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Проблема выбора адекватного метода выявления микроглии актуальна для современных нейрофизио-
логических и междисциплинарных исследований в связи с отсутствием универсальных подходов, поз-
воляющих визуализировать эту популяцию клеток в препаратах головного мозга человека и лаборатор-
ных животных. В настоящем исследовании изучалась возможность использования пуринергического
рецептора P2Y12 в качестве маркера для сравнительного анализа микроглии у человека и нескольких
неродственных видов животных (кролик, крыса, мышь, суслик). Для исследования применялись анти-
тела к рекомбинантному пептиду, соответствующему 303–342 аминокислотам P2Y12 рецептора чело-
века. Показано, что наилучшие результаты выявления микроглии были характерны для человека, кро-
лика и крысы. У суслика и мыши, помимо выявляемой микроглии, обнаруживалась неспецифическая
реакция со стороны других клеток, отрицательное влияние которой на качество получаемых изображе-
ний можно уменьшить, используя средства конфокальной микроскопии. Во всех исследованных слу-
чаях отмечалось отсутствие иммунопозитивных макрофагов и клеток амебоидной микроглии, что сви-
детельствует о перспективности использования P2Y12 как высокоселективного маркера покоящейся
микроглии. В рамках настоящего исследования впервые была проведена визуализация микроглии го-
ловного мозга кролика и суслика с использованием антител против пуринергического рецептора
P2Y12.
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В последние годы в нейрофизиологических,
биохимических и молекулярно-биологических ис-
следованиях все чаще используются методы имму-
ногистохимии [1–9], которые, при условии их пра-
вильного применения, позволяют получать важ-
ные сведения об изменениях функционального
статуса клеток нервной системы. В связи с высокой
сложностью методов иммуногистохимии и особен-
ностями иммунологических подходов, используе-
мых для визуализации белковых маркеров, при
проведении иммуногистохимических реакций не-
редко возникают проблемы, связанные со специ-
фичностью используемых реагентов [10–12],
которые не всегда могут быть определены с уче-
том результатов общепринятых контрольных
процедур [13–15]. Не является редкостью и несо-

ответствие заявленных производителем характе-
ристик антител их действительным свойствам [12,
16]. Особую важность для сравнительных физиоло-
гических и эволюционных исследований пред-
ставляет проблема видовой специфичности анти-
генных маркеров, которые в ряде случаев для тако-
вых исследований оказываются непригодны, либо
имеют ограничения, которые невозможно выявить,
ориентируясь лишь на данные, предоставляемые
производителем реактивов [12, 17]. В частности, не
указывается весь перечень видов животных, на ма-
териале которых возможно использование данных
антител. И если информацию о давно известных
маркерах можно восполнить, изучая литературные
источники, то относительно новые маркеры и ан-
титела требуют тщательного изучения их пригод-
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ности для решения конкретных исследовательских
задач. В качестве примера подобного подхода мож-
но привести анализ использования одного продук-
та из общедоступной линейки антител к введенно-
му в исследовательскую практику в 1996 г. микро-
глиальному маркеру Iba-1 [18]. В результате
проведенного исследования было установлено, что
один вариант первичных антител позволяет полу-
чать сопоставимые результаты при исследовании
микроглии у мыши, крысы, кролика и человека
[19], хотя в информации производителя содержит-
ся указание только на человека и крысу.

В 2003 г. были получены первые данные о при-
сутствии пуринергического рецептора P2Y12 на
мембране клеток микроглии [20]. К настоящему
моменту опубликовано около 150 научных статей, в
которых использованы различные антитела к это-
му маркеру, но ни в одной из них не проводилось
детального исследования видоспецифичности ан-
тител, демонстрирующего возможность их исполь-
зования для межвидового сравнительного анализа
микроглии. В связи с тем, что P2Y12 не экспресси-
руется другими клетками головного мозга, кроме
микроглиальных [21], и является маркером функ-
ционального состояния клетки [22, 23], его исполь-
зование в сравнительных физиологических и био-
химических исследованиях представляется пер-
спективным.

В последние годы наблюдается увеличение чис-
ла исследований, в которых клетки микроглии вы-
являют с использованием антител к белку P2Y12
[24–28]. Используются различные антитела к дан-
ному белку при изучении мозга лабораторных жи-
вотных и человека, однако до настоящего времени
сравнительная оценка возможностей селективного
выявления микроглиоцитов у различных видов
млекопитающих и человека с использованием мар-
кера P2Y12 не проводилась.

В связи с вышеизложенным целью данной рабо-
ты стало изучение возможности использования ан-
тител к рецептору P2Y12 в качестве маркера отрост-
чатой микроглии головного мозга человека и жи-
вотных (кролика, суслика, крысы и мыши) с
использованием различных иммуноцитохимиче-
ских подходов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалом для исследования послужили сре-

зы коры большого мозга человека и головной мозг
половозрелых самцов ряда млекопитающих: крыс
линии Wistar, сусликов вида Spermophilus pygmaeus,
мышей линии C57BL/6 и кроликов породы Шин-
шилла (n = 3 в каждой группе). Все манипуляции с
животными осуществляли в соответствии с Прави-
лами проведения работ с использованием экспери-
ментальных животных (Приложение к приказу МЗ

СССР № 755 от 12.08.1977 г.). Материал головного
мозга человека получен из архива отдела общей и
частной морфологии ФГБНУ “ИЭМ”, созданного
в соответствии с заключением ЛЭК ФГБНУ
“ИЭМ” от 11.12.2009 г. Исследование лаборатор-
ных животных (мыши, крысы, кролики) проводи-
ли в соответствии с заключением локального эти-
ческого комитета ФГБНУ “ИЭМ” от 25.04.2019 г.
Исследование сусликов проводили в соответствии
с заключением комиссии по биоэтике ИЭФБ РАН
(протокол № 2/2020 от 27.02.2020 г.).

Головной мозг фиксировали в цинк-этанол-
формальдегиде [29], обезвоживали и заливали в па-
рафин по общепринятой методике. Морфологиче-
скому исследованию подвергали серийные фрон-
тальные срезы мозга толщиной 5 мкм, приготов-
ленные на ротационном микротоме Leica
RM2125RT (Leica, Германия). После депарафини-
рования, регидратации и теплового демаскирова-
ния срезы использовали для иммуногистохимиче-
ского исследования.

Выявление рецепторов P2Y12 производили с
помощью кроличьих поликлональных антител
(Novus Biologicals, США). Для разведения антител
(1:500–1:3000) использовали разбавитель антител
(Dako/Agilent, США). Используемые антитела бы-
ли получены при иммунизации животных реком-
бинантным белком с аминокислотной последова-
тельностью KSFRNSLISMLKCPNSATSLSQDN-
RKKEQDGGDPNEETPM, соответствующей 303–
342 аминокислотам P2Y12 рецептора человека, что
следует из указаний производителя антител и про-
верки аминокислотной последовательности с ис-
пользованием сервиса RefSeq [30]. Для выявления
связавшихся с антигеном первичных антител ис-
пользовали набор Reveal Polyvalent HRP DAB De-
tection System (Spring Bioscience, США). Перокси-
дазную метку выявляли с помощью диаминобензи-
динового хромогена (DAB+; Dako/Agilent, США).
После проведения иммуноцитохимических реак-
ций часть срезов подкрашивали гематоксилином
либо альциановым синим. В качестве контролей
использовали срезы, которые обрабатывались ана-
логичным образом, за исключением одного этапа,
на котором вместо разведенных разбавителем пер-
вичных антител на препараты наносили только
разбавитель антител.

Для конфокальной лазерной микроскопии в ка-
честве вторичных антител для выявления рецепто-
ров P2Y12 использовали набор Reveal Polyvalent
HRP DAB Detection System (Spring Bioscience,
США) и анти-HRP Fab-фрагменты иммуноглобу-
линов козы, конъюгированные с флуорохромом
RRX (Jackson ImmunoResearch, США), максимум
флуоресценции которого соответствует длине вол-
ны λem = 590 нм.
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Анализ препаратов в проходящем свете и фото-
съемку выполняли с использованием микроскопа
Leica DM750 и фотокамеры ICC50 (Leica, Герма-
ния). Препараты, подготовленные для флуорес-
центного исследования, изучали с использованием
конфокального лазерного микроскопа LSM800
(Carl Zeiss, Германия). При проведении сравни-
тельного анализа интенсивности реакции парамет-
ры захвата изображения настраивались по самой
яркой реакции на препаратах головного мозга че-
ловека и не менялись в течение всего эксперимен-
та. Обработку полученных изображений и постро-
ение графиков интенсивности флуоресценции
проводили в программе Zen-2012 (Carl Zeiss, Гер-
мания). Анализ и сравнение аминокислотных по-
следовательностей проводили с помощью онлайн
инструмента BLAST [31] и алгоритма множествен-
ного выравнивания MUSCLE [32] в программе
MegaX [33].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
В результате постановки иммуногистохимиче-

ских реакций, проводимых в одинаковых услови-
ях, у всех видов исследуемых животных и человека
была обнаружена специфическая иммунореактив-
ность, которая демонстрировала присутствие в
нервной ткани коры большого мозга отростчатых
клеток, имеющих типичное строение рамифици-
рованной (отростчатой) микроглии. Наиболее ин-
тенсивная реакция была получена на препаратах
коры большого мозга человека (рис. 1а). Продукт
реакции равномерно распределялся в теле клетки,
в отростках наблюдались его небольшие скопле-
ния. Фоновая реакция была минимальной. Содер-
жимое кровеносных сосудов было иммунонегатив-
ным. Клеток, которые можно было бы отнести к
амебоидной микроглии и периваскулярным мак-
рофагам, выявлено не было.

На препаратах мозга крысы (рис. 1b) интенсив-
ность иммуногистохимической реакции была до-
статочно высокой для проведения анализа структу-
ры клеток микроглии, но слабее, чем у человека.
Хорошо прослеживалось сложное ветвление от-
ростков. Тела клеток редко попадали в плоскость
среза. При этом отмечались следующие особен-
ности – слабая реакция в перинуклеарной области
и ее отсутствие в ядрах клеток. При использовании
больших увеличений микроскопа отмечалась кла-
стеризация рецептора P2Y12 в области плазмалем-
мы. Содержимое сосудов было иммунонегатив-
ным.

На препаратах головного мозга кролика (рис. 1c)
реакция была интенсивной, но несколько слабее,
чем у микроглии мозга человека и близкой к ней
(по интенсивности реакции) микроглии мозга
крысы. Хорошо визуализировались отростки мик-

Рис. 1. Микроглия коры большого мозга: a – человека,
b – крысы, c – кролика, d – суслика, e – мыши. Стрел-
ка указывает на иммунопозитивный кровеносный со-
суд. Иммуноцитохимическая реакция на P2Y12, визуа-
лизация с помощью хромогена DAB+. Масштабный
отрезок равен 20 мкм.

(a)

(b)

(c)

(d)

(e)
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роглиоцитов. Продукт иммуногистохимической

реакции был распределен равномерно. От более

толстых отростков отходили многочисленные тон-

кие и короткие отростки. Хорошо просматривался

периметр тела клеток. Ядра клеток были иммуно-

негативными. Помимо микроглиоцитов, в препа-

ратах коры головного мозга кролика иммунореак-

тивным было бесструктурное содержимое крове-

носных сосудов (см. рис. 1c). При изучении

крупных сосудов, содержащих эритроциты, на-

блюдалась преимущественная реакция внеэритро-

цитарных компонентов содержимого кровеносных

сосудов (сыворотка крови).

В препаратах головного мозга суслика (рис. 1d)

интенсивность иммуногистохимической реакции

в целом была слабее. При этом положительная ре-

акция обнаруживалась не только в отростках мик-

роглиоцитов, но и в ядрах отдельных нейронов.

Указанные особенности затрудняли возможность

оценки протяженности и ветвления отростков. Те-

ла клеток микроглии визуализировались неотчет-

ливо. Реакция в просвете кровеносных сосудов

мозга отсутствовала.

Наименьшая интенсивность реакции со сторо-

ны микроглии была характерна для препаратов го-

ловного мозга мыши (рис. 1e). Микроглия визуа-

лизировалась неотчетливо. Ее отростки имели вид

тонких ниточек и точек. При этом ярко окрашива-

лись ядра и тела других клеток, преимущественно

нейронов (рис. 2). Содержимое сосудов не окра-

шивалось. Во всех изученных случаях клетки аме-

боидной микроглии и периваскулярные макрофа-

ги не выявлялись.

При конфокальной лазерной микроскопии пре-

паратов, полученных с помощью разведения пер-

вичных антител 1 : 1000, максимальная интенсив-

ность флуоресценции (при одинаковых парамет-

рах захвата изображения и одинаковых условиях

постановки реакции) наблюдалась в препаратах

мозга человека (рис. 3b, 3d) и кролика (рис. 3a, 3c).

При этом микроглия в срезах головного мозга кры-

сы, суслика и мыши не визуализировалась. Ис-

пользование более продолжительного теплового

демаскирования антигенов в течение 25 мин вме-

сто 22 и повышение в 2 раза концентрации первич-

ных антител позволили получить хорошо детекти-

руемую реакцию микроглии головного мозга кры-

сы и суслика при стандартных настройках

конфокального микроскопа. Микроглия головно-

го мозга мыши выявлялась только при двукратном

увеличении мощности лазера, используемого для

возбуждения флуоресценции (рис. 4). Таким обра-

зом, только при использовании приемов, усилива-

ющих чувствительность методики, появлялась воз-

можность анализировать микроглию на препара-

тах головного мозга крысы, суслика и мыши.

Фоновая флуоресценция на препаратах мозга мы-

ши была выше, чем на срезах мозга крысы и сусли-

ка (рис. 4). Ее уровень может быть откорректиро-

ван при помощи настроек микроскопа, в частно-

сти, увеличением параметра “Pixel Time”, который

характеризует продолжительность экспозиции.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Анализ данных иммунопероксидазной реакции

показал, что в одинаковых условиях (см. рис. 1),

наиболее яркая окраска микроглии при использо-

вании антител к рецептору P2Y12 наблюдалась в

коре большого мозга человека, что вполне ожидае-

мо, поскольку для получения антител был исполь-

зован пептид, полностью соответствующий фраг-

менту последовательности белка P2Y12 человека.

Для получения более точной информации об аф-

финности связывания антител было проведено им-

мунофлуоресцентное исследование, поскольку оп-

тическая плотность DAB-продукта не всегда может

быть оценена количественно [34]. Визуальный

анализ и построение графиков интенсивности им-

мунофлуоресцентной реакции в отростках микро-

глиоцитов (рис. 3 c, d) подтвердили предположе-

ние о пониженной степени связывания данных

Рис. 2. Гиппокамп мыши. Стрелка указывает на об-
ласть ядра микроглиоцита. Головки стрелок указывают
на иммунопозитивные ядра пирамидных нейронов об-
ласти CA1 гиппокампа. Иммуноцитохимическая реак-
ция на P2Y12, визуализация с помощью хромогена
DAB+, без подкраски.

10 �m
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Рис. 3. Неокортекс кролика (a, c) и человека (b, d). На рисунках (c, d) приведены графики интенсивности флуоресценции
в отростках микроглиоцитов. Конфокальная лазерная микроскопия. Иммуноцитохимическая реакция на P2Y12, визуа-
лизация с помощью флуорохрома RRX.

5 �m

(a) (b)

(c) (d)

5 �m

0.5 �m 0.5 �m

Рис. 4. Стриатум крысы (a), гиппокамп суслика (b) и мыши (c, d). Конфокальная лазерная микроскопия. Иммуноцито-
химическая реакция на P2Y12, визуализация с помощью флуорохрома RRX. Области объекта в случае (c) и (d) идентичны.
Для (d) параметр захвата изображения “Pixel Time” в 8 раз больше, чем для (c).

10 �m

(a) (b)

(c) (d)
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первичных антител с белком P2Y12 у всех исследу-

емых животных в сравнении с человеком (см.

pис. 3, 4). Использование стандартных иммуно-

флуоресцентных методик дало возможность вы-

явить P2Y12-иммунопозитивную микроглию толь-

ко у человека и кролика (см. pис. 3). У крысы, мы-

ши и суслика микроглия в этих условиях не

визуализировалась. Усиление чувствительности

реакции и повышение мощности возбуждающего

лазера конфокального микроскопа позволили вы-

явить микроглию у суслика, мыши и крысы (см.

рис. 4). В результате данных экспериментов было

установлено, что высокая интенсивность иммуно-

гистохимической реакции у человека позволяет

эффективно использовать антитела к P2Y12 в боль-

шем разведении (1 : 2000), чем при использовании

их для визуализации микроглии у исследованных

животных (1 : 500–1 : 1000).

Для оценки гомологии белка P2Y12 в ряду ис-

следуемых объектов было произведено выравнива-

ние аминокислотных последовательностей белка

P2Y12 человека и исследуемых животных либо

близкородственных видов, доступных в базе дан-

ных RefSeq [30]. В международных базах отсутству-

ют данные о белке P2Y12 исследованного нами ма-

лого суслика (Spermophilus pygmaeus), но имеются

сведения о последовательности белка у родствен-

ного ему тринадцатиполосого суслика (Ictidomys
tridecemlineatus). Анализ полученного выравнива-

ния показал, что данный белок обладает доста-

точно высокой консервативностью среди иссле-

дуемых млекопитающих и человека. Тем не ме-

нее наблюдаются отличия в аминокислотных

последовательностях, в том числе, затрагивающие

иммуногенный участок. Наиболее близким по

аминокислотному составу белком P2Y12 по срав-

нению с человеческим обладает кролик, наименее

сходным – суслик, в то время как крыса и мышь за-

нимают промежуточное положение (рис. 5).

Сопоставление аминокислотной последова-

тельности фрагментов белка, соответствующих

иммуногенному пептиду, демонстрируют несколь-

ко иные результаты. При попарном сравнении

аминокислотных последовательностей концевых

фрагментов пуринергического рецептора P2Y12,

соответствующих иммуногенному участку, схо-

жесть для человека и кролика (Oryctolagus cuniculus)

составила 82.5%, для человека и мыши (Mus muscu-
lus) – 70%, для человека и суслика (Ictidomys tridece-
mlineatus) – 67.5%, для человека и крысы (Rattus
norvegicus) – 65%.

Попарный анализ аминокислотных замен поз-

волил выделить участок из 4 аминокислот (рис. 5),

в пределах которого наблюдается высокая схо-

жесть между последовательностями, принадлежа-

щими человеку и кролику. Причем в последова-

тельности кролика в 18-й позиции от конца моле-

кулы аспарагиновая кислота (D) заменена на

схожую по физико-химическим свойствам отрица-

тельно заряженную глутаминовую кислоту (E), в то

время как у других млекопитающих в этой позиции

находятся незаряженные аминокислоты: аланин

(A), треонин (T) и глицин (G). Вероятно, наличие в

18-й от конца позиции отрицательно заряженной

аминокислоты может быть существенным для

формирования соответствующих антигенных эпи-

топов, распознаваемых исследуемыми поликло-

нальными антителами [35].

Исходя из степени схожести последовательно-

стей и анализа результатов иммуногистохимиче-

ских реакций, можно предположить, что на связы-

вание данных антител с P2Y12-рецепторами влияет

Рис. 5. Аминокислотные последовательности C-концевого (иммуногенного) фрагмента пуринергического рецептора
P2Y12 человека, исследуемых млекопитающих и родственных им видов, попарное сравнение: a – человек и кролик, b –
человек и крыса, c – человек и мышь, d – человек и суслик. Треугольниками показаны позиции с отличающимися ами-
нокислотами. Однобуквенные обозначения аминокислот соответствуют общепринятым.
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не только сходство с иммуногенным пептидом, но

и качественный характер аминокислотных замен.

Результаты анализа аминокислотных последо-

вательностей в целом соотносятся с данными им-

муноцитохимического исследования. Исключение

составляет белок P2Y12 у мыши, который, исходя

из аминокислотного состава, должен бы реагиро-

вать с использованными антителами не хуже, чем

аналогичный белок у крысы. Существенно более

слабая иммунореактивность исследуемого белка у

данного вида лабораторных животных может быть

связана с наличием других белков со сходными ан-

тигенными эпитопами, которые содержатся в ней-

ронах головного мозга и конкурируют с белком

P2Y12 за связывание с первичными антителами.

Положительная реакция со стороны ядер нервных

клеток у мыши (см. pис. 2) может указывать на су-

ществование подобных белков, поскольку присут-

ствие в кариоплазме пуринергических рецепторов,

для которых типична мембранная локализация,

маловероятно. Идентификация локализованного в

ядре белка, который отсутствует у человека, крысы

и кролика, требует дальнейших исследований.

Обращает на себя внимание факт положитель-

ной реакции содержимого кровеносных сосудов у

одного из исследованных видов животных – кро-

лика. Данную реакцию нельзя считать специфиче-

ской, поскольку она присутствует и в контрольных

препаратах (негативный контроль без первичных

антител). Выявление компонентов сыворотки в

кровеносных сосудах у кролика объясняется ис-

пользуемыми вторичными реагентами. Поскольку

первичные антитела являются по своему проис-

хождению кроличьими, то при их выявлении соб-

ственные иммуноглобулины кролика, которые в

интактном головном мозге можно обнаружить

только в составе сыворотки крови в кровеносных

сосудах, связываются со вторичными антителами и

способствуют неспецифической окраске содержи-

мого кровеносных сосудов. Аналогичные пробле-

мы отмечаются и в других случаях, когда объект ис-

следования и антитела имеют одну видовую при-

надлежность [17, 36].

Важным фактом, который был установлен в

рамках проведенного исследования, является от-

сутствие метки в периваскулярных макрофагах и

клетках, подобных амебоидной микроглии. Это

наблюдение подтверждает имеющуюся информа-

цию о том, что рецептор P2Y12, в отличие от белка

Iba-1, являющегося неселективным маркером

микроглии и макрофагов, присутствует только в

клетках неактивированной (отростчатой) микро-

глии и не характерен для макрофагов [21, 23, 37].

Таким образом, реакция на P2Y12 с использова-

нием поликлональных антител против рекомби-

нантного пептида, соответствующего 303–

342 аминокислотам P2Y12 человека, может успеш-

но применяться при сравнительном изучении мик-

роглии у таких неродственных видов, как человек,

кролик и крыса. Использование методов конфо-

кальной лазерной микроскопии позволяет решить

ряд проблем, связанных со слабой иммунореактив-

ностью микроглии и присутствием неспецифиче-

ской фоновой реакции при изучении препаратов

головного мозга суслика и мыши. Отсутствие им-

мунопозитивных макрофагов и клеток амебоидной

микроглии как у изученных животных, так и у че-

ловека свидетельствует о перспективности исполь-

зования P2Y12 как высокоселективного маркера

покоящейся микроглии. В рамках настоящего ис-

следования впервые была проведена визуализация

микроглии головного мозга кролика и суслика с

использованием антител против пуринергического

рецептора P2Y12. Полученные результаты являют-

ся основой для проведения сравнительных иссле-

дований реакций микроглии при моделировании

заболеваний человека с использованием различ-

ных видов лабораторных животных.
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A COMPARISON OF MICROGLIA DETECTION IN MAMMALS AND HUMANS 
USING PURINERGIC RECEPTOR P2Y12 LABELING

D. E. Korzhevskiia, D. L. Tsybaa, O. V. Kirika and , and O. S. Alekseevaa, b, #

a Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russia
b Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
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The problem of choosing an adequate method for detecting microglia is relevant for modern neurophysiological
and interdisciplinary research due to the lack of universal approaches that allow visualization of this cell popula-
tion in the brain of humans and laboratory animals. In the present study, the possibility of using the purinergic
P2Y12 receptor as a marker for the comparative analysis of microglia in humans and some unallied animals (rab-
bit, rat, mouse, ground squirrel) was investigated. For the study, antibodies to a recombinant peptide correspond-
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ing to 303–342 amino acids of the human P2Y12 receptor were used. The best results for microglia detection were
obtained in humans, rabbit, and rat. A nonspecific reaction of cells other than microglia was found in a ground
squirrel and mouse, the negative impact of which on the quality of resulting images can be reduced by the means
confocal microscopy. In all cases, the absence of immunopositive macrophages and amoeboid microglial cells
was noted, indicating the promising use of P2Y12 as a highly selective marker of resting microglia. The present
study provides the first visualization of microglia in the brain of a rabbit and ground squirrel using antibodies
against the P2Y12 receptor.

Keywords: microglia, purinergic receptors, immunohistochemistry, confocal microscopy, humans, mammals
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