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Экспериментальная неврология

Болезнь Паркинсона (БП) – возрастзависимое нейро-

дегенеративное заболевание, которое характеризуется 

изби рательной гибелью дофаминергических нейронов 

компактной части черной субстанции с накоплением в них 

аномальной формы синаптического белка α-синуклеина, а 

также патологией нигростриатного дофаминергического 

пути [1–3]. Результатом снижения уровня дофамина в поло-

сатом теле при БП является ряд двигательных расстройств, 

таких как брадикинезия, мышечная ригидность и др. Ши-

рокая распространенность БП, инвалидизация больных, 

большие финансовые затраты на лечение и реабилитацию 

делают это заболевание социально значимым [4, 5].

Известно, что в дебюте БП процесс поражения дофа-

минергических структур протекает на протяжении дли-

тельного времени без явных клинических проявлений, 

что, вероятно, объясняется включением разнообразных 

компенсаторных механизмов [6]. Симптомы заболевания 

возникают только на достаточно “продвинутой” стадии 

нейропатологии, когда в дегенерацию вовлекается более 

50% дофаминергических нейронов в черной субстанции, 

а уровень дофамина в стриатуме снижается более чем 

на 70%. Очевидно, что это накладывает серьезные огра-

ничения на возможности оказания действенной помощи 

пациентам. Вот почему в настоящее время усилия иссле-

дователей направлены на разработку доклинической диа-

гностики и превентивного лечения БП. Важнейшим шагом 

в этой области является разработка моделей доклиниче-

ской и ранней клинической стадий БП на животных, что не 

только позволит получить новые фундаментальные знания 

о патогенезе болезни, но и будет способствовать поиску 

новых терапевтических стратегий. Для изучения экспери-

ментальных аспектов БП используются хорошо отрабо-

танные токсические модели на лабораторных животных, 

преимущественно на грызунах. Одной из наиболее часто 

используемых является модель, в которой БП индуци-

руется 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридином 

(МФТП). Этот токсин вводится системно, легко проника-

ет через гематоэнцефалический барьер, что приводит к 

симметричному поражению дофаминергических структур 

и достаточно точно отражает характер патологических 

изменений в центральной нервной системе, которые на-

блюдаются у больных БП. Важно отметить, что степень та-

кого поражения зависит от доз и режима введения МФТП. 

Варьируя концентрацию вещества и кратность введения в 

зависимости от поставленной цели, можно вызвать либо 

лишь истощение клеточного дофамина, либо гибель до-

Лаборатория экспериментальной патологии нервной 
системы отдела исследований мозга ФГБНУ “Научный 
центр неврологии”, Москва.

Алла Вадимовна Ставровская – канд. биол. наук, зав. 
лабораторией.

Дмитрий Николаевич Воронков – канд. биол. наук, 
ст. науч. сотр.

Анастасия Сергеевна Гущина – науч. сотр.

Артем Сергеевич Ольшанский – канд. биол. наук, 
ст. науч. сотр.

Нина Гавриловна Ямщикова – канд. биол. наук, 
вед. науч. сотр. 

Контактная информация: Ставровская Алла Вадимовна, 
alla_stav@mail.ru

DOI: 10.24411/2071-5315-2018-12057

Особенности моделирования ранней 
клинической стадии болезни Паркинсона
А.В. Ставровская, Д.Н. Воронков, А.С. Гущина, 
А.С. Ольшанский, Н.Г. Ямщикова

Болезнь Паркинсона (БП) является нейродегенеративным заболеванием с относительно избирательной дегенераци-
ей дофаминергических нейронов компактной части черной субстанции. В настоящее время усилия исследователей 
направлены на разработку доклинической диагностики и подходов к превентивной терапии БП. Важнейшим шагом в 
этом направлении является разработка моделей доклинической и ранней клинической стадий БП на животных. Це-
лью настоящей работы явилось моделирование ранней стадии БП на мышах при помощи малых доз нейротоксина 
1-метил-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридина (MФTП). Для получения модели мышам (n = 10) двукратно подкожно 
с интервалом 2 ч вводили нейротоксин в физиологическом растворе в дозе 20 мг/кг/сут. Тестирование поведения 
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фаминергических нейронов (как это происходит на разных 

стадиях БП) [7]. 

В настоящей работе осуществлялось моделирование 

БП на мышах при помощи малых доз нейротоксина МФТП, 

а также проводился комплексный анализ полученных нару-

шений для определения стадии патологического процесса.

Материал и методы
Работа выполнена на самцах мышей линии C57BL/6 

возрастом 6–8 нед, массой 20–22 г, полученных из питом-

ника ФГБУН “Научный центр биомедицинских технологий” 

ФМБА России, филиал “Андреевка” (n = 20). Животные со-

держались в виварии института при свободном доступе к 

пище и воде и чередовании суточной освещенности 12 ч 

света/12 ч темноты. Содержание животных и проведение 

экспериментов осуществляли в соответствии с междуна-

родными правилами Guide for the Care and Use of Laboratory 

Animals (Руководство по содержанию и использованию ла-

бораторных животных). 

Для получения модели ранней стадии БП мышам 

(n = 10) подкожно вводили нейротоксин МФТП в физиоло-

гическом растворе в дозе 20 мг/кг/сут. Две инъекции объе-

мом 0,2 мл осуществляли с 2-часовым интервалом. Кон-

трольной группе мышей (n = 10) вводили физиологический 

раствор (NaCl).

Тестирование поведения проводили исходно (день 0), 

а также в 1-й, 3-й и 8-й дни после введения МФТП. Для 

оценки степени тяжести полученных поведенческих и нев-

рологических нарушений выполняли следующие тесты: 

“открытое поле” (ОП), “сужающаяся дорожка” (СД), “верти-

кальный стержень” и “сила тяги” (тяговый тест).

Установка для проведения теста ОП представляла со-

бой квадратный короб размером 40  × 40 см и высотой 

20 см. Мышь помещали в центр и в течение 3 мин осу-

ществляли регистрацию двигательной активности при по-

мощи системы видеонаблюдения за животными ANY-maze 

(США). Тест ОП проводили через 90 мин после введения 

нейротоксина.

В тесте “вертикальный стержень” [8] для оценки оли-

гокинезии мышь помещали носом вверх на вершину дере-

вянного стержня (50 см высотой, 1 см в диаметре), где рас-

полагался пробковый шарик диаметром 1,5 см, и замеряли 

время, необходимое животному для ориентирования – по-

ворота головой вниз (Т1) и спуска вниз по стержню (Т2), в 

течение трех посадок с интервалом 5 мин. Максимальное 

время теста составляло 250 с.

Установка СД представляла собой две планки, нало-

женные друг на друга, длиной 100 см. Ширина верхней 

планки от 2,0 до 0,5 см, высота 1 см, ширина нижней планки 

от 4,0 до 2,5 см. На узком конце дорожки расположен короб 

(укрытие), имеющий съемную крышку и отверстие в перед-

ней панели, через которое животное может проникнуть 

внутрь. Вся конструкция приподнята над полом на высоту 

70 см. Животное должно пройти по верхней планке от на-

чала дорожки до укрытия. Подсчитывали число оступаний 

передними и задними конечностями при проходе по всей 

длине верхней планки и их процент от общего количества 

шагов.

При проведении тягового теста мышей подвешивали 

за передние лапы на горизонтальную жесткую проволоку. 

Если мышь мог ла ухватиться за проволоку двумя задними 

лапами, результат оценивали в 3 балла, если могла ухва-

титься за проволоку одной задней лапой – в 2 балла и если 

не доставала до проволоки задними лапами – в 1 балл.

Полученные в поведенческих экспериментах данные 

обрабатывали в программе Statistica 12.0 с использова-

нием однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) 

с последующими меж- и внутригрупповыми апостериор-

ными сравнениями по критериям Тьюки и Фишера для не-

равных групп. Результаты представляли в виде среднего и 

стандартной ошибки (M ± SE) с указанием достоверности 

различий между сравниваемыми группами по изучаемым 

показателям. Статистически значимыми считали различия 

при p < 0,05.

Для морфологического исследования были взяты об-

разцы мозга мышей из обеих групп – контрольной (n = 5) и с 

моделью БП (n = 5); в группе МФТП 1 животное было исклю-

чено из исследования в связи с выраженной гидроцефали-

ей. Мозг извлекали и фиксировали 4% раствором форма-

лина. Образцы пропитывали средой O.C.T. (TissueTek) и 

готовили серийные сагиттальные срезы толщиной 10 мкм 

на криостате Sakura. Для выявления тирозингидроксилазы 

(ТирГд) использовали поликлональные кроличьи антитела 

(Sigma, 1 : 500) и вторичные антитела козы к иммуногло-

булинам кролика, меченные флуорохромом CF488 (Sigma, 

1 : 150). Из каждого образ ца мозга на уровне хвостато-

го ядра и черной субстанции исследовали 5–10 срезов. 

Срезы изучали под флуоресцентным микроскопом Nikon 

Eclipse. При помощи программы ImageJ оценивали сред-

нюю интенсивность флуоресценции (с коррекцией на фо-

новое окрашивание) ткани в стриатуме: исследуемые об-

ласти выделяли вручную, не менее 5 полей зрения на срез, 

при увеличении объектива ×40. 

Результаты
При тестировании двигательной активности мышей с 

моделью паркинсонизма и контрольных мышей было отме-

чено, что введение МФТП привело к уменьшению величины 

пройденного пути в ОП (рис. 1).

В настоящей работе было проведено 2 теста “верти-

кальный стержень”. Первый тест проводили на 3-и сутки 

после введения МФТП, второй – на 8-е сутки. В первом 

тесте были обнаружены значительные различия по вели-

чине Т1 между группами. Мыши с моделью БП практически 

не делали попыток переориентироваться вниз головой для 

спуска по стержню. Они максимально долго удерживались 

на его вершине, а затем спускались хвостом вперед. Боль-

шинство мышей этой группы просто падали к подножию 
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стержня, чем и объясняется очень маленькая величина Т2 

(рис. 2а). 

При повторном тестировании, через 8 сут после введе-

ния МФТП, были выявлены статистически значимые разли-

чия между группами по величине Т2. У мышей с моделью 

БП этот показатель был значительно выше, чем у контроль-

ных животных (рис. 2б).

При исследовании силы тяги было выявлено, что у мы-

шей с моделью БП значительно ослабла сила хвата при 

подвешивании за горизонтально расположенную прово-

локу (рис. 3). 

В тесте СД количество оступаний передними и задними 

конечностями с левой стороны у мышей основной группы 

статистически значимо отличалось от этих показателей у 

мышей контрольной группы, тогда как для правых конеч-

ностей таких различий между группами не выявлено. По-

добные результаты были получены нами и ранее в несколь-

ких исследованиях не только для мышей, но и для крыс 

[9]. Кроме того, количество оступаний левыми передними 

и зад ними конечностями было значительно меньше, чем 

правыми конечностями. На основании этого можно пред-

положить, что для контрольных животных, не получавших 

токсического воздействия, характерна асимметрия дви-

жения конечностей, причем наиболее отчетливо это выра-

жается в движении передних лап (рис. 4). Интересно, что 

введение МФТП привело к увеличению числа оступаний 

передними и задними лапами слева, при этом нивелирова-

лись различия в их числе с левой и правой стороны (рис. 4). 

На рис. 5 показаны различия в общем числе оступаний у 

животных слева и справа.

При проведении морфологической части исследования 

было установлено, что введение МФТП приводит к значи-

мому снижению плотности дофаминергических волокон в 

хвостатом ядре (рис. 6), при этом визуально определялось 

Рис. 2. Различия по величине времени ориентирования 
(Т1) и времени спуска по стержню (Т2) в тесте “вертикаль-
ный стержень” между контрольной группой (NaCl) и груп-
пой с моделью БП (МФТП): а – через 3 сут после введения 
МФТП; б – через 8 сут после введения МФТП.

Рис. 1. Различия по величине пройденного пути в ОП меж-
ду контрольной группой (NaCl) и группой с моделью БП 
(МФТП). Здесь и на рис. 2–5: * – статистически значимые 
различия между группами (р ≤ 0,05).

Рис. 3. Различия по силе хвата между контрольной группой 
(NaCl) и группой с моделью БП (МФТП).
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снижение количества дофаминовых нейронов в черной 

субстанции (рис. 7). 

Обсуждение
В настоящей работе, направленной на отработку 

МФТП-индуцированной модели ранней стадии БП, введе-

ние нейротоксина вызывало у мышей брадикинезию и оли-

гокинезию. В результате морфологического исследования 

было выявлено снижение плотности дофаминергических 

волокон в хвостатом ядре и уменьшение количества дофа-

миновых нейронов в черной субстанции, что хорошо согла-

суется с данными литературы [8, 10–12]. 

МФТП является липофильным соединением, хорошо 

проникающим через гематоэнцефалический барьер. По-

пав в мозг, МФТП окисляется в реакции, катализируемой 

моноаминоксидазой B, которая генерирует его активную 

форму – 1-метил-4-фенилпиридиний (MФП+). Эта реакция 

происходит главным образом в астроцитах и серотонинер-

гических нейронах, имеющих важное значение в развитии 

нейродегенеративных эффектов МФТП [13, 14]. В свою 

очередь, MФП+ селективно поглощается дофаминерги-

ческими нейронами через транспортер дофамина, где он 

редуцирует образование аденозинтрифосфата и увеличи-

вает окислительный стресс, ингибируя митохондриальный 

комплекс I; в результате этих процессов происходит гибель 

дофаминергических нейронов [7]. 

На сегодняшний день МФТП – наиболее часто исполь-

зуемый у животных паркинсонический токсин [15–18]. Он 

имеет конкурентное преимущество перед всеми другими 

токсическими моделями БП, поскольку напрямую вызывает 

повреждения дофаминергических структур и, кроме того, 

Рис. 4. Различия в числе оступаний передними и задними 
конечностями у контрольных мышей и мышей, получавших 
МФТП. ЛПК – левая передняя конечность, ЛЗК – левая зад-
няя конечность, ППК – правая передняя конечность, ПЗК – 
правая задняя конечность. ** – статистически значимые 
различия между количеством оступаний ЛПК и ППК, ЛЗК и 
ПЗК у мышей одной группы (р ≤ 0,05).

Рис. 5. Различия в движении левых и правых конечностей 
(ЛК, ПК) у контрольных мышей и мышей, получавших МФТП.

Рис. 7. Черная субстанция (1) и медиальный переднемоз-
говой пучок (2) мозга контрольного животного (а) и живот-
ного, получавшего МФТП (б). б – снижение интенсивности 
окрашивания и количества нейронов, иммунофлуоресцент-
ное выявление ТирГД. ×40.

Рис. 6. Изменения в стриа-
туме мышей под действием 
МФТП (плотность ТирГд-по  -
ло жительных волокон). 
а – контрольная группа; 
б – группа с моделью БП 
(видно снижение плотности 
ТирГд-по ло  жи тельных во-
локон). ×40; в – изменение 
интенсивности окрашива-
ния на ТирГД. * p < 0,05 по 
критерию Манна–Уитни.

(в)

(а) (б)

(а)
1

2

(б)
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при интоксикации индуцирует у людей симптомы, практи-

чески идентичные “идиопатической” БП [19]. Хотя наибо-

лее чувствительными к токсическому действию МФТП яв-

ляются приматы, мыши линии C57BL/6 – это в настоящее 

время самый частый объект для МФТП-индуцированной 

патологии как по техническим, так и по экономическим 

причинам [20].

При введении МФТП клиническая симптоматика разви-

вается в течение нескольких часов и сохраняется 28 дней 

[21]. В работе N. Schmidt, B. Ferger выделены по меньшей 

мере 4 различные МФТП-индуцированные модели у мы-

шей – досимптомной стадии БП, начальной, субхрониче-

ской и прогрессирующей хронической [22–25]. Модель до-

симптомной стадии БП особенно хорошо подходит для ис-

следований компенсационных механизмов и предполагает 

однократное введение МФТП в дозе 10–20 мг/кг. Модель 

ранней стадии предполагает острое введение средней 

дозы МФТП, например по 20 мг/кг 4 раза через 2-часовые 

интервалы. Этот режим введения вызывает быструю до-

фаминергическую дегенерацию с преимущественно нек-

ротической гибелью клеток [23]. Доза МФТП до 16 мг/кг 

(досимптомный экспериментальный паркинсонизм) при-

водит к дегенерации аксонов дофаминергических нейро-

нов в стриатуме, но не тел нейронов в черной субстанции, а 

несколько более высокая доза МФТП – 20 мг/кг уже вызы-

вает развитие симптомной стадии на фоне дегенерации не 

только аксонов в стриатуме, но и тел дофаминергических 

нейронов в черной субстанции [26].

При сравнении этих моделей очевидно, что разные 

режимы введения МФТП позволяют воспроизвести раз-

личные стадии БП и могут вызывать различные механизмы 

нейрональной гибели. 

В нашей работе мышам вводили МФТП в дозе 20 мг/кг 

в два приема с 2-часовым интервалом. Изменение двига-

тельной активности в тесте ОП было отмечено через 90 мин 

после второго введения. У мышей с моделью БП пройден-

ный путь оказался значительно короче, чем у контрольных 

мышей. При тестировании на 3-и и 8-е сутки после введе-

ния МФТП были выявлены различия в тесте на олигокине-

зию и мышечную силу, т.е. введение МФТП негативно по-

влияло на движение передних конечностей в обоих тестах.

Похожий режим введения был использован в работе 

В.Г. Хаиндравы и соавт., в которой МФТП вводили мышам 

в дозе 12 мг/кг дважды с 2-часовым интервалом (всего 

24 мг/кг/сут) [27]. Наблюдалась дегенерация только до-

фаминергических аксонов в стриатуме, но не было никаких 

моторных симптомов через 2 нед после введения токсина, 

когда проводились поведенческие тесты. По-видимому, 

разница в результатах этой работы с данными нашего ис-

следования обусловлена разными сроками проведения 

тес тов, поскольку у мышей поведенческие симптомы после 

первоначального кратковременного токсического эффекта 

МФТП носят обычно временный характер [11].

Таким образом, в результате подкожного дробного вве-

дения мышам МФТП в дозе 20 мг/кг нами была получена 

модель ранней клинической стадии БП. Указанная модель 

может использоваться для изучения клеточных и молеку-

лярных механизмов пластичности мозга, способствующей 

компенсации функциональной недостаточности нигро-

стриатной системы, а также для поиска потенциальных 

лекарственных веществ, стимулирующих компенсаторные 

процессы либо замедляющих гибель нейронов.
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Modeling of an Early Clinical Stage of Parkinson’s Disease
A.V. Stavrovskaya, D.N. Voronkov, A.S. Gushchina, A.S. Olshansky, and N.G. Yamshchikova

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disorder with a relatively selective degeneration of dopaminergic neurons in the substantia 
nigra pars compacta. Currently, the efforts of researchers are focused on the development of preclinical diagnosis and approaches to preventive 
treatment of PD. The most important step in this direction is the development of animal models of preclinical and early clinical stages of PD. 
The aim of this work was the modeling of early-stage PD in mice using low doses of neurotoxin 1-methyl-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine 
(MPTP). An experimental model of PD was created by two daily subcutaneous injections (2 × 10 mg/kg) of the neurotoxin with a 2-hour interval 
between the injections. Behavior testing was performed at days 0, 1, 3 and 8 after administration of MPTP. The morphological study was per-
formed at day 21 after the MPTP administration. It was shown that MPTP injections led to statistically significant behavioral changes in open field 
test, pole test, traction test and narrow beam test. A morphological study revealed a decreasing density of dopaminergic fibers in the nucleus 
caudatus and of the number of dopamine neurons in the substantia nigra. This model can be used to study cellular and molecular mechanisms 
of brain plasticity on the early stage of neurodegeneration, as well as to search for new preventive therapeutic strategies.

Key words: Parkinson’s disease, early stage, modeling, MPTP.
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