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Клетки Колмера (эпиплексусные макрофаги) являются наименее изученной по-
пуляцией среди фагоцитирующих клеток в головном мозге млекопитающих.
В настоящей работе изучена реакция этих клеток на ишемическое повреждение
головного мозга, вызванное непродолжительным прекращением кровотока в
бассейне средней мозговой артерии. В работе были использованы крысы спон-
танно гипертензивной линии SHR и нормотензивной линии WKY. Клетки Кол-
мера нормотензивных животных линии WKY имели небольшой объем пери-
нуклеарной цитоплазмы с концентрацией белка Iba-1 в кортикальном слое и ха-
рактерные тонкие, иногда извитые отростки. Умеренная активация, вызванная
повышенным артериальным давлением, у контрольных крыс линии SHR сопро-
вождалась увеличением объема перинуклеарной цитоплазмы и появлением мно-
гочисленных прямых тонких отростков. Дальнейшая активация, вызванная ише-
мией, приводила к исчезновению отростков и приобретению клетками округлой
формы. Данные структурные перестройки сопровождались исчезновением гра-
диента концентрации белка Iba-1 в цитоплазме. Также в рамках выполненного
исследования была впервые обнаружена внутриядерная аккумуляция цитоплаз-
матического белка Iba-1 в клетках Колмера, независимая от их активации, ука-
зывающая на полифункциональность данного белка в клетке. Полученные ре-
зультаты свидетельствуют о вовлечении клеток Колмера в реакции головного
мозга на повреждение.
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Клетки Колмера или поверхностные клетки сосудистых сплетений желудочков
(эпиплексусные клетки) головного мозга представляют собой особую популяцию
фагоцитирующих клеток головного мозга млекопитающих и человека, которые в
отличие от микроглии, происходящей из желточного мешка [1], имеют костномоз-
говое происхождение [2]. Зрелые клетки Колмера по своей ультраструктуре напо-
минают клетки амебоидной микроглии [3, 4], они распластываются по апикальной
поверхности эпителиоцитов сосудистого сплетения (Choroid plexus – ChPl) [5] и
являются важным компонентом гематоликворного барьера [2]. Их основная функ-
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ция состоит в утилизации посторонних веществ, попадающих в цереброспиналь-
ную жидкость при нарушении барьерной системы головного мозга, что может
иметь место при различных повреждающих воздействиях и патологических процес-
сах [5–7]. Существует мнение, что эти клетки фагоцитируют фрагменты цитоплазмы
эпителиальных клеток ChPl, содержащие неутилизируемые вещества и поврежден-
ные органеллы [3, 8]. Одной из причин, вызывающих нарушение барьерной системы
мозга, может стать ишемическое повреждение, вызванное нарушением кровотока.
Оно приводит к деструктивным изменениям нервной ткани и развитию локально-
го воспаления [9, 10], в реализации которого принимают участие все популяции
фагоцитирующих клеток головного мозга. Эти клетки могут рассматриваться как
предполагаемые мишени для терапевтического вмешательства, направленного на
увеличение нейропротекторного потенциала и уменьшение нейровоспаления. Су-
ществует большое количество данных, касающихся реакции микроглии на ишеми-
ческий инсульт [11], тогда как данные о реакции клеток Колмера остаются немного-
численными [6, 12]. При формировании ишемического очага происходит нарушение
гематоэнцефалического барьера, и в кровь выделяются факторы, обозначаемые как
DAMP (damage associated molecular patterns). Попадая через кровеносные сосуды
ChPl в цереброспинальную жидкость, они оказывают влияние на клетки Колмера,
что приводит к усилению воспалительной реакции [13]. В связи с этим клетки Кол-
мера следует рассматривать как важную составляющую в развитии нейровоспали-
тельного процесса.

Одним из факторов риска развития цереброваскулярной болезни является арте-
риальная гипертензия, что необходимо учитывать при моделировании соответ-
ствующей патологии на лабораторных животных. Особого внимания в этом кон-
тексте заслуживает линия крыс SHR (Spontaneously Hypertensive Rats), полученная
в 1963 г. японскими учеными [14]. Стойкое повышение артериального давления у
крыс этой линии может достигать 200 мм рт. ст. уже в возрасте 12 нед., что связано
с нарушением функции нескольких генов, участвующих в регуляции артериально-
го давления [15]. В качестве контроля к крысам линии SHR, как правило, исполь-
зуют нормотензивную линию WKY (Wistar–Kyoto), поскольку крысы линии SHR
были выведены на основе животных линии Wistar–Kyoto [14].

Целью настоящего исследования стало изучение структурных и цитохимических
характеристик клеток Колмера сосудистых сплетений боковых желудочков головного
мозга интактных крыс линии SHR и крыс линии SHR, перенесших 30-минутную фо-
кальную ишемию.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты были выполнены на спонтанно гипертензивных крысах-самцах
линии SHR в возрасте 10–12 нед. (АД 165–185 мм рт. ст., n = 10). Содержание жи-
вотных и экспериментальные манипуляции осуществляли с учетом “Правил про-
ведения работ с использованием экспериментальных животных” (приказ № 755 от
12.08.1977 г. МЗ СССР) и Федерального Закона РФ “О защите животных от жесто-
кого обращения” от 01.01.1997 г., Хельсинкской декларации 1975 г. и ее пересмот-
ренного варианта 2000 г. План работы одобрен Локальным этическим комитетом
ФГБНУ “ИЭМ” (протокол № 3/19 от 25.04.2019 г.). Индукцию ишемии проводили
при помощи эндоваскулярной окклюзии левой средней мозговой артерии под общей
анестезией (тиопентал натрия, 60 мг/кг) [16]. Продолжительность нарушения крово-
обращения в бассейне левой средней мозговой артерии в каждом случае составляла
30 мин, а время реперфузии – 48 ч. Контролем служил головной мозг интактных жи-
вотных линии SHR (артериальное давление 165–185 мм рт. ст., n = 3), в качестве до-
полнительного контроля, позволяющего оценить возможный вклад гипертензии в
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полученные на крысах SHR результаты, использовали головной мозг крыс линии
WKY (артериальное давление 105–115 мм рт. ст., n = 3). Всего в анализе участвовало
16 животных. Животные были получены из биоколлекции Института физиологии
им. И.П. Павлова РАН. Животных выводили из эксперимента с помощью передози-
ровки тиопентала натрия. Головной мозг извлекали с сохранением мягкой мозговой
и паутинной оболочек, фиксировали в цинк-этанол-формальдегиде [17], обезвожи-
вали и заливали в парафин обычным способом. Морфологическому исследованию
подвергали фронтальные срезы конечного мозга (–0.66 мм ± 0.06 мм по отношению
к брегме согласно анатомического атласу [18]). В качестве обзорной нейрогистологи-
ческой окраски была использована окраска крезиловым фиолетовым по Нисслю.

В качестве цитоспецифического маркера клеток Колмера был выбран белок Iba-1,
который является общим маркером для клеток микроглии и всех мононуклеарных
фагоцитов [19]. Для иммуногистохимического выявления Iba-1 использовали первич-
ные кроличьи поликлональные антитела к Iba-1 в разведении 1 : 600 (Biocare Medical,
США). В качестве вторичных реагентов для выявления иммуноглобулинов кролика
использовали реагент HRP Conjugate из набора reveal Polyvalent HRP DAB Detection
System (Spring Bioscience, США). Пероксидазную метку выявляли с использованием
диаминобензидинового хромогена (DAB+; Dako, Дания). После постановки иммуно-
гистохимических реакций часть срезов докрашивали гематоксилином.

При проведении иммунофлуоресцентных реакций для выявления Iba-1 с одновре-
менной подкраской ядер использовали первичные козьи поликлональные антитела к
Iba-1 в разведении 1 : 600 (Abcam, Великобритания). В качестве вторичного реагента
для выявления иммуноглобулинов козы использовали кроличьи поликлональные
антитела, коньюгированные с флуорохромом Cy3 (Sigma, США), которые, в свою
очередь, выявляли с помощью реагента HRP Conjugate из набора reveal Polyvalent
HRP DAB Detection System (Spring Bioscience, США) и стрептавидина, конъюгиро-
ванного с флуорохромом Cy3, в который был добавлен ядерный флуоресцентный
краситель SYTOX Green (0.5 мкмоль) из набора Select FX (Invitrogen, США).

Анализ препаратов проводили с помощью лазерного конфокального микроско-
па LSM 800 (Zeiss, Германия), оснащенного системой Airyscan.

Морфометрические измерения проводились в программе ImageJ [20], статистиче-
ская обработка данных была проведена с использованием языка программирования R
в среде для разработки RStudio (США). Нормальность распределения признаков оце-
нивали с помощью формального критерия Шапиро–Уилка. Для оценки равенства
дисперсий признака использовали F-критерий Фишера. Оценку значимости разли-
чий между группами проводили с использованием двухвыборочного t-теста Стьюден-
та, внутригрупповые сравнения зависимых признаков оценивали с помощью парного
t-теста Стьюдента. При несоблюдении условия нормальности распределения призна-
ка использовали непараметрические критерии Манна–Уитни и Вилкоксона соответ-
ственно. Данные представлены в виде X ± σ (среднее значение ± стандартное откло-
нение), различия расценивались как статистически значимые при p < 0.05. Для оценки
влияния степени ишемического повреждения на степень расширения желудочка был
проведен дисперсионный анализ ANOVA и пост-хок тест Тьюки.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ препаратов, окрашенных крезиловым фиолетовым по Нисслю, показал,
что у контрольных животных линий WKY и SHR в ткани мозга отсутствовали при-
знаки дистрофических и нейродегенеративных процессов. Желудочки мозга крыс
гипертензивной линии SHR не имели достоверных морфологических признаков
гидроцефалии. Площади желудочков мозга крыс линии SHR не имели достовер-
ных отличий от площади соответствующих желудочков мозга крыс линии WKY
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(p > 0.05). Площади желудочков правого и левого полушарий у контрольных жи-
вотных линий SHR и WKY также не имели достоверных отличий между собой (p > 0.05).
Кровеносные сосуды ChPl не были расширены ни в одной из контрольных групп.

У экспериментальных животных линии SHR через 48 ч после односторонней ише-
мии очаги повреждения локализовались в стриатуме и/или базолатеральной области
левого полушария, не затрагивая эпендиму и субэпендимную область. В зависимости
от локализации очага ишемии и степени деструкции ткани различали три варианта
повреждения: незначительное локальное повреждение нейронов, которое затрагива-
ло только стриатум (n = 4); умеренное локальное повреждение нейронов, которое за-
трагивало стриатум и близлежащие структуры без очаговой деструкции нервной ткани
(n = 4); ишемический инфаркт части левого полушария, сопровождающийся очаговой
некротической деструкцией ткани и развитием воспалительной реакции (n = 2). Кро-
веносные сосуды в ткани мозга и ChPl ишемизированного полушария во всех случа-
ях были расширены. Измерение площади желудочков на срезах мозга показало, что
площади правых (контрлатеральных) желудочков экспериментальных животных ли-
нии SHR и контрольных животных имеют достоверные отличия (p < 0.05). Однако
сравнение площадей левых (ипсилатеральных) желудочков экспериментальных жи-
вотных линии SHR с левыми желудочками контрольных животных таких отличий не
выявило (p > 0.05). Площади желудочков правого и левого полушария у эксперимен-
тальных животных линии SHR имели достоверные отличия между собой (p < 0.05).
При оценке влияния степени повреждения на площадь желудочков было показано,
что площадь контрлатерального желудочка значимо изменяется при наиболее выра-
женном повреждении (F = 0.51, p = 0.005).

Клетки Колмера при окраске крезиловым фиолетовым отчетливо не выявля-
лись. В противоположность окраске крезиловым фиолетовым при постановке им-
муногистохимической реакции на белок Iba-1, клетки Колмера идентифицирова-
лись отчетливо. Они выглядели как яркоокрашенные Iba-1-иммунопозитивные
(Iba-1-ИП) клетки на поверхности неокрашенного эпителия ворсинок ChPl (рис. 1).
Кроме клеток Колмера Iba-1-ИП реакция регистрировалась в клетках, не связан-
ных с ChPl, а находящихся в составе цереброспинальной жидкости. Часть этих Iba-
1-ИП клеток располагалась в непосредственной связи с эпендимой (супраэпен-
димные клетки). У контрольных крыс линии WKY клетки Колмера имели упло-
щенную форму, и на фронтальных срезах обнаруживались преимущественно
участки цитоплазмы и крупные отростки – цитоподии. Ядра клеток редко попада-
ли в плоскость среза (рис. 1A). У контрольной группы крыс линии SHR часть кле-
ток Колмера имела округлую форму (рис. 1B). Также встречались Iba-1-ИП клетки
в цереброспинальной жидкости. Достоверных различий в количестве этих клеток
между двумя контрольными группами линий SHR и WKY выявлено не было. По-
мимо клеток Колмера у контрольных животных линий WKY и SHR Iba-1-ИП
структурами в ткани мозга были клетки типичной разветвленной микроглии, суб-
эпендимные микроглиоциты и отдельные периваскулярные клетки (периваску-
лярные макрофаги).

После ишемии подавляющее большинство клеток Колмера приобретало округ-
лую форму (рис. 1C). Их количество увеличивалось как в ChPl поврежденного, так
и контрлатерального полушария. Количество Iba-1-ИП клеток в цереброспиналь-
ной жидкости желудочков ишемизированного и контрлатерального полушарий то-
же увеличивалось (p < 0.05). Часть этих клеток располагалась вблизи эпендимы.
Наряду с указанными изменениями регистрировали и изменения состояния мик-
роглиальных клеток. Iba-1-ИП клетки типичной разветвленной микроглии встре-
чались в контрлатеральном полушарии и областях, отдаленных от очага поврежде-
ния. В ишемизированном полушарии Iba-1-ИП микроглиоциты имели характер-
ные морфологические признаки активации: крупное тело клетки с короткими и
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Рис. 1. Клетки Колмера сосудистого сплетения боковых желудочков головного мозга.
А – контрольное животное нормотензивной линии Wistar–Kyoto; B – контрольное животное гипертен-
зивной линии SHR (Spontaneously Hypertensive Rats); C – крыса гипертензивной линии SHR через 48 ч
после 30-минутной окклюзии левой средней мозговой артерии. Иммуногистохимическая реакция на
белок Iba-1 (коричневый цвет). Ядра подкрашены гематоксилином (синий цвет).
Масштабный отрезок равен 40 мкм.
Fig. 1. Kolmer cells of the choroid plexus of the lateral ventricles of the brain.
A – control animal of normotensive Wistar–Kyoto line; B – control animal of hypertensive SHR (Spontaneously
Hypertensive Rats) line; C – rat of hypertensive SHR line 48 h after 30 min of the left middle cerebral artery oc-
clusion. Immunohistochemical reaction for Iba-1 protein, visualisation with DAB+ chromogen (brown), tint by
hematoxylin (blue).
Scale bar — 40 μm.

A B C
толстыми отростками, что соответствовало характерным чертам амебоидных мик-
роглиоцитов. Вблизи очага повреждения встречались преимущественно амебоид-
ные микроглиоциты. Субэпендимные микроглиоциты в ишемизированном полу-
шарии также имели морфологические признаки активации.

Использование методов конфокальной лазерной микроскопии показало, что
мелкогранулярный продукт реакции (белок Iba-1) присутствует в цитоплазме и яд-
ре клетки Колмера (рис. 2). В клетках Колмера контрольных животных линии
WKY белок Iba-1 концентрировался преимущественно в кортикальном слое цито-
плазмы (рис. 2А). У контрольных крыс линии SHR в клетках округлой и овальной
формы не наблюдалось градиента концентрации белка Iba-1 в цитоплазме, увели-
чивался объем перинуклеарной цитоплазмы, хорошо визуализировались неболь-
шие неветвящиеся тонкие отростки, напоминающие филоподии (рис. 2В). У крыс
экспериментальной группы линии SHR Iba-1-ИП клетки были округлой или
овальной формы с большим объемом перинуклеарной цитоплазмы, без отростков
или с небольшими цитоплазматическими выростами. При этом белок Iba-1 рас-
пределялся в цитоплазме более равномерно, чем в контроле (рис. 2С). Форма ядер
клеток Колмера характеризовалась полиморфностью от простых округлых до бо-
бовидных и многолопастных форм (рис. 2). Также было отмечено присутствие бел-
ка Iba-1 в ядре клетки. При этом накопление белка в ядре не совпадало с внутри-
ядерными скоплениями гетерохроматина.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные данные свидетельствуют о том, что Iba-1-ИП клетки на поверхно-
сти эпителия ворсинок ChPl действительно являются клетками Колмера, которые
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Рис. 2. Клетки Колмера на поверхности эпителия сосудистого сплетения боковых желудочков головно-
го мозга. А – контрольное животное нормотензивной линии Wistar–Kyoto; B – контрольное животное
гипертензивной линии SHR (Spontaneously Hypertensive Rats); C – крыса гипертензивной линии SHR
через 48 ч после 30-минутной окклюзии левой средней мозговой артерии. N ChPl – ядра эпителиоцитов
сосудистого сплетения. Стрелками указаны отростки клеток.
Иммуногистохимическая реакция на белок Iba-1 (визуализация с помощью флуорохрома Cy3, красный
цвет). Ядра подкрашены SYTOX Green, зеленый цвет).
Конфокальная лазерная микроскопия. Конфокальный лазерный микроскоп LSM 800 (Zeiss, Герма-
ния), Объектив Plan-Apochromat 63×/1.40 oil DIC M27. Одиночный оптический срез толщиной 0.2 мкм.
Масштабный отрезок равен 5 мкм.
Fig. 2. Kolmer cells on the surface of the choroid plexus epithelium of the lateral ventricles of the brain. A – con-
trol animal of the normotensive line Wistar–Kyoto; B – control animal of the hypertensive SHR line; C – rat of
hypertensive SHR line 48 h after 30 min of the left middle cerebral artery occlusion. N ChPl – nuclei of choroid
plexus epithelial cells. The arrows point to the cell processes.
Immunohistochemical reaction for Iba-1 protein, visualisation with Cy3 f luorochrome (red). Nuclei are stained
with SYTOX Green (green).
Confocal laser microscopy. Confocal laser microscope LSM 800 (Zeiss, Germany), objective Plan-Apochromat
63×/1.40 oil DIC M27. Single optical section 0.2 μm thick.
Scale bar – 5 μm.
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согласно немногочисленным данным характеризуются как клетки округлой или
звездчатой формы с длинными отростками [4, 5]. Ишемическое воздействие вызы-
вает их активацию, которая сопровождается исчезновением отростков и приобре-
тением клетками округлой формы. Эти изменения, вероятно, необходимы для бо-
лее эффективного фагоцитоза, в реализации которого принято считать важным
участие белка Iba-1 [18, 21, 22]. У контрольных крыс линии SHR на поверхности
ChPl также встречаются отдельные активированные формы клеток Колмера, кото-
рые отсутствуют у контрольных животных линии WKY, что может быть связано с
меньшей устойчивостью гематоликворного барьера на фоне артериальной гипер-
тензии. В пользу этого предположения свидетельствуют данные о повышении про-
ницаемости гематоликворного барьера у крыс линии SHR [23]. При активации
часть клеток Колмера может открепляться от эпителия ChPl, с током цереброспи-
нальной жидкости разноситься по всему объему желудочка и попадать в другие
ликвороносные пространства. По-видимому, некоторые из этих клеток способны
прикрепляться к поверхности эпендимоцитов и участвовать вместе с ними в фор-
мировании ликвороэнцефалического барьера. Исходя из этого предположения,
все перечисленные клетки составляют единую популяцию. Однако это предполо-
жение может оказаться и ошибочным, поскольку существуют данные о миграции
амебоидных микроглиоцитов из ткани мозга в полость желудочка и далее до сосу-
дистого сплетения [24], то есть часть внутрижелудочковых клеток может иметь
родство с микроглиоцитами.
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Активацию клеток Колмера некоторые авторы связывают с развитием нейро-
воспалительной реакции, последствием которой является увеличение объема же-
лудочков мозга [25]. В нашем исследовании у ишемизированных животных линии
SHR было зарегистрировано увеличение площади желудочков, но во всех случаях
это желудочки контрлатерального, а не ипсилатерального (в котором происходило
нарушение кровотока) полушария. Отсутствие увеличения ипсилатерального же-
лудочка, скорее всего, связано с сохраняющимся выраженным отеком ипсилате-
рального полушария и, как следствие, сдавлением желудочка.

С использованием конфокальной лазерной микроскопии нам удалось показать
более равномерное распределение белка Iba-1 в цитоплазме клеток, имеющих при-
знаки активации, у гипертензивных животных линии SHR. Это может быть связа-
но с увеличением его концентрации за счет продолжающегося синтеза [26, 27].
Благодаря цитоплазматической локализации белка Iba-1 хорошо визуализируются
отростки клеток, которые исчезают у клеток Колмера при постишемической акти-
вации, но сохраняются у контрольных крыс как линии WKY, так и линии SHR. Ра-
нее в исследованиях экспрессии микроглиального маркера Iba-1 у нормотензив-
ных крыс реакции клеток Колмера не изучались [26–27 и др.].

Интересным является факт присутствия Iba-1 в ядрах всех клеток Колмера неза-
висимо от их функционального состояния. Ранее нами было показано наличие
крупных скоплений Iba-1 в ядрах микроглиоцитов у человека [28, 29]. У крыс ли-
нии Вистар в микроглиоцитах стриатума были обнаружены мелкие внутриядерные
гранулы [30]. Как и в случае с микроглиоцитами, в рамках настоящего исследова-
ния не удается определить взаимосвязь между гранулами белка и скоплением гете-
рохроматина. Причины локализации цитоплазматического белка Iba-1, участвую-
щего в фагоцитозе, в ядре в настоящее время остаются невыясненными. Существу-
ют косвенные данные о влиянии белка Iba-1 на транскрипционную активность
клетки [31–33], что свидетельствует в пользу полифункциональности данного бел-
ка, который может выполнять в ядре роль транскрипционного фактора.

Таким образом, гипертензия и ишемическое повреждение вызывают активацию
клеток Колмера, которая сопровождается исчезновением отростков и увеличением
размеров тела клетки. Полученные факты указывают на непосредственную вовле-
ченность клеток Колмера в реакции головного мозга на ишемическое и гемодина-
мическое повреждение. В рамках выполненного исследования была впервые обна-
ружена внутриядерная аккумуляция связанного с фагоцитозом цитоплазматиче-
ского белка Iba-1 в клетках Колмера, которая наблюдается вне зависимости от их
функционального состояния (активации).
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Alterations in Kolmer Cells in SHR Line Rats after Brain Ischemia
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Kolmer cells (epiplexus macrophages) are the least studied population of phagocytic
cells in the mammalian brain. In the present work, we studied the response of these cells
to high blood pressure and ischemic brain injury caused by a short middle cerebral artery
occlusion. We used spontaneously hypertensive SHR and normotensive WKY rats. Kol-
mer cells of normotensive WKY animals had a small volume of perinuclear cytoplasm
with a cortical concentration of Iba-1 protein. These cells had characteristic thin, some-
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times tortuous processes. Moderate activation due to high blood pressure in SHR rats
was accompanied by an increase in the perinuclear cytoplasm volume and the appear-
ance of numerous straight thin processes. Further activation caused by ischemia led to
the disappearance of processes and the cells became round. The structural rearrange-
ments were accompanied by the disappearance of the Iba-1 protein concentration gradi-
ent in the cytoplasm. Also, the intranuclear accumulation of the cytoplasmic Iba-1 pro-
tein in Kolmer cells was first discovered, independent of their activation. That indicates
the polyfunctionality of this protein in the cell. The obtained results point to the involve-
ment of Kolmer cells in the brain’s response to injury.

Keywords: Kolmer cells, SHR rats, ischemia, brain
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