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ВЛИЯНИЕ ТИПА АНЕСТЕЗИИ И УСЛОВИЙ ПРОКРАШИВАНИЯ ТКАНЕЙ 
МОЗГА КРАСИТЕЛЕМ 2,3,5-ТРИФЕНИЛТЕТРАЗОЛИЕМ ХЛОРИСТЫМ 
(ТТХ) НА ОЦЕНКУ ИШЕМИЧЕСКОГО ПОВРЕЖДЕНИЯ МОЗГА КРЫС 
НА РАННИХ СТАДИЯХ ПАТОГЕНЕЗА

THE CHOICE OF ANESTHETIC TYPE AND CONDITIONS FOR 
2,3,5-TRIPHENYLTETRAZOLIUM CHLORIDE STAINING OF BRAIN SLICES 
IS IMPORTANT IN THE ASSESSMENT OF ISCHEMIC INJURY IN RATS 
IN THE EARLY STAGES OF PATHOLOGY

Изучение ишемического повреждения головного мозга является важным направлением современных медико-био-
логических исследований. К настоящему моменту разработано множество моделей ишемического инсульта, а также 
предложены различные способы визуализации поврежденных тканей мозга. В данной работе мы исследовали, как 
различные условия проведения эксперимента, моделирующего ишемический инсульт у крыс, влияют на интерпрета-
цию результатов в острой фазе заболевания (5 ч с момента окклюзии средней мозговой артерии крыс). Мы показали, 
что на ранней стадии развития патологии существенное влияние оказывает выбор используемой анестезии животных. 
В наибольшей степени повреждение мозга было выражено при использовании для анестезии смеси хлоралгидрат/
Рометар, в наименьшей — при использовании изофлурана. Для визуализации повреждения мозга животных мы ис-
пользовали наиболее популярный краситель 2,3,5-трифенилтетразолий хлористый (ТТХ). Мы установили, что темпе-
ратура и время инкубации срезов мозга в растворе ТТХ также значительно влияют на интерпретацию результатов при 
оценке ишемического повреждения в острой фазе патологии. Оптимальными условиями окрашивания срезов мозга 
в растворе ТТХ являются 30-минутная инкубация срезов при 37 °С.

Studies of ischemic brain injury are an important area of modern biomedical research. So far, a lot of ischemic stroke models 
have been proposed, along with different imaging and staining modalities aimed to visualize the damaged tissue. In this work 
we use a rat model to investigate how the experimental setup affects the interpretation of experimental data obtained in the 
acute phase of ischemic stroke (5 hours after the occlusion of the middle cerebral artery). We show the association between the 
choice of the type of anesthesia and the severity of ischemic injury: in our experiments brain damage was the most pronounced 
in the animals anesthetized with a combination of chloral hydrate and Rometar; the least damage was observed for isoflurane. 
Staining was performed using the popular dye 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC). We demonstrate that parameters of 
brain slices incubation in TTC also need to be accounted for when interpreting the results obtained during the acute phase of 
stroke, the optimum incubation time being 30 min and temperature 37 °С.
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Ишемический инсульт головного мозга является одним из 
наиболее серьезных неврологических нарушений, зани-
мающим второе место после сердечно-сосудистых забо-
леваний в структуре причин смертности и инвалидизации 
населения по всему миру [1–4]. На сегодняшний день не 
существует эффективной стратегии лечения этого заболе-
вания, малоизученным остается и его патогенез. 
К настоящему времени разработано несколько разных 

моделей ишемического инсульта [5–12], однако окклюзия 
средней мозговой артерии с помощью введения внутрь 
сосуда окклюдера (монофиламента) является наиболее 
популярной. Впервые эту модель описали Koizumi и со-
авт. [13], но с тех пор она была усовершенствована и сей-
час адаптирована для различных лабораторных животных, 
например, для крыс [14] и мышей [15].
Помимо разных животных и разных моделей ишеми-

ческого инсульта используют также разные способы ви-
зуализации поврежденной области мозга. Инфаркт мож-
но выявить на срезах мозга, используя гистологические 
красители: самым распространенным подходом является 
окраска гематоксилин-эозином [16, 17], применяют и раз-
личные модификации окраски по методу Ниссля [18, 19]. 
Также существует способ импрегнации нервных тка-
ней серебром. В некоторых работах отмечено, что такой 
подход позволяет зафиксировать дегенеративные про-
цессы на более ранних стадиях патогенеза [20, 21]. Аль-
тернативным подходом может быть использование флуо-
ресцентных красок Fluoro-Jade [22–24], однако точный 
механизм действия этих красок пока неизвестен. Одним 
из самых простых способов визуализации поврежденной 
ткани на срезах мозга является ее окрашивание c по-
мощью 2,3,5-трифенилтетразолия хлористого (ТТХ) [25]. 
В живых клетках ферменты c дегидрогеназной активноc-
тью восстанавливают это соединение до производного 
формазана, который дает стабильное красное окрашива-
ние здоровой ткани. В поврежденных областях, в которых 
нет функциональной активности митохондрий, окраши-
вания не происходит. Еще один подход основан на при-
менении методов иммуногистохимии, которые позволяют 
визуализировать, например, апоптотические клетки в зо-
не поражения [26, 27]. К неинвазивным методам региc-
трации инсульта относятся магнитно-резонансная томо-
графия [28], позитронно-эмиссионная томография [29] 
и однофотонная эмиссионная компьютерная томогра-
фия [30]. Это далеко не весь перечень подходов, с помо-
щью которых можно визуализировать ишемический очаг 
повреждения, более подробная информация представле-
на в тематических обзорах [31].
Из-за разнообразия подходов к исследованию патоге-

неза инсульта и разработки методов его терапии в рам-
ках регулярных конференций «Практические и фундамен-
тальные проблемы терапии инсульта» (The Stroke Therapy 
Academic Industry Roundtable, STAIR) было выпущено мно-
жество рекомендаций, касающихся важных аспектов экс-
периментального моделирования ишемического инсульта 
[32–35]. Согласно им результат исследования во многом 
зависит от выбора экспериментальной модели, линии жи-
вотного, типа анестезии, способа визуализации поврежде-
ния мозга и других параметров.
При этом во многих исследованиях даже протоколы 

стандартных процедур могут существенно различаться. 
Например, способ визуализации поврежденной ткани на 
срезах мозга с помощью ТТХ используется в большинстве 
современных исследований. В оригинальной статье срезы 
мозга крысы спустя 24 ч с момента начала окклюзии про-

крашивали в растворе ТТХ в течение 30 мин при 37 °С [25]. 
Однако в ряде работ зафиксировать повреждение мозга с 
помощью этого подхода удалось уже через несколько ча-
сов с момента окклюзии [21, 36–43]. Кроме того, в разных 
работах варьируют длительность инкубации срезов мозга 
в растворе ТТХ от 5 мин [44] до общепринятых 30 мин [25]. 
В некоторых протоколах утверждается, что ТТХ нестаби-
лен при нагревании, поэтому окрашивание ткани рекомен-
дуют проводить при комнатной температуре [45]. В боль-
шинстве работ окрашивают срезы мозга, но в некоторых 
случаях животным проводят транскардиальную перфузию 
раствором ТТХ [38, 46].
В настоящей работе мы показали, что температура и 

время инкубации срезов мозга в растворе ТТХ значитель-
но влияют на визуализацию поврежденной ткани мозга 
крыс в острой фазе перманентной ишемии, что может 
приводить к неверной интерпретации результатов экс-
периментов. Мы также продемонстрировали, что выбор 
используемой анестезии животного существенно влияет 
на степень ишемического повреждения на ранней стадии 
развития патологии (5 ч после окклюзии), в то время как 
на более поздних этапах (24 ч после окклюзии) это влияние 
нивелируется.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Эксперименты с животными выполняли в соответствии с 
требованиями Директивы 2010/63/EU Европейского пар-
ламента и совета Европейского союза от 22.09.2010. Про-
токол исследования был утвержден комиссией ИБХ РАН 
по контролю за содержанием и использованием животных. 
Работу проводили на самцах крыс линии Wistar из пи-

томника лабораторных животных «Пущино» весом от 280 
до 330 г. Крыс содержали в виварии ИБХ РАН по 3 особи 
в пластмассовых клетках со свободным доступом к воде 
и пище.
Окклюзию средней мозговой артерии проводили по 

протоколу [14]. В работе использовали три вида анестезии: 
1. изофлуран (Аерран, Baxter, США): введение в нар-

коз — 5 %, поддержание наркоза — 1,5 %;
2. тилетамина гидрохлорид/золазепама гидрохлорид 

(Золетил, Virbac Sante Animale, Франция; 40 мг/кг) + кси-
лазина гидрохлорид (Рометар, Bioveta, Чехия; 10 мг/кг) — 
внутрибрюшинная инъекция;

3. хлоралгидрат («Диаэм», Россия; 400 мг/кг).
Для обезболивания использовали кетопрофен (Ketonal, 

Sandoz, Швейцария; 5 мг/кг подкожно), местное обезболи-
вание проводили с помощью 2 % новокаина.
В работе использовали готовые окклюдеры фирмы 

Doccol (США) диаметром 0,185 мм, кат. No 403756PK10Re.
Через заданные промежутки времени крыс декапи-

тировали, мозг вынимали и резали на фронтальные сре-
зы толщиной 2 мм. Срезы помещали в 1 % раствор ТТХ 
(Sigma-Aldrich, США). Окраску проводили при комнатной 
температуре (20 °С) и при 37 °С.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Для того чтобы оценить, как разные условия прокраски 
тканей мозга с помощью красителя ТТХ влияют на визу-
ализацию ишемического повреждения, мы использовали 
модель окклюзии средней мозговой артерии крыс [14]. В 
работе использовали перманентную окклюзию, т. е. сосуд 
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перекрывался окклюдером на все время эксперимента. 
Животных вводили в наркоз внутрибрюшинной инъек-
цией смесью препаратов Золетил и Рометар. Через 5 ч 
с момента окклюзии мозг каждого животного извлекали 
и получали фронтальные срезы толщиной 2 мм. Далее 
часть срезов помещали в 1 % раствор ТТХ при комнатной 
температуре, а часть — в заранее подогретый до 37 °С
в инкубаторе раствор. Через равные временные проме-
жутки мы фотографировали срезы мозга и оценивали, как 
температура и длительность инкубации срезов в растворе 
красителя влияет на визуализацию поврежденной ткани. 
Через 10 мин при обеих температурах, при которых про-
водилось окрашивание, можно было визуализировать 
область повреждения: она отличалась более слабым про-
крашиванием по сравнению со здоровыми тканями сре-
за (рис. 1). При дальнейшей инкубации срезов в раство-
ре красителя более интенсивно окраска развивалась при 
37 °С, при этом уже через 20 мин инкубации контраст 
между здоровой и поврежденной тканью существенно 
снизился, поскольку поврежденная область также про-
крашивалась в промежуточный розовый цвет. При комнат-
ной температуре контраст между поврежденной и непов-
режденными областями, наоборот, усилился. При более 
длительной инкубации всех срезов при температуре 37 °С 
поврежденная область практически полностью прокраси-
лась (рис. 1). Следует подчеркнуть, что условия прокраши-
вания срезов мозга с помощью ТТХ наиболее важно кон-
тролировать именно при небольших интервалах времени 
с момента окклюзии сосуда, поскольку в поврежденной 
ткани еще могут присутствовать живые клетки, влияющие 
на развитие окрашивания. Через 24 ч после окклюзии об-
ласть повреждения отчетливо визуализировалась с помо-
щью ТТХ, при этом контраст с окрашенной здоровой тка-
нью в дальнейшем не изменялся даже после двухчасовой 
инкубации при 37 °С.
Далее мы проверили, как выбор типа анестезии влия-

ет на развитие ишемического повреждения мозга. Пов-

реждение ткани визуализировали с помощью прокраши-
вания в растворе ТТХ. В этой серии экспериментов также 
использовали модель перманентной окклюзии средней 
мозговой артерии у крыс линии Wistar. Животных вво-
дили в наркоз тремя способами: изофлураном (Аерран), 
внутрибрюшинной инъекцией смеси препаратов Золетил 
и Рометар и внутрибрюшинной инъекцией смеси хлорал-
гидрата и Рометар. Через 5 ч после окклюзии мозг каждо-
го животного извлекали и нарезали, срезы красили в 1 % 
растворе ТТХ при 37 °С в течение 30 мин. При использо-
вании изофлурана область повреждения на срезе мозга 
была наименьшей, что было подтверждено на 6 живот-
ных. Кроме того, на этих срезах был минимально выражен 
контраст прокраски между поврежденными и здоровыми 
тканями. Наиболее выраженное повреждение наблюда-
лось при использовании смеси хлоралгидрат/Рометар, 
эффект стабильно подтвердился на 5 животных. Проме-
жуточный результат наблюдался при использовании сме-
си Золетил/Рометар. Из 7 животных лишь у 2 развился 
выраженный обширный инсульт, в остальных 5 случаях 
зона повреждения при прокрашивании ТТХ была некон-
трастной (рис. 2). Выбор типа анестезии, таким образом, 
также необходимо учитывать при исследовании острой 
фазы ишемии. В настоящий момент неясно, чем обуслов-
лен наблюдаемый эффект. Нейропротективный эффект 
изофлурана уже отмечался в целом ряде работ [47–49], 
однако механизм его действия до сих пор не известен. 
Примечательно, что через 24 ч с момента окклюзии сред-
ней мозговой артерии крыс в нашем исследовании мы не 
выявили эффекта влияния типа анестезии на конечный 
объем повреждения мозга (рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящей работе мы анализировали влияние различ-
ных факторов на окраску срезов мозга крыс, подверг-
нутых перманентной ишемии, популярным красителем 

Рис. 1. Влияние температуры и длительности инкубации срезов мозга крысы в 1 % растворе ТТХ на визуализацию ишемического повреждения (5 ч с 
момента окклюзии). На рисунке представлены срезы мозга одной и той же крысы линии Wistar, подвергнутой окклюзии средней мозговой артерии. Один 
из срезов прокрашивали при комнатной температуре, два других — при 37 °С. Через указанные промежутки времени срезы фотографировали. Тип анес-
тезии: Золетил/Рометар
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Рис. 2. Влияние типа анестезии на ишемическое повреждение мозга крыс, подвергнутых перманентной окклюзии средней мозговой артерии (5 ч с момента 
окклюзии). Срезы мозга окрашивали при одинаковых условиях в 1 % растворе ТТХ в течение 30 мин при 37 °С

Рис. 3. Срезы мозга крыс после 24 ч перманентной окклюзии средней мозговой артерии с использованием разных типов анестезии во время операции. 
Срезы мозга окрашивали при одинаковых условиях в 1 % растворе ТТХ в течение 30 мин при 37 °С

ТТХ. Наши исследования показали, что данный метод 
визуализации поврежденной ткани на ранних стадиях
развития патологии (5 ч с момента окклюзии сосуда) су-
щественно зависит от типа используемой анестезии, а так-
же от условий окрашивания ткани (температура, время). 
Таким образом, окрашивание ТТХ в качестве подхода 
для оценки объема повреждения мозга не следует про-
водить на ранних этапах развития ишемического инсуль-
та, несмотря на ряд работ, утверждающих о такой воз-
можности.
Кроме того, окрашивание ткани с помощью ТТХ не поз-

воляет однозначно судить о жизнеспособности клеток в 
зоне повреждения в острой фазе развития инсульта. Дан-
ный краситель является индикатором дегидрогеназной 
активности митохондрий. Различные исследования под-
тверждают, что нарушение работы митохондрий действи-
тельно является одним из главных клеточных событий при 
повреждении тканей мозга вследствие ишемии [50, 51]. 
Однако возникает вопрос об интерпретации результатов 
в случае промежуточного окрашивания тканей мозга. В 
норме в живой ткани краситель ферментативным путем 
восстанавливается с образованием формазана, кото-
рый окрашивает ткань в красный цвет. В мертвой ткани 
реакции не происходит, и ткань остается белой. Однако 
в наших экспериментах в зоне поражения наблюдалось 

промежуточное розовое окрашивание, при этом интенсив-
ность усиливалась с увеличением длительности инкубации 
срезов мозга в растворе красителя и при повышении тем-
пературы среды. В одной из работ была посчитана доля 
неповрежденных митохондрий в прокрашиваемых и не 
прокрашиваемых с помощью ТТХ тканях мозга. Показа-
но, что в не прокрашиваемой зоне неповрежденными ос-
таются около 5 % митохондрий [52]. Окрашивание ткани в 
промежуточный розовый цвет означает, что в этой области 
доля активных митохондрий значительно выше.
Известно, что при перманентной окклюзии митохон-

дрии могут оставаться неповрежденными довольно дол-
гое время (несколько часов или даже дней), при этом дру-
гие органеллы, например ядро, могут быть уже разруше-
ны [52]. При этом визуализация с помощью ТТХ в этом слу-
чае не зафиксирует повреждения ткани, что не отражает 
реальную картину развития патологии. При ишемии-ре-
перфузии, которую принято считать более травматичной, 
повреждение митохондрий происходит быстрее. Это так-
же необходимо учитывать при работе с определенными 
моделями инсульта. Кроме того, использовать ТТХ для 
визуализации инсульта не рекомендуется после 24 ч с мо-
мента окклюзии, поскольку в областях повреждения могут 
накапливаться клетки воспаления с неповрежденными ми-
тохондриями [52].

Изофлуран, 24 ч. Золетил + Рометар, 24 ч.

Хлоралгидрат + Рометар Золетил + Рометар Изофлуран
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ВЫВОДЫ

В настоящей работе мы показали, что различные факто-
ры, такие как тип анестезии и условия окраски ткани с 
помощью красителя ТТХ, существенно влияют на оценку 
ишемического повреждения мозга на ранних этапах разви-
тия патологии у крыс, подвергнутых перманентной окклю-
зии средней мозговой артерии. Наименьшее повреждение 
мозга через 5 ч ишемии зафиксировано при использова-
нии изофлурана, наибольшее — при использовании смеси 
хлоралгидрат/Рометар. Оптимальными условиями окра-
шивания срезов мозга в растворе ТТХ являются 30-ми-

нутная инкубация срезов при 37 °С. Использование встре-
чающихся во многих публикациях протоколов, в которых 
используются более короткое время и более низкая тем-
пература инкубации, может приводить к некорректным 
результатам при исследовании ранних стадий развития 
ишемии. Однако уже через 24 ч с момента окклюзии 
развивается очаг повреждения, визуализация которого с 
помощью ТТХ не зависит от перечисленных факторов. Та-
ким образом, данный временной интервал является оп-
тимальным для качественного и количественного анали-
за ишемического повреждения мозга с помощью краси-
теля ТТХ.
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