONS TO 
CHOLESTASIS

T. V. Klimuts1, A. V. Zaerko1, S. V. Emelyanchik2, S. M. Zimatkin1

1Grodno State Medical University, Grodno, Belarus 
2Yanka Kupala State University of Grodno, Grodno, Belarus

Background. Cholestasis is bile stagnation which leads to bile components entering the bloodstream, causing toxic 
effects on various organs and systems, including the brain. It was of interest to study the impact of this pathology on 
neurons in the phylogenetically ancient piriform cortex of the rat brain.

Objective. To evaluate the morphofunctional changes in the piriform cortex neurons of the rat brain during 
cholestasis and to compare them with previously established disturbances in neurons of the phylogenetically newer 
neocortex and transitional cortex.

Material and methods. Neurons in the second and third layers of the piriform cortex of rats at various times 
after common bile duct ligation/transection or sham surgery (control) were examined. Histological, histochemical, 
morphometric, and statistical methods were used.

Results. Moderate histological changes were detected in neurons of the second layer of the piriform cortex while 
no changes were detected in neurons of the third layer.

Conclusions. Neurons of the phylogenetically ancient piriform cortex of the rat brain exhibit greater resistance to 
subhepatic cholestasis compared to neurons of the neocortex and intermediate cortex.

Keywords: rats, brain, piriform cortex, neurons, cholestasis
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