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ВВЕДЕНИЕ
Основная проблема, которая стоит перед экспе-

риментатором при исследовании функций ЦНС, –
повышение точности при определении локализа-
ции исследуемых образований мозга, необходи-
мой для корректного введения электродов и фар-
макологических канюль в тестируемые структуры
головного и спинного мозга (Li et al., 2016; Sedrak
et al., 2020).

Основные причины снижения точности по-
паданий при использовании стандартного сте-
реотаксического метода определения координат по
атласу мозга: индивидуальные анатомические вари-
ации черепа, различия в размерах мозга и вариатив-
ное местоположение референтных точек (брегма,
лямбда) у животных подопытной группы. Другие
причины разброса попаданий электродов в тести-
руемые структуры мозга – ошибки эксперимен-
татора при использовании стереотаксических ап-
паратов, а также эксплуатационные неудобства,
отмечаемые исследователями у ряда серийно вы-
пускаемых стереотаксических приборов, которые
не обеспечивают свободного подхода к тестируе-
мым структурам головного и спинного мозга и точ-
ной фиксации головы и позвоночника животных
в единой системе стереотаксических координат с
учетом естественных анатомических (кифоз, лор-
доз) и патологических (сколиозы) изгибов позво-
ночника.

Следует подчеркнуть, что вероятность и выра-
женность ошибок особенно высока при тестиро-
вании компактных ядерных образований головного
мозга, а также ядер, имеющих сложную геометри-
ческую форму у животных малого размера (Wang
et al., 2020; Liu et al., 2021), что в ряде случаев исклю-
чает возможность точного введения электродов и
фармакологических канюль в исследуемые ядра
мозга и их последующее выключение при исполь-
зовании стандартных подходов.

Задача публикуемой статьи – показать воз-
можности альтернативных подходов, используе-
мых при установлении локализации тестируемых
ядерных структур мозга, их селективного повре-
ждения и последующей гистологической верифи-
кации места и размера повреждения.

ВОЗМОЖНОСТИ СТЕРЕОТАКСИЧЕСКОГО 
ПОДХОДА, ИСПОЛЬЗУЕМОГО 

ПРИ ЛОКАЛИЗАЦИИ 
КОМПАКТНЫХ ЯДЕРНЫХ СТРУКТУР 

МОЗГА ЖИВОТНЫХ
При проведении нейрофизиологических ис-

следований обычно используется стереотаксиче-
ский метод введения электродов в тестируемые
структуры по координатам, рассчитанным с помо-
щью атласа мозга различных видов лабораторных
животных, которые анатомически привязаны к раз-
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личным референтным точкам черепа лабораторных
животных (Мещерский, 1961; Jasper, Ajmon-Mar-
san, 1954; Pellegrino et al., 1979; Paxinos, Watson,
2013). При этом точность попадания электрода в
выбранную структуру мозга, а также локализация
и размер повреждений мозга, произведенных пу-
тем пропускания тока через этот электрод, опре-
деляются гистологически после завершения мно-
годневных хронических экспериментов на опе-
рированных животных. Морфологические
исследования срезов мозга выявляют в большин-
стве экспериментальных работ, выполненных с
применением стереотаксического метода погру-
жения электродов, значительный разброс в лока-
лизации электродов и/или произведенных элек-
тролитических повреждений. При этом экспери-
ментатору post factum приходится выбраковывать
значительное число подопытных животных, по-
вреждения мозга которых не соответствуют зада-
че эксперимента, что приводит к существенному
(многократному) увеличению времени на проведе-
ние запланированных исследований и материаль-
ных затрат на их выполнение, в частности за счет
необходимости включения в эксперимент боль-
шего числа животных (Альбертин, 2014).

Малые размеры ядерных образований, напри-
мер вентромедиального ядра гипоталамуса или
прилежащего ядра (nucleus accumbens septi), осо-
бенно у мелких лабораторных животных (крысы,
мыши), чрезвычайно затрудняют их безошибочную
локализацию и последующее избирательное вы-
ключение с использованием стандартных физиоло-
гических процедур, что вызывает значительные
сложности при изучении селективной роли данных
образований в организации различных форм врож-
денного и приобретенного поведения животных и
в патогенезе неврологических заболеваний.

По расчетам (Мещерский, 1961), для попадания
электродов у десяти кроликов в вентромедиальное
ядро гипоталамуса, имеющее приблизительно сфе-
рическую форму с диаметром 0.8 мм и сопостави-
мое с размерами отдельных областей прилежащего
ядра, следует прооперировать, по крайней мере,
100 животных. Как уже отмечалось, основные при-
чины разброса попаданий при использовании
стандартного стереотаксического метода опреде-
ления координат по атласу мозга – индивидуаль-
ные анатомические вариации черепа, различия в
размерах мозга и вариативное местоположение ре-
ферентных точек (брегма, лямбда) у животных под-
опытной группы, а также ошибки экспериментато-
ра при использовании стереотаксических аппара-
тов. Вероятность и выраженность ошибок еще выше
при тестировании компактных ядерных образова-
ний, имеющих сложную геометрическую форму и
морфофункциональную организацию, что в ряде

случаев исключает возможность точного введения
электродов и фармакологических канюль в иссле-
дуемые отделы мозга и их последующее выключе-
ние при использовании стандартных подходов.

Так, анатомические (Zahm, Brog, 1992), ней-
рохимические (Jongen-Relo et al., 1994) и нейро-
физиологические (Mulder, 1996) исследования
разных лет показали, что n. accumbens septi, вхо-
дящее в состав вентрального стриатума у крыс, не-
смотря на свои небольшие размеры, является гете-
рогенным образованием и состоит из двух отчетли-
во дифференцируемых отделов: сердцевины (core
part) ядра, концентрирующейся вокруг передней
комиссуры (anterior commissura) и оболочки (shell
part) – узкого клеточного образования, медиально,
вентрально и латерально примыкающего к серд-
цевине ядра. Некоторые исследователи (Zahm,
Heimer, 1993) у крыс выделяют дополнительно
ростральный полюс (rostral pole) ядра, а в оболоч-
ке различают вентролатеральный (ventolateral) и
каудомедиальный (medial shell) отделы ядра, диф-
ференцируемые по содержанию медиаторов и ней-
ропептидов, а также распределению афферентных
и эфферентных проекций (Miyamoto et al., 1980;
Beijer et al., 1994).

Гистологический анализ повреждений приле-
жащего ядра у крыс, выполненных по стереотакси-
ческим координатам атласа мозга, показал наличие
у оперированных животных неселективных, пре-
имущественно комбинированных повреждений
разного размера, локализованных в различных от-
делах прилежащего ядра и соседних структурах
мозга (Miyamoto et al., 1980; Sutherland, Rodriguez,
1989). Малопродуктивными оказались также по-
пытки нейрохимического выключения по стерео-
таксическим координатам различных отделов при-
лежащего ядра, в частности его медиального отдела
(medial shell part), с помощью инъекции нейро-
блокаторов и нейротоксинов (Seamans, Fillips 1994;
Bowman, Brown, 1998), которые даже при точном
попадании канюли в ядро не могли обеспечить
полного выключения медиального отдела приле-
жащего ядра – вытянутой узкой области, грани-
чащей с латеральным отделом (core part) тестиру-
емого ядра, но, напротив, создавали условия для
нежелательной диффузии вводимого вещества в
соседний латеральный отдел прилежащего ядра и
в другие структуры мозга. Следует также учесть,
что нейроны медиального отдела прилежащего
ядра по-разному реагируют на процедуру повре-
ждения: они сенситивны к электролитическому по-
вреждению ядра, но более устойчивы к нейроток-
сическому повреждению NMDA (Kodsi, Swerdlow,
1997). Другие исследователи сообщают, что лате-
ральный отдел прилежащего ядра более чувстви-
телен к инъекции квинолиновой (quinolinic) кисло-
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ты, а медиальный отдел более подвержен влиянию
иботеновой (ibotenic) кислоты (Parkinson et al.,
1999). Очевидно, что это обстоятельство также
осложняет оценку результатов исследований, ис-
пользующих разные нейротоксины для выключе-
ния различных отделов прилежащего ядра.

Вместе с тем, практика физиологического экс-
перимента показала, что эффективный контроль
местоположения электрода в исследуемой струк-
туре может быть основан на регистрации вызван-
ных потенциалов в тестируемом образовании мозга
при активации ее сенсорных входов (Альтман, Ма-
русева, 1959) или при электрической стимуляции
ее афферентных проекций (Freeman, 1959), осу-
ществляемых во время стереотаксической опера-
ции вживления электродов.

В этой связи мы исследовали возможность
точной локализации и селективного электролити-
ческого повреждения наиболее труднодоступной и
наименее исследованной медиальной области (me-
dial shell part) прилежащего ядра с помощью разра-
ботанного нами инновационного метода электро-
физиологического картирования n. accumbens – се-
рийной регистрации фокальных потенциалов,
вызванных электрической стимуляцией гиппокам-
пальных проекций, входящих в состав проводящих
путей fimbria-fornix гиппокампа (Альбертин, 2005;
Albertin, Wiener, 2015).

ПРОЦЕДУРА ЛОКАЛИЗАЦИИ 
И ПОВРЕЖДЕНИЯ МЕДИАЛЬНОЙ 
ОБЛАСТИ ПРИЛЕЖАЩЕГО ЯДРА

Исcледование выполнено на восьми подопыт-
ных крысах линии Long-Evans. Операцию про-
водили под нембуталовым наркозом (40 мг/кг,
внутрибрюшинно). Для стимуляции использо-
вали биполярные электроды диаметром 60 мкм,
изготовленные из нержавеющей стали и изолиро-
ванные лаком за исключением кончика длиной
800 мкм. Стимулирующие электроды погружали в
мозг в области проводящей системы fimbria-fornix с
координатами: АР = –1.3 мм; МL = 0.9–1.9 мм; Н =
= 3.7 мм, они топографически соответствовали ло-
кализации вентрального субикулярного пути, про-
екции которого селективно оканчиваются в меди-
альной области прилежащего ядра. Изготовленные
из вольфрама или нержавеющей стали электроды
диаметром 100 мкм, предназначенные для регистра-
ции фокальных потенциалов в n. aссumbens, впо-
следствии использовали в качестве прижигаю-
щих. Свободным от лаковой изоляции остается
кончик электрода длиной 500 мкм.

Картирование фокальных потенциалов осу-
ществляли в поисковом режиме с помощью од-
ной или более трековых проходок по координа-
там атласа мозга (Paxinos, Watson, 2013): AP = 1.0–

1.6 мм; ML = 0.65–0.85 мм; H = 6.4–8.0 мм. Сти-
муляцию fimbria-fornix проводили одиночными
прямоугольными импульсами постоянного тока
(I = 0.4–0.6 мкА, t = 0.2 мкс) ипсилатерально ре-
гистрирующему электроду, введенному в приле-
жащее ядро.

Фокальные вызванные потенциалы, отводимые
в n. aссumbens монополярно, усиливали посред-
ством дифференциального усилителя Model 1800
(A-М System, Inc., USA) и вводили в компьютер
посредством входного устройства CED 1401
(Cambridge Electronic Design, Ltd., UK), где под-
вергали усреднению по десяти ответам, отводи-
мым от каждой тестируемой точки прилежащего
ядра. Интервал между отдельными стимулами – 7 с.
Расстояние между отдельными точками отведе-
ния – 0.5 мм.

Показателем нахождения электрода в меди-
альной области n. aссumbens являлось отведение
двухфазного позитивного фокального потенциа-
ла с пиковой латентностью 8 и 20 мс (рис. 1), что,
по данным (Mulder, 1996), соответствует моноси-
наптическому и полисинаптическому (путем анти-
дромной активации гиппокампа) ответам нейронов
прилежащего ядра при электрической стимуляции
проекций вентрального субикулюма, следующих в
составе проводящей системы fimbria-fornix. Вы-
ключение этого пути с помощью электролитиче-
ского разрушения, инъекции лидокаина или glu-
антагониста кинуренина, как правило, ведет к ис-
чезновению этих ответов в прилежащем ядре
(Mulder, 1996).

При отсутствии в трековой проходке потенци-
алов с вышеуказанным паттерном ответа коорди-
наты электрода менялись, и поиск продолжался в
новом треке.

При регистрации двухфазных позитивных по-
тенциалов в трех соседних точках медиальной об-
ласти ядра, ориентированных в дорсовентральном
направлении и разделенных промежутком не ме-
нее 0.5 мм, производили процедуру электролити-
ческого прижигания путем подачи через данный
электрод электрического постоянного тока, мо-
нополярно (I = 100 мкА, t = 20 с).

Прижигание в указанных точках ядра произ-
водилось последовательно, начиная с наиболее
глубоко расположенной точки, и далее осуществ-
лялось в дорсальном направлении. После заверше-
ния прижигания в данном полушарии оба электро-
да извлекались и устанавливались в соответству-
ющие области противоположного полушария, а
процедура картирования вызванных потенциа-
лов и электролитического прижигания ядра по-
вторялась в указанном выше порядке.

В исследовании также использовали кон-
трольных животных, которых подвергали при опе-
рации тем же манипуляциям (аппликация электро-
да и стимуляция проводящей системы fimbria-for-
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nix) за исключением введения в прилежащее ядро
регистрирующего (электролитического) электро-
да. После операции рану зашивали и животных
содержали в изолированных клетках под наблю-
дением экспериментатора, а также проводили по-
веденческие исследования. Через 4–5 недель жи-
вотным под глубоким нембуталовым наркозом
проводили транскардиальную перфузию 4%-ным
раствором формальдегида в фосфатном буфере.
Гистологические срезы мозга изготавливали на
замораживающем микротоме и окрашивали кре-
зил-виолетом, для более точной оценки локали-
зации и размера повреждений использовали так-
же нейрогистохимическое окрашивание с помо-

щью маркера-протеина NeuN. При верификации
срезов мозга к области повреждения относили лишь
участки ядра, не содержавшие сохранившихся тел
нервных клеток.

Гистологическое исследование мозга опериро-
ванных животных показало, что используемый
нами метод электрофизиологического контроля
местоположения электродов обеспечил у всех
подопытных крыс компактные селективные по-
вреждения в медиальном отделе прилежащего яд-
ра, которые были локализованы в центре тестиру-
емого образования и его периферийной области,
граничащей с латеральным отделом n. аccumbens.

Рис. 1. В верхней части рисунка: схематическое изображение процедуры регистрации фокальных потенциалов в ме-
диальном отделе прилежащего ядра при электрической стимуляции проводящей системы гиппокампа fimbria-fornix
(1); medial n. acc. (2); CA1/Sub. (3). Звездочками отмечена локализация электродов. В средней части рисунка: харак-
терный паттерн вызванного ответа в медиальном отделе прилежащего ядра n. accumbens и в субикулярной области
CA1/subiculum, где P8, P9, P20 – позитивные и N14 – негативный компоненты вызванного ответа. В нижней части рисун-
ка: локализация электрических повреждений в медиальном отделе (AcbSh) прилежащего ядра (крыса 2-1). AcbSh – меди-
альный отдел n. acc. (medial shell part); AcbC – латеральный отдел n. acc. (core part); aca – передняя комиссура (anterior com-
missure); LV – латеральные желудочки (lateral ventricle); CPu – каудато-путамен (caudate-putamen). Фронтальные планы
срезов мозга соответствуют координате 1.0 мм от брегмы (по: Paxinos, Watson, 2013, с изменениями).

Фимбрия/Форникс (Fi/Fo) Прилежащее ядро (n. acc.) Субикулюм (CA1/Sub.)

Локализация Прилежащее ядро (n. acc.) Субикулюм (CA1/Sub.)

электродов:

1 – Fi/Fo

2 – medial n. acc.

3 – CA1/Sub.

AcbSh

AcbC

aca

2-1

P8 P20 P9

N14
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CPu

CPu

2

1
3

Bregma 1 мм
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мВ

10 мс
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ЭЛЕКТРОФИЗИОЛОГИЧЕСКАЯ 
И ГИСТОЛОГИЧЕСКАЯ ВЕРИФИКАЦИИ 

ПОВРЕЖДЕНИЙ МЕДИАЛЬНОГО ОТДЕЛА 
ПРИЛЕЖАЩЕГО ЯДРА

На рис. 2. представлены реконструкция мар-

кирующих повреждений ядра и соответствующие

этим точкам фокальные потенциалы при последо-

вательном перемещении электрода в треке у одной

из подопытных крыс. Фронтальный план среза со-

ответствует координате 1.0 мм от брегмы (Paxinos,

Watson, 2013).

В отведениях 3, 4 и 5 показаны усредненные

вызванные ответы с двухфазным положительным

потенциалом с пиковой латентностью 8 и 20 мс. В

отведении 6 эти ответы резко редуцированы, что

соответствует локализации кончика электрода в

вентральной области прилежащего ядра. В отве-

дениях 1 и 2 указанные ответы практически от-

сутствуют, так как электрод находится выше про-

екционной зоны гиппокампа или выходит за пре-

делы прилежащего ядра (рис. 2).

Анализ поведенческих нарушений, которые

были выявлены нами у крыс с электролитически-

ми повреждениями прилежащего ядра, выпол-

ненными при использовании электрофизиологи-

ческого контроля (Альбертин, Винер, 2014; Wiener

et al., 2003; Albertin, Wiener, 2015), показал, что срав-

нительно небольшие электролитические повре-

ждения ядра приводили к более выраженным и од-

нозначным нарушениям, по сравнению с нейрохи-

мическими повреждениями прилежащего ядра,

выявленными в других исследованиях (Seamans,

Phillips, 1994). Это объясняется тем, что область

повреждений в наших опытах топографически

точно соответствовала зоне афферентных входов

гиппокампальных, а также амигдалярных проек-

ций, которые конвергируют на одни и те же ней-

роны медиального отдела прилежащего ядра

(Groenewegen et al., 1999).

Таким образом, в отличие от нейрохимических
повреждений прилежащего ядра, вызванных инъ-
екцией нейротоксинов (Bowman, Brown, 1998),
электролитические повреждения в наших опытах
обеспечивали выключение не только клеточных
тел, но и афферентных проекций, поступающих в
тестируемое ядро. Следует отметить, что из восьми
животных, составляющих однородную подопыт-
ную группу крыс (имеющих одинаковый возраст и
вес), реальные значения координат, определенные
электрофизиологически и соответствующие точ-
ному повреждению тестируемой (medial shell part)
области ядра, совпадали у пяти крыс, но лишь у
одного животного из группы их значения соот-
ветствовали координатам данной области приле-
жащего ядра, рассчитанным по атласу мозга кры-
сы (Paxinos, Watson, 2013). Таким образом, есть
основания полагать, что, наряду с методикой инди-
видуального электрофизиологического контроля,
обеспечивающего в 100% случаев точную локали-
зацию электрода, при наличии большой однород-
ной группы подопытных животных определение
точных координат путем электрофизиологического
картирования можно проводить в пилотных иссле-
дованиях на ограниченном количестве животных
и затем использовать полученные значения коор-
динат для процедуры выключения тестируемой
области мозга у всей группы животных, не прибегая
к регистрации вызванных потенциалов у остальных
животных. Однако точность повреждений в указан-
ном случае может быть несколько ниже, по сравне-
нию с индивидуальным картированием каждого
животного группы. Для обеспечения хороших ре-
зультатов при пилотном картировании необходи-
мо следить за соблюдением одинаковых условий

Рис. 2. Реконструкция маркирующих повреждений n. accumbens и соответствующие этим точкам фокальные потен-
циалы при последовательном перемещении электрода в треке у одной из подопытных крыс. 3, 4, 5 – последовательные
отведения с регистрацией двухфазного позитивного вызванного ответа, соответствующие точкам электролитического
разрушения n. acc. На рисунке представлены усредненные (10 ответов) значения вызванных потенциалов. Остальные
обозначения те же, что на рис. 1.
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проведения операции и процедуры прижигания
(фиксация головы животного, схема определения
референтных точек, использование одной и той
же техники и оборудования, последовательности
операции и т.д.), обязательных для всех опериру-
емых животных.

В заключение остановимся на процедуре ги-
стологической оценки места и размера поврежде-
ния мозговой ткани, которую после завершения
экспериментов традиционно окрашивают по мето-
ду Ниссля с использованием крезил-виолета (cre-
syl-violet) или тионина (thionin). Следует отме-
тить, что применение метода Ниссля при окраске
некоторых мозговых структур, включая прилежа-
щее ядро, может давать неточные результаты. В
первую неделю после операции зона электроли-
тического повреждения ядра идентифицируется
как хаотическое нагромождение коагулированных
нейронов и их остатков с активной пролиферацией
глиальных клеток, направленной на очистку зоны
повреждения от разрушенных клеточных тел. По-
веденческие исследования обычно занимают не-
сколько недель от операции до гистологического
контроля. В этот период в месте разрушения за-
вершается процесс очистки и заполнения глиаль-
ными клетками зоны повреждения. В результате
этого процесса оценка места и зоны компактного
повреждения становится трудной задачей, так как
при окраске по Нисслю бывает трудно отличить
нейроны малого размера от замещающих их гли-
альных клеток. В этом случае мы рекомендуем в до-
полнение к методике Ниссля использовать нейро-
гистохимическое окрашивание с помощью маркер-
протеина NeuN для более точной оценки локали-
зации и размера повреждения. Этот протеин об-
наружен в ядре и клеточных телах большинства
нейронов головного мозга (за исключением кле-
ток Пуркинье мозжечка, митральных клеток обо-
нятельной луковицы и фоторецепторных клеток
сетчатки), но отсутствует в глиальных клетках
(Mullen et al., 1992; Guselnikova, Korzhevskiy, 2015;
Duan et al., 2016). Таким образом, после инъекции
протеина зона повреждения точно определяется
по отсутствию данного маркера на месте разру-
шенных клеточных тел.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В статье рассмотрены возможности альтерна-
тивных способов определения локализации ма-
лоразмерных клеточных образований мозга у
животных.

Применение разработанного нами инноваци-
онного метода картирования мозга путем реги-
страции вызванных потенциалов позволяет опреде-
лить преимущества электрофизиологического под-
хода, используемого при локализации тестируемых
ядерных структур мозга, при их селективном по-
вреждении и при последующей гистологической

верификации места и размера повреждения моз-
говой ткани с использованием маркер-протеина
NeuN. Предложены методические рекомендации,
которые обеспечивают более точное определение
координат тестируемых структур мозга, а также
приводят к значительному сокращению и време-
ни на проведение запланированных исследова-
ний, и затрат на их выполнение за счет отсутствия
необходимости включения в опыт большого ко-
личества животных, что имеет практическое зна-
чение при проведении экспериментальных ис-
следований в биологии и медицине.
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Stereotaxic Method of Brain Loci Localization: The Alternative Approaches
S. V. Albertin*

Pavlov Institute of Physiology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
*e-mail: albertinsv@infran.ru

The article discusses the possibilities of the alternative methods for determining the localization of small-
sized brain cell formations in animals. The advantages of the electrophysiological approach used in localiza-
tion of the tested nuclear structures of the brain, their selective damage and subsequent histological verifica-
tion of the location and size of the damage to the brain tissue are shown. Methodological recommendations
are proposed that provide an error-free determination of the coordinates of the tested brain structures, which
leads to a significant reduction in the time for conducting planned studies and the costs of their implementa-
tion due to the absence of the need to include a large number of animals in the experiment.

Keywords: electrophysiological mapping of the brain, localization of structures, their damage and histological
verification
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