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П
аркинсонизм представляет собой клинический
синдром, характерный для обширной группы
нейродегенеративных заболеваний, к которым
в первую очередь относят болезнь
Паркинсона, множественную системную атро-

фию, прогрессирующий супрануклеарный паралич и др.,
для которых общим является повреждение дофаминерги-
ческой иннервации базальных ядер мозга [9].
Предполагается, что в основе развития паркинсонизма
лежит сочетание генетической предрасположенности и
влияния токсичных факторов окружающей среды [6, 16].
Так, в районах США с развитым индустриальным про-
изводством и сельским хозяйством болезнь Паркинсона
регистрируется достоверно чаще [11]. Кроме того, ряд
исследований указывают на взаимосвязь между примене-
нием в сельском хозяйстве пестицидов, в частности, роте-
нона, и возникновением болезни Паркинсона [12, 15]. 

Одной из причин гибели дофаминовых нейронов при
болезни Паркинсона считается нарушение функций мито-
хондрий, приводящее к окислительному стрессу. В экспе-
рименте in vitro ротенон нарушал синтез и сборку белков
цитоскелета, репликацию ДНК, везикулярный транспорт
медиаторов [26], а при системном введении он повреждал
центральные и периферические дофаминовые нейроны [3].

Причины повышенной уязвимости дофаминовых нейро-
нов могут заключаться в токсичности метаболитов дофами-
на, образующихся в результате неферментативного окисле-
ния. Отмечено, что активация свободнорадикальных про-
цессов нарушает работу убиквитин-протеасомной системы
[27], что приводит к агрегации α-синуклеина в нейронах и
образованию агломератов, похожих на тельца Леви [23] –
специфические для болезни Паркинсона включения. В
связи с вышеизложенным, воспроизведение паркинсониз-
ма с помощью пестицида ротенона может служить удобной
моделью для изучения закономерностей развития нейроде-
генеративного процесса в нигростриатных образованиях
мозга. 

Цель работы: методами иммуноморфологии и компьютер-
ной морфометрии исследовать изменения нейронов и ней-
роглии в нигростриатных образованиях мозга крыс при
моделировании паркинсонизма с помощью ротенона.

Материалы и методы

Работу проводили на крысах Вистар, самцах, с массой тела
180–200 г, соблюдая «Правила обращения с лабораторны-
ми  животными». Экспериментальной группе (n=17) еже-
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Для исследования одного из наиболее распространенных заболеваний нервной системы – паркинсонизма – у крыс Вистар моделировали данное
состояние путем длительного введения пестицида ротенона, после чего методами иммуноморфологии и компьютерной морфометрии изучали
изменения нейронов и нейроглии в нигростриатных образованиях мозга. Обнаружили, что под влиянием ротенона у животных снижалась двига-
тельная активность и появлялись симптомы экспериментального паркинсонизма, что сопровождалось уменьшением в черной субстанции интен-
сивности окрашивания на тирозингидроксилазу в отростках нейронов и накоплением α-синуклеина в телах нейронов, а также значимым умень-
шением числа дофаминовых нейронов в ростральном отделе черной субстанции. В дорсальном отделе стриатума обоих полушарий мозга ротенон
вызывал очаги деструкции, окруженные валом активированных астроцитов. Таким образом, модель паркинсонизма, индуцированного ротеноном,
характеризуется дегенеративными изменениями дофаминовых нейронов черной субстанции с отложением в них агрегатов α-синуклеина, локаль-
ной и симметричной деструкцией структур стриатума с вовлечением в процесс дофаминергических волокон, нейронов, нейроглии и церебральных
сосудов, что, вероятно, является следствием нарушения митохондриального дыхания, вызываемого ротеноном.
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дневно, длительно (до 4-х недель), подкожно вводили
ротенон в дозе 2,5 мг/кг, растворенный в диметилсульфок-
сиде и смешанный с растительным маслом в соотношении
2:98 [10]. Действие ротенона на поведение животных оце-
нивали визуально и на основании их двигательной актив-
ности в тесте «открытое поле» в течение всего срока экспе-
римента. 

Для иммуноморфологического исследования были выде-
лены три группы: первая группа получала ротенон одну
неделю (n=5), вторая – четыре недели (n=7), третья груп-
па крыс (n=6) служила интактным контролем. Мозг
животных, декапитированных гильотиной, фиксировали в
4%-ном растворе формалина, заливали в парафиновые
блоки и раскладывали на фронтальные срезы, толщиной
7 мкм. Уровень срезов определяли по атласу мозга крысы
[18]. Иммуногистохимическим авидин-пероксидазным
методом, следуя протоколу производителя антител
(Sigma), в нигростриатных образованиях  мозга выявляли
локализацию тирозингидроксилазы, служащей маркером
дофамина в телах и отростках нейронов, α-синуклеин,
указывающий на нарушение синтеза и сборки белков в
нейронах, и специфические белки астроцитарной нейро-
глии – кислый глиофибриллярный белок (GFAP) и глута-
минсинтетазу. Окрашивание конго красным использовали
для выявления в ткани амилоида по дихроизму в поляри-
зованном свете [4]; при окрашивании срезов мозга краси-
телем FluoroJade-С [21] выявляли дегенерирующие нейро-
ны с помощью микроскопа Carl Zeiss Fluoval. Для морфо-
логического контроля срезы окрашивали крезиловым
фиолетовым и гематоксилин-эозином. Подсчет клеточ-
ных элементов, нейронов и нейроглии и  интенсивность
иммуноокрашивания ткани хвостатого ядра на GFAP и
тирозингидроксилазу выполняли при помощи микроско-
па Leica DMLB, оснащенного цифровой фотокамерой
Leica DC-300 и программой Leicа Qwin [2]. Полученные
данные обрабатывали непараметрическими методами ста-
тистики (тест Манна–Уитни, ANOVA Краскелл-Уоллиса)
при помощи программы Statistica 6.0.

Результаты

У крыс, получавших инъекции ротенона, начиная с первой
недели, наблюдали симптомы, характерные для экспери-
ментального паркинсонизма: дискинезию, птоз верхнего
века и сгорбленную позу животного с загнутым хвостом,
что являлось следствием ригидности мышц туловища и
хвоста. Двигательная активность животных при тестирова-
нии в «открытом поле» снижалась в зависимости от дли-
тельности введения ротенона (рис. 1А). В процессе экспе-
римента токсическое действие ротенона привело к гибели
30% животных, максимум летальности приходился на пер-
вые две недели введения препарата.

Под влиянием ротенона иммуноокрашивание на тирозин-
гидроксилазу в телах и отростках нейронов компактной
части черной субстанции снижалось (рис.1Б, 2А), а плот-
ность распределения нейронов по сравнению с контролем
значимо уменьшалась на 25% в ростральном отделе ком-
пактной части черной субстанции, в области, расположен-
ной на удалении от -4,7 до -4,9 мм от брегмы (рис. 1В).
Иммуногистохимическая реакция на α-синуклеин под
влиянием ротенона характеризовалась неравномерной
локализацией в телах нейронов черной субстанции, что
проявлялось от слабого до интенсивного окрашивания
агрегированного белка (рис. 2Б). 

В дорсолатеральной части стриатума обоих полушарий
мозга у всех подопытных крыс, вне зависимости от дли-
тельности эксперимента, регистрировали очаг деструкции
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рис. 2: Иммуноморфологические изменения в черной субстанции крыс под дей-
ствием ротенона.  

А, Б – структуры мозга животных контрольной группы (К)  и получавших ротенон
(Р) ежедневно на протяжении одной недели. А – локализация тирозингидрокси-
лазы – ТирГд (микрофото, об. х 3,2); Б – локализация α-синуклеина – α-Syn , 
с подкрашиванием крезиловым фиолетовым для выявления ядер нейронов (мик-
рофото, об. х 100). 

рис. 1: Количественные изменения двигательной активности и дофаминергиче-
ских структур в нигростриатной системе животных, получавших ротенон. 

А – изменения двигательной активности животных (число пересеченных квадра-
тов в тесте «открытое поле», медиана по группе), получавших ротенон на протя-
жении одной (1 нед) и четырех (4 нед) недель по сравнению с исходными значе-
ниями (Фон). * - p<0,05 тест ANOVA Краскелл-Уоллис. Показаны медианы и квар-
тили в группах. 
Б – снижение иммуноокрашивания на тирозингидоксилазу в стриатуме крыс,
получавших ротенон на протяжении одной и четырех недель, в сравнении с конт-
рольной группой (К). Представлено отношение интенсивности окрашивания хво-
статого ядра (ХЯ) и обонятельных бугорков (ОБ). Обозначения – как на рис. 1А.  
В – распределение числа дофаминовых нейронов (медиана) черной субстанции
по рострокаудальной оси в мозге крыс, получавших ротенон на протяжении
одной недели (пунктир «– –»), в сравнении с контрольной группой (сплошная
линия «—»). Треугольником «▼» отмечена область статистически значимого
(p<0,05, критерий χ2, критерий Манна-Уитни) снижения числа нейронов. 
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дофаминергических волокон, окруженный волокнами с
уменьшенной экспрессией тирозингидроксилазы. Очаг
занимал от 15 до 35% площади фронтального среза стриа-
тума и значимо не менялся на протяжении эксперимента,
но иммунореактивность окружающих его волокон посте-
пенно уменьшалась (рис. 1Б, 3А). Плотность распределе-
ния нейронов в очаге повреждения, выявляемых при под-
крашивании по Нисслю, уменьшалась, начиная с первой
недели эксперимента. Нейродегенерация в дорсальном
стриатуме была подтверждена и при окрашивании срезов
мозга флуоресцентным красителем FluoroJade, выявляю-
щим погибшие нейроны (рис.3В). При этом ротенон не
влиял на интенсивность окрашивания на тирозингидрок-
силазу в структурах мезолимбической системы. Реакция на
GFAP в очаге дофаминовой денервации значимо снижа-
лась и при этом уменьшалось количество выявляемых аст-
роцитов (рис. 3Б). Однако на границе очага повреждения
формировался глиальный вал из активированных астроци-
тов, содержащих GFAP. Аналогичные изменения астро-
глии обнаруживали и при исследовании иммуногистохи-
мической локализации глутаминсинтетазы – фермента,
участвующего в обмене глутамата и содержащегося в
отростках астроцитов.

На срезах мозга, окрашенных гематоксилин-эозином,
наблюдали множественные фокальные геморрагии, пре-
имущественно в подкорковых структурах мозга, в т.ч., в
области черной субстанции и стриатума (рис. 4А). При
окрашивании конго красным с последующей регистрацией
дихроизма в поляризованном свете выявляли накопление
амилоида в стенке артериол головного мозга (рис. 4Б).
Кроме того, при исследовании брюшной полости живот-
ных обнаруживали геморрагии в серозной оболочке
кишечника и сальника.

Обсуждение

Ротенон, обладающий свойствами ингибитора митохонд-
риального дыхания, в отличие от токсинов, широко приме-
няемых для воспроизведения дегенерации дофаминовых
нейронов (6-OHDA и MPTP), не оказывает избирательно-
го действия на дофаминергические структуры и при
системном введении в больших дозах (10-20 мг/кг) вызыва-
ет множественные патологические изменения в различных
органах и тканях [13, 19]. Однако, как показало проведен-
ное исследование, ротенон в более низких дозах влияет
преимущественно на структуры нигростриатной системы,
что отмечают и другие авторы [13, 22, 23], а это поднимает
вопрос о причинах повышенной уязвимости дофаминерги-
ческих образований мозга при нарушениях митохондри-
ального дыхания. Полученные результаты свидетельствуют
в первую очередь о выраженном влиянии ротенона на
отростки дофаминовых нейронов, причем отмечается
характерная локализация повреждений в дорсальном
стриатуме и локальное снижение численности дофамино-
вых нейронов в отдельной области черной субстанции.
При этом выраженная гибель нейронов, по данным лите-
ратуры [13, 23],  отмечается после 4-й недели введения
ротенона. Предполагается, что окислительный стресс,
вызываемый ротеноном, приводит к нарушениям сборки,
транспорта и деградации белков [7, 25], о чем свидетель-
ствует и выявленное нами избыточное накопление 
α-синуклеина в нейронах черной субстанции. В свою оче-
редь, накопление этого белка в нейронах связывают [14] со
степенью нарушений внутриклеточного дыхания.
Отсутствие в нашем эксперименте сформированных телец
Леви, можно объяснить тем, что наблюдаемые изменения
α-синуклеина отражают более ранний этап патологическо-
го процесса. Следовательно, можно предположить, что
выраженное нарушение дофаминовой иннервации стриа-

рис. 3: Иммуноморфологические изменения в стриатуме крыс под действием
ротенона.  

А, Б, В – структуры мозга животных, ежедневно получавших ротенон на протяже-
нии одной недели: А, ТирГд – локализация тирозингидроксилазы (микрофото,
об. х 3,2); Б, GFAP – локализация кислого глиофибриллярного белка (микрофо-
то, об. х 3,2); В, FJ – дегенерирующие нейроны стриатума, выявляемые с помо-
щью красителя FluoroJade (микрофото, об. х 40). 
Г – снижение числа нейронов стриатума под действием ротенона (показано в
процентах от интактного контроля). 
* - p<0,05, критерий Манна-Уитни.

рис. 4: Изменения церебральных сосудов крыс, получавших инъекции ротенона.  
А – периваскулярный отек и геморрагии в стриатуме, окраска гематокислин-
эозином; 
Б – выявление амилоида в поляризованном свете (свечение) при окраске конго
красным в стенке артериолы (микрофото, об. х 40).
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тума предшествует гибели нейронов черной субстанции. В
связи с этим важно отметить, что и на других моделях при
воздействии токсинов была показана более высокая чув-
ствительность системы синтеза дофамина в отростках, чем
в телах нейронов [5, 20], и нарушение ротеноном везику-
лярного транспорта дофамина [8, 29]. Не исключено, что
локальное повреждение в стриатуме дофаминовых оконча-
ний и гибель в этом очаге проекционных нейронов стриа-
тума под действием ротенона, возможно, провоцируют
ретроградную нейродегенерацию в черной субстанции. 

Выявленная под действием ротенона гибель нейронов
стриатума свидетельствует об их повышенной чувствитель-
ности к нарушению внутриклеточного дыхания, что также
согласуется с действием другого митохондриального ток-
сина – 3-нитропропионовой кислоты [1]. В то же время,
локальное повреждение ротеноном  астроглии в стриатуме
и при этом ее активация вокруг поврежденной области
обычно не характерны для моделей болезни Паркинсона
[22]. Можно предположить, что повреждение астроглии в
стриатуме может провоцировать развитие эксайтотоксиче-
ских реакций и способствовать гибели нейронов стриатума
по аналогии с установленными механизмами ишемическо-
го повреждения нервной ткани [17].

По-видимому, важную роль в ротенон-индуцированной
нейротоксичности играют и выявленные нами сосуди-

стые нарушения, что отмечалось ранее в литературе [19].
Существенное значение в повреждении структур стриату-
ма под действием ротенона может быть связано со слабым
развитием в его структурах коллатералей сосудов [24], что
определяет его высокую подверженность ишемии [28].
Следовательно, действие ротенона на нигростриатную
систему не однозначно. Выявленные нами изменения
дофаминовой иннервации и накопление α-синуклеина в
нейронах черной субстанции соответствуют картине
болезни Паркинсона, но гибель нейронов стриатума
более характерна для других паркинсоноподобных рас-
стройств [13]. 

Таким образом, по результатам комплексного иммуномор-
фологического исследования было показано, что ротенон
повреждает не только тела и отростки дофаминовых нейро-
нов черной субстанции с накоплением α-синуклеина в их
телах, но и формирует в стриатуме правого и левого полу-
шарий мозга локальные очаги повреждения, в которые
вовлекаются дофаминовые волокна нигростриатной систе-
мы, нейроны стриатума, клетки астроглии и микроцирку-
ляторное русло сосудов головного мозга. Выявленные в
настоящей работе морфохимические изменения отражают
многофакторность  синдрома паркинсонизма, вызываемо-
го нейротоксинами, и подчеркивают роль нарушений
митохондриального дыхания при повреждении нигростри-
атной системы.
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For studying one of the commonest diseases of the nervous sys-
tem, parkinsonism, long-term course of injections of pesticide
rotenone to Wistar rats was used, and thereafter changes of neu-
rons and glial cells in the nigrostriatal regions of the brain were
investigated by immunohistochemical methods. It was found
that rats treated by rotenone were characterized by reduced
motor activity and displayed characteristics of experimental
parkinsonism. These changes were accompanied by a decreased
tyrosine hydroxylase staining in the processes of the s. nigra
dopamine neurons and aggregation of α-synuclein in their bod-

ies, as well as by significant loss of dopamine cells in the rostral
part of the s.nigra. Rotenone produced bilateral local destruction
of brain tissue with surrounding activated astrocytes in the dor-
sal parts of the striatum bilaterally. One may conclude that a
parkinsonian model induced by rotenone is characterized by
degenerative changes of dopamine neurons in the s. nigra, with
α-synuclein aggregation and local and symmetrical injury of the
striatum (with the involvement of dopaminergic fibers, neurons,
neuroglia and cerebral vessels), which presumably reflects
rotenone-induced mitochondrial dysfunction.

Brain nigrostriatal system changes in rotenone-induced parkinsonism
(quantitative immune-morphological study)

D.N. Voronkov,  Yu.V. Dikalova,  R.M. Khudoerkov,  N.G. Yamshchikova

Research Center of Neurology, Russian Academy of Medical Sciences (Moscow)

Key words: parkinsonism, brain, striatum, substantia nigra, mitochondrial toxins, immunohistochemistry, tyrosine hydroxylase, 
glial fibrillary acid protein, α-synuclein


