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Background. Absence of accessible and objective methods for 
studying of the dimensional neuron organization of various media‑
tor usage leads to inconsistent estimations of the type of the rela‑
tions between these cells in unique or multiple nucleus in any brain 
formation.
Methods. On consecutive cuts of the longitudinal brain the neu‑
ral structure of reticular lateral nucleus is studied by methilene 
blue coloring and also by the methods for revealing of norepi‑
nephrinergic and nitroxodergic neurons. The received nucleus 
images displayed on the monitor screen then were combined 
and on the basis of the received data the topochemical neuron 
carting was done.
Results. At combination of the nucleus images received on the con‑
secutive cuts after their coloring by the proper methods not only 
the features of the dimensional neuronal organization were re‑
vealed but also rather distinctively the differences of the form, the 
sizes and numbers of each cell population.
Conclusions. The suggested method is accessible and simple in use, 
allows obtaining quickly the objective data for exact and detailed 
topochemical carting of the various mediator systems in one or sev‑
eral structural brain formations.
Keywords: �reticular lateral nucleus, norepinephrinergic 

and nitroxodergic neurons.
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Бурное развитие морфологических методов иден‑
тификации медиаторной принадлежности клеток, 
наблюдающееся в последние годы, привело к появле‑
нию важной методической проблемы: каким образом 
изучать пространственные отношения нескольких 
популяций клеток в структурном образовании, на‑
пример, нейронов в ядрах головного или спинного 
мозга?

Представлено большое количество доказательств 
наличия локальных особенностей в распределении 
нейронов, участвующих в обмене различных меди‑
аторов, пептидов и других биологически активных 
веществ в одноименных ядрах [2–4, 10]. Однако от‑
сутствие доступных и точных методов для изучения 
пространственной организации разнообразной попу‑
ляции нейронов приводит к противоречивым оцен‑
кам взаимоотношений различного типа клеток между 
собой в отдельно взятом ядре или их совокупности в 
каком-то образовании мозга [5, 6, 7].

Целью настоящего исследования явились разработ‑
ка и использование метода компьютерного совмеще‑
ния изображения для топохимического картирования 
нескольких типов нейронов в ядре головного мозга.

Материал и методы. Работа выполнена на 6 крысах 
линии Вистар массой 200–250 г, содержавшихся в усло‑
виях лабораторного вивария на стандартном рационе. 
Внутривенным введением раствора нембутала (5 мг на 
100 г массы) животных забивали, из полости черепа 
извлекали головной мозг, отделяли от него продолго‑
ватый мозг, который фиксировали при 4°С в течение 
4 часов в 4 % растворе параформальдегида, приготов‑
ленном на 0,1М натрий фосфатном буфере (рН 7,4), в 
течение 24 часов промывали в 0,1М фосфатно-солевом 
буфере (рН 7,4). Из фиксированного материала на кри‑
остате изготавливали серию последовательных срезов 
толщиной 30–40 мкм, один из которых окрашивали 
0,5 % раствором метиленового синего по Нисслю, два 
других – для иммуноцитохимического выявления 
нейронов, содержащих тирозингидролазу (норадре‑
налинергические нейроны), – фермента, участвующего 
в синтезе катехоламинов, и нейрональную нитроксид‑
синтазу (нитроксидергические нейроны), которая в 
физиологических условиях является морфологическим 
маркером оксида азота [8].

На последовательных срезах продолговатого моз‑
га, изучали нейронный состав ретикулярного ла‑
терального ядра. Для более точного определения 
пространственной организации медиторноспеци‑
фических нейронов в этом ядре срезы исследовали 
раздельно в двух микроскопах, в окуляры которых 
помещали одинаковые координатные сетки: на пред‑
метный столик одного из них всегда помещали срез, 
окрашенный метиленовым синим, другого – срез, об‑
работанный для визуализации норадреналинергичес‑
ких или нитроксидергических нейронов. Препараты 
просматривали под световым микроскопом Carl Zeiss 
Jena (Германия) со встроенным осветителем, соеди‑
ненным с фотокамерой Sony Сyber-shot DSC-HX5V (с 
разрешением матрицы 10 мегапикселей) в положении 
трансфокатора – 3×.

Полученные изображения совмещали в програм‑
ме Adobe Photoshop путем точного наложения друг 
на друга в соответствии с положением относительно 
координат сетки, используя в качестве ориентиров 
характерные признаки структурной организации ядра. 
Первый слой в совмещенном изображении занимал 
снимок препарата, полученный, в данном случае, при 
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окраске метиленовым синим, второй слой – снимок, 
окрашенный для визуализации норадреналинергичес‑
ких нейронов, третий слой – снимок с выявленными 
нитроксидергическими нейронами. В ядре определяли 
точное местоположение каждой популяции клеток, их 
общее число при выявлении метиленовым синим, а 
также долю, приходящуюся отдельно на каждый вид 
нейронов. Топохимическое картирование осуществля‑
ли в точном соответствии с полученными данными.

Количественную обработку материала проводили 
с использованием компьютерной программы АСАИ 
Allegro-MC [1] при обработке не менее 12 срезов об‑
разцов каждого животного.

Результаты исследования. При окраске препара‑
тов различными методами цитоархитектоническая 
картина соответствующих участков ретикулярного 
латерального ядра в значительной степени отличалась. 
Отличия касались размеров, формы и численности 
каждой популяции нейронов (рис. 1, а–в).

При совмещении изображений, полученных на 
смежных срезах после их окраски соответствующими 

Рис. 1. Последовательные срезы, сделанные из центральной части ретикулярного латерального ядра:
а – окраска метиленовым синим, б – окраска на нитроксидергические нейроны, в – окраска на норадреналинергические нейроны. ×70.

а б в

Рис. 2. Совмещение изображений ядра на снимках 
последовательных срезов:

а – окраска метиленовым синим, б – окраска на нитроксидергические 
нейроны, в – окраска на норадреналинергические нейроны.
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Рис. 3. Особенности локализации нитроксидергических (а) и но‑
радреналинергических нейронов (б) в ретикулярном латераль‑
ном ядре среди клеток, маркированных метиленовым синим:
кружками отмечены иммунопозитивные нейроны. Метод компьютер-
ного совмещения изображений.

а б

методами (рис. 2), можно отметить не только осо‑
бенности пространственной организации каждой 
популяции нейронов, но и ряд других отличий (рис. 3). 
Отчетливо видно, что окраской метиленовым синим в 
проекции ядра выявлялись многочисленные, различ‑
ные по форме и размерам нервные клетки (рис. 1, а). 
Большая часть медиаторноспецифических нейронов 
имела треугольную или полигональную форму. При 
этом среди нитроксидергических нейронов встреча‑
лись крупные редко расположенные клетки, которые 
были сосредоточены преимущественно в центральной 
части ядра (рис. 1, б; 3, а). Норадреналинергические 
нейроны концентрировались в основном в его вен‑
тромедиальной части, где наряду с крупными часто 
выявлялись клетки небольшого размера (рис. 1, в; 
3, б). Количество медиаторноспецифических нейронов 
в ретикулярном латеральном ядре не было связано с 
численностью клеток, маркированных метиленовым 
синим. На долю нитроксидергических нейронов прихо‑
дится 17,9 %, на долю норадреналинергических – 10,7 % 
от общего числа клеток, выявленных метиленовым 
синим.

Располагая качественными и количественными ха‑
рактеристиками клеточного состава ядра, полученны‑
ми методом совмещения изображений на комплектах 
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серийных срезов, сделанных на разных уровнях се‑
чения ядра у нескольких животных, легко постро‑
ить обобщенную схему топохимического картирова‑
ния нейронов разной медиаторной принадлежности 
(рис. 4).

Обсуждение полученных данных. Приведенные 
выше данные показывают, что в функциональные 
связи в ретикулярном латеральном ядре, как и в 
других ядрах мозга, вовлечены нейроны различной 
медиаторной принадлежности [3–5, 7]. Они отлича‑
ются между собой не только формой, размерами или 
количеством, т.е. параметрами, которые обычно ис‑
пользуют морфологи при проведении сравнительных 
исследований этих структур, но и локализацией в раз‑
личных участках ядра. Именно вопросы пространс‑
твенной организации нейронов различного типа, 
ответы на которые являются основой для понимания 
характера взаимоотношений между нейротрансмит‑
терными системами, долгое время оставались не‑
решенными. По заключению специалистов, единого 
представления о механизмах интеграции различных 
нейромедиаторных систем в головном мозге в на‑
стоящее время не может быть сформировано, в том 
числе потому, что отсутствует простой, доступный, 
но объективный метод изучения пространственных 
отношений между нейронами в структурах мозга [2, 
4, 9, 10]. Методы двойного маркирования, которые 
обычно применяются для этих целей, имеют ряд 
существенных ограничений, главным из которых, по‑
мимо редкой капризности и трудоемкости, является 
невозможность создания цельной картины органи‑
зации пространственных отношений даже для двух 
медиаторных систем. Поэтому границы их примене‑
ния ограничиваются, как правило, демонстрацией 
солокализации двух медиаторов в каком-либо одном 
нейроне [5–7].

Предлагаемый нами метод позволяет достаточно 
быстро провести элементарные процедуры, обяза‑
тельные для точного и детального топохимического 
картирования необходимого количества медиаторных 

систем в одном или нескольких структурных образова‑
ниях мозга, даже теми работниками, которые не имеют 
глубоких познаний в компьютерной технике.
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Резюме. На последовательных срезах продолговатого мозга 
изучали нейронный состав ретикулярного латерального ядра 
ствола мозга при окраске препаратов метиленовым синим, а 
также методами для выявления норадреналинергических и 
нитроксидергических нейронов. Полученные изображения 
ядер отображали на экране монитора, затем совмещали, ис‑
пользуя в качестве ориентиров положение структур ядра от‑
носительно координатной сетки. На основании полученных 
данных проводили топохимическое картирование нейронов. 
При совмещении изображений ядра, полученных на смежных 
срезах после их окраски соответствующими методами, выяв‑
лены не только особенности пространственной организации, 
но и весьма отчетливо – отличия формы, размеров и числен‑
ности каждой популяции нейронов. Предложенный метод 
позволяет быстро собрать объективные данные, необходимые 
для детального топохимического картирования различных 
медиаторных систем в одном или нескольких структурных об‑
разованиях мозга.
Ключевые слова: ретикулярное латеральное ядро, норадрена-
линергические и нитроксидергические нейроны.

Рис. 4. Схема, основанная на результатах топохимического 
картирования нейронов в ретикулярном латеральном ядре:
 – нитроксидергические нейроны,  – норадреналинергические нейро-

ны (размеры символов характеризуют величину клеточных скопле-
ний). Метод компьютерного совмещения изображений.


