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УДК 616.858-008.6-021.6-092.4-092.9 Ж.А. Гладкова1, Н.Е. Алейникова2, 
Т.Е. Кузнецова1, А.В.Бойко2, 
В.В.Пономарев2, А.М. Устемчук2, 
Д.Б. Нижегородова2 

РОТЕНОНОВыЕ МОДЕЛИ СИНДРОМА ПАРКИНСОНИЗМА in vivo.
1ГНУ «Институт физиологии Национальной академии наук Беларуси», г. Минск, Беларусь 

2ГУО «Белорусская медицинская академия последипломного 
образования», г. Минск, Беларусь

Создание различных моделей паркинсонического синдрома (ПС) in vivo и in vitro не-
обходимо для разработки новых методов терапии болезни Паркинсона (БП). Целью ис-
следования явилось получение токсических экспериментальных моделей ПС у крыс с 
использованием различных путей и доз введения ротенона. Изучались модели ПС, осно-
ванные на подкожном, стереотаксическом и интраназальном введении ротенона. Для све-
тооптического исследования срезы окрашивали тионином и метиленовым синим по Нис-
слю и гематоксилин-эозином. В группе интраназального введения ротенона, в отличие от 
групп с подкожным и стереотаксическим введением, не было выявлено явных визуаль-
ных изменений неврологического статуса. Получены морфологические признаки разви-
тия ПС. Полученные нами модели ПС пригодны для изучения эффективности экспери-
ментальных методов терапии БП. 

Ключевые слова: болезнь Паркинсона, синдром паркинсонизма, моделирование, ротенон

Введение 

Болезнь Паркинсона (БП) – хрониче-
ское прогрессирующее нейродегенера-
тивное заболевание с участием механиз-
мов нейровоспаления. Патоморфологиче-
ская основа БП – частичная потеря преи-
мущественно дофаминергических нейро-
нов черной субстанции головного мозга 
и накопление внутриклеточных белковых 
включений в выживших нейронах – тель-
ца Леви (Lewybodies, LBs) и нейриты Леви 
(Lewyneurites, LNs). Паркинсонический 
синдром (ПС) – это близкий по клиниче-
ским проявлениям к БП симптомоком-
плекс, который является проявлением ряда 
неврологических заболеваний различной 
этиологии: собственно БП вторичного (со-
судистого, лекарственного, травматическо-
го, токсического и др.) паркинсонизма, а 
также различных форм мультисистемной 
дегенерации. Несмотря на различия в эти-
ологии, патоморфологическая основа всех 
форм ПС одинакова – нейродегенератив-

ный процесс, преобладающий в базальных 
ядрах [1].

Основная проблема исследования па-
тогенеза БП связана с невозможностью 
фиксировать процессы, протекающие в 
живых клетках человека, из-за невозмож-
ности широкого использования прижиз-
ненного забора биоматериала у пациентов. 
Решение этой проблемы осуществляется 
во всем мире путем создания моделей ПС 
in vivo (на лабораторных животных) и in 
vitro («в пробирке»). Наиболее приближен-
ными к процессам в нервной системе че-
ловека являются модели in vivo. Среди ме-
тодов моделирования ПС in vitro главным 
образом используются модели с приложе-
нием экзогенных (ротенон, паракват и др.) 
и эндогенных (6-гидроксидофамин и др.) 
нейротоксинов [2]. Используются культу-
ры нейронов, астроцитов и клеток микро-
глии, контактирующие друг с другом по-
средством нейрон-глиальных взаимодей-
ствий и поддерживающие гомеостаз голов-
ного мозга. К методам моделирования БП 
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in vivo относятся генетические (нокаутные 
и трансгенные модели), нейротоксические 
модели (системное и стереотаксические 
введения), а также воспалительные моде-
ли с активацией иммунитета (использо-
вание липополисахаридов) [3]. Классиче-
скими объектами для моделирования ПС 
in vivo являются грызуны – мыши и кры-
сы, кроме того, используется моделирова-
ние на рыбах, кроликах, морских свинках 
и приматах. Помимо экономической со-
ставляющей преимущественное использо-
вание грызунов основано на том, что имен-
но у них происходит максимально избира-
тельное повреждение нигростриатных пу-
тей с дегенерацией дофаминергических 
нейронов и снижением уровня дофамина в 
стриатуме [4]. Это формирует характерные 
для ПС двигательные расстройства: акине-
зия, ригидность, гипомимия, тремор покоя, 
феномен застывания [2]. 

К настоящему времени разработано 
несколько схем системного введения ней-
ротоксических препаратов – острая, подо-
страя и хроническая. Важным отличием 
острых и подострых моделей ПС является 
механизм гибели ДА-эргических нейронов. 
Предполагается, что при остром введении 
токсина гибель нейронов происходит путем 
некроза [4, 5], в то время как при подострой 
схеме введения нейротоксина гибель ней-
ронов происходит путем апоптоза [6]. Ис-
пользуя различные дозы и кратность введе-
ния, возможно моделировать скорость раз-
вития нейродегенеративного процесса. Так 
при локальном стереотаксическом введе-
нии нейротоксинов внутрь желудочковой 
системы или в ткань мозгаможно говорить 
о развитии острого ПС. В то же время дли-
тельное системное введение нейротокси-
нов позволяет приблизить модель к форми-
рованию хронического нейродегенератив-
ного процесса, что наиболее соответствует 
течению классической БП.

Для создания нейротоксических моде-
лей на лабораторных животных исполь-
зуют разные химические вещества, вы-
зывающие деградацию нигростриатной 
ДА-эргической системы [7] и воспроизво-

дящие различные морфологические, био-
химические и клинические признаки БП. 
Среди всех известных экспериментальных 
моделей ПС особое внимание заслужива-
ет модель с хроническим системным вве-
дением ротенона – пестицида и мощного 
ингибитора митохондриального комплек-
са. Несмотря на диффузный характер воз-
действия, ротенон вызывает селективную 
дегенерацию нигростриатного пути с об-
разованием в клетках черной субстанции 
a-синуклеинпозитивных включений, сход-
ных с тельцами Леви [8], воспроизводя та-
ким образом большинство клинических и 
патогенетических признаков БП. Подоб-
ные изменения обнаружены на моделях с 
хроническим системным введением роте-
нона у крыс, что позволяет в эксперименте 
изучать клеточно-молекулярные механиз-
мы развития данной патологии. Основны-
ми недостатками модели является ее тру-
доемкость, широкая вариабельность полу-
чаемых результатов, токсическое пораже-
ние органов, отсутствие «золотого стан-
дарта» методики ее проведения, а также 
высокая смертность лабораторных живот-
ных, которая согласно современным лите-
ратурным данным достигает 50-70% [3]. 

Не менее широко применяются модели 
со стереотаксическим введением ротено-
на непосредственно в область черной суб-
станции головного мозга [9, 10]. При таком 
пути введения наблюдается отсроченное и 
медленное развитие поражений, что свиде-
тельствует об избирательном и последова-
тельном этапе вовлечения нейронов в ней-
родегенеративные процессы. Данная мо-
дель имеет целый ряд технических слож-
ностей, связанных с введением нейроток-
сина в мозг и большого риска развития 
осложнений, однако при ее использовании 
есть возможность оценить динамику ком-
пенсаторных и нейропротективных резер-
вов организма. Также при стереотаксиче-
ском введении ротенона отсутствует ток-
сическое поражение внутренних органов, 
которое наблюдается при его подкожном 
введении. Учитывая, что в данной модели 
наблюдается низкая вариабельность кли-
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нических проявлений, наиболее объектив-
ным при оценке результатов является мор-
фологический контроль. Недостаточно из-
ученной остается модель, при которой ро-
тенон вводится интраназально [11]. Созда-
ние адекватной экспериментальной моде-
ли ПС является важным этапом разработки 
новых методов терапии неврологических 
заболеваний, включая использование кле-
точных технологий.

Цель. Получение токсических экспе-
риментальных моделей ПС у крыс с ис-
пользованием различных путей и доз вве-
дения ротенона. 

Материал и методы исследования 

Экспериментальные данные получе-
ны в опытах на белых крысах, которые со-
держались в стандартных условиях вива-
рия (температура воздуха 23±1°С, венти-
ляционный режим 30 мин/ч) при свобод-
ном доступе к воде и пище, на одинаковом 
рационе в соответствии с нормами содер-
жания лабораторных животных, с соблю-
дением светового и шумового режимов. 
Эксперимент начинали в одно и то же вре-
мя суток – утром, учитывая хронобиологи-
ческую зависимость большинства физио-
логических и биохимических процессов в 
организме крысы. Индивидуальная иден-
тификация – окраска различных участков 
шерстного покрова спиртовым раствором 
пикриновой кислоты.

Для оценки тяжести постепенно раз-
вивающегося ПС у крыс проводили общий 
осмотр для выявления следующих призна-
ков паркинсонизма: а) ригидность мышц 
по симптому «горбатости» спины; б) выяв-
ление постуральной нестабильности.

Оценка всех параметров производи-
лась по 3-балльной шкале. Тесты проводи-
ли до введения и на 3-е, 7-е, 14-е и 28-е сут-
ки после введения ротенона.

Все исследования с животными выпол-
нялись в соответствии с международными 
правилами и нормами обращения с лабора-
торными животными, не противоречащи-
ми Женевской конвенции 1985 г. о «Между-
народных принципах биомедицинских ис-

следований с использованием животных» 
и в соответствии с Техническим кодексом 
установившейся практики 125-2008 «Над-
лежащая лабораторная практика». Прове-
дение исследования было одобрено этиче-
ским комитетом ГУО БелМАПО (протокол 
№3 от 02.10.2017г.).

Модель паркинсонического синдро-
ма in vivo при интраназальном введении 
ротенона. Опыты проведены на крысах-
самцах линии Wistar массой тела 300-320 г 
(n=21). Раствор ротенона (Rotenone, Sigma-
Aldrich Cheme; lot № R8875-1G, концентра-
ция 0,5 мкг/мкл), полиэтиленгликоль 200 
(ПЭГ) и диметилсульфоксид (ДМСО) 50% 
(Dimethylsulfoxid, Roth; lot № A994.1) в со-
отношении 1:1:1, вводили интраназаль-
но (и/н) в объеме 20 мкл: по 10 мкл в каж-
дую носовую полость ежедневно в одно и 
то же время в течение 30 дней. В качестве 
контроля интраназально инстиллировали 
растворитель в дозе 20 мкл, состоящий из 
полиэтиленгликоля, диметилсульфоксида 
50% в соотношении 1:1 (ПЭГ:ДМСО). Рас-
твор ДМСО данной концентрации получа-
ли путем смешивания одной части ДМСО 
и одной части стерильной воды для инъек-
ций (ОАО «Боримед» годен до 01.19).

В течение всего эксперимента и через 
30 дней после его окончания не зафиксиро-
вано гибели животных.

Модель паркинсонического синдро-
ма in vivo при системном подкожном вве-
дении ротенона. Экспериментальные дан-
ные получены в опытах на белых беспород-
ных крысах массой тела 250-350 г (n=80). 
Ротенон предварительно растворяли в 99% 
ДМСО: 20% Lipovenos в соотношении 1:1 
и вводили 4 раза в неделю в межлопаточ-
ную область экспериментальных живот-
ных в минимальной рекомендуемой дозе 
(2,0 мг/кг массы тела животного).

Модель паркинсонического синдро-
ма in vivo со стереотаксическим интра-
церебральным введением ротенона в 
substantia nigra среднего мозга. Опыты 
проведены на наркотизированных крысах-
самцах линии Вистар (нембутал и уретан в 
пропорции 30 и 500 мг/кг внутрибрюшин-
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но) массой тела 300-320 г (n=7). Время на-
чала эксперимента после наркотизации 
крыс составило 45±5 мин. С дорсальной 
поверхности головы крысы рассекали мяг-
кие ткани свода черепа, удаляли надкост-
ницу, с помощью гемостатической губки 
проводили гемостаз. Голову фиксировали 
в стереотаксическом приборе СЭЖ-5 та-
ким образом, чтобы черепные ориентиры 
лямбда и брегма располагались в одной го-
ризонтальной плоскости. Расчет координат 
компактной области черной субстанции 
правого полушария (substantia nigra pars 
compacta – SNс) осуществляли по атласу 
головного мозга крыс линии Вистар. Ко-
ординаты исследуемой области: 5,2-5,3 мм 
каудальнее брегмы, 2,2-2,3 мм латераль-
нее средней линии и 7,2-8,0 мм вентраль-
нее поверхности черепа [12]. При помощи 
микродрели (Marathon, Sae yang microtech, 
Корея) в костях черепа в соответствии со 
стереотаксическими координатами выпол-
няли отверстие диаметром 1 мм. Вскры-
вали твердую мозговую оболочку. Через 
трепанационное отверстие в ткань моз-
га с помощью микроманипулятора вводи-
ли шприц Гамильтона (Sigma). Далее осу-
ществляли медленное интрацеребральное 
ввведение ротенона. Унилатеральное 1-то-
чечное стереотаксическое введение роте-
нона (50 мг/мл) производили в дозе 4 мкл в 
растворителе ДМСО:ПЭГ=1:1 с помощью 
шприца Гамильтона. Скорость инфузии со-
ставила 1 мкл/мин, затем шприц оставляли 
на месте еще на 2 минуты для диффузии 
ротенона. Далее рану ушивали при помо-
щи плетеного синтетического рассасываю-
щегося стерильного хирургического мате-
риала (полигликолид, Футберг). Монито-
ринг состояния животных проводился не-
прерывно в течение первых 7 часов после 
операции: оценивалась частота дыхания, 
двигательная активность, восполнялась 
потеря жидкости.

Морфологическая картина. Нефик-
сированный мозг после глубокого замора-
живания (для исключения артефактов) по-
мещали на криостатный блок. Фронталь-
ные срезы мозга толщиной 7 мкм готови-

ли на микротоме-криостате HM 525 (про-
изводитель «Microm», Германия). При под-
готовке микропрепаратов уровень сре-
зов определяли по стереотаксическому ат-
ласу мозга крысы. Для светооптическо-
го исследования срезы окрашивали тио-
нином и метиленовым синим по Нисслю 
и гематоксилин-эозином. Изучение микро-
препаратов и изготовление микрофотогра-
фий проводили с помощью микроскопа 
Altami LUM-1 с цифровой камерой и про-
граммным обеспечением при увеличении 
объектива 40×.

Результаты исследования

При моделировании паркинсониче-
ского синдрома in vivo при подкожном 
введении ротенона с 3-х суток от начала 
эксперимента развились симптомы, харак-
терные для экспериментального ПС: оли-
гокинезия, птоз верхнего века и сгорблен-
ная поза животного. Динамика выраженно-
сти симптомов (максимальное значение к 
3-4 и 28 суткам, с постепенным регрессом 
симптомов к 14 суткам) указывало на фа-
зовость процесса формирования хрониче-
ской модели паркинсонизма. В группе кон-
троля данные признаки отсутствовали. У 
крыс различия в результатах оценки двига-
тельной активности, проведенные на раз-
личные сутки эксперимента, носили стати-
стически значимый характер (p<0,05 для 
всех оценок), что можно объяснить  дей-
ствием ротенона на организм. В процессе 
эксперимента токсическое действие роте-
нона привело к гибели 40% животных.

Модель паркинсонического синдро-
ма in vivo со стереотаксическим интра-
церебральным введением ротенона в 
substantia nigra среднего мозга. Двое жи-
вотных погибли в первые два часа после 
операции. Третье животное погибло через 
18 часов после интрацеребрального введе-
ния ротенона. Четверо оставшихся живот-
ных находились в удовлетворительном со-
стоянии. У одного животного на четвертые 
сутки наблюдались признаки общей затор-
моженности и брадикинезии, сохраняю-
щиеся на протяжении двух недель после 
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постановки эксперимента. У другого жи-
вотного на третьи сутки был выражен ге-
мисиндром. Еще у одной крысы в первые 
пять суток выявлена ригидность мышц за-
дних конечностей и постуральная неста-
бильность, сохраняющиеся на протяжении 
двух недель после постановки эксперимен-
та. Через 14 суток после введения ротено-
на оставшиеся четыре крысы находились 
в удовлетворительном состоянии с мини-
мальными проявлениями паркинсониче-
ского синдрома.

Модель паркинсонического синдро-
ма in vivo при и/н введении ротенона. 
При ежедневном контроле активности жи-
вотных не было выявлено явных визуаль-
ных изменений неврологического статуса. 
После 30 суток ежедневных интраназаль-
ных аппликаций проведена декапитация 
у крыс контрольной (n=14) и эксперимен-

тальной групп (n=7) с забором биологиче-
ского материала (головной мозг) с последу-
ющим морфологическим исследованием. 

При гистологическом исследовании чер-
ной субстанции мозга крысы после подкож-
ного введения ротенона в дозе 2 мг/кг к 14-м 
суткам наблюдались выраженные деструк-
тивные изменения, сохранявшиеся спустя 7 
суток после введения препарата. Практиче-
ски все нейроны имели те или иные призна-
ки патологических изменений, выявлялись 
как гиперхромные сморщенные нейроны, 
так и клетки с тигролизом. В ряде нервных 
клеток обнаруживались вакуоли (рисунок 1 
Б, В). Также в клетках выявлялись тельца 
Леви. В области базальных ядер также вы-
являлось значительное число патологически 
измененных нейронов, сморщенных или с 
тигролизом. Также обнаруживались единич-
ные тельца Леви (рисунок 1 Б, Г).

      

      
Стрелка – вакуолизация цитоплазмы нейрона, ТЛ – тельца Леви. Окраска: по Нисслю (А, В), 

гематоксилин-эозином (Б, Г). Увеличение: ×400.
Рисунок 1 – Микрофото фронтальных срезов черной субстанции (А, Б) 

и стриатума (В, Г) после подкожного введения ротенона

А) Б)

В) Г)

ТЛ

ТЛ
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Таким образом, подкожное введение 
крысам Ротенона в дозе 2 мг/кг в течение 
14 суток приводило к развитию деструк-
тивных изменений в нигростиатной систе-
ме с образованием телец Леви, что соот-
ветствовало патоморфологической карти-
не болезни Паркинсона.

Интраназальное введение ротено-
на также приводило к развитию нейроде-
структивных процессов в черной субстан-
ции головного мозга крысы. Часть нейро-
нов сохраняла нормальное строение, в них 
четко определялись центрально располо-
женные ядро и ядрышко, цитоплазма была 
нормохромна. Определялись многочислен-
ные нейроны с тигролизом. Иногда наблю-
далась вакуолизация ядер или цитоплаз-
мы клеток. Встречались единичные тельца 
Леви. На отдельных участках отмечалось 
увеличение числа глиальных элементов, 

часто расположенных вблизи деструктив-
но измененных нейронов (рисунок 2 А).

Признаки нейродеструкции наблюда-
лись и в стриатуме (рисунок 2 В, Г), од-
нако изменениям подвергалось меньшее 
число клеток по сравнению с черной суб-
станцией.

Таким образом, при интраназальном 
введении ротенона также выявлены мор-
фологические признаки развития болезни 
Паркинсона.

Выводы

При различных системных способах 
моделирования ПС на крысах нами по-
лучено морфологически подтвержденное 
формирование нейродегенеративных из-
менений в мозге экспериментальных жи-
вотных. Полученные нами результаты не-
зависимо подтверждают мнение боль-

      

      
Стрелка – вакуолизация цитоплазмы нейрона, ТЛ – тельца Леви. Окраска: по Нисслю (А, В), 

гематоксилин-эозином (Б, Г). Увеличение: ×400
Рисунок 2 – Микрофото фронтальных срезов черной субстанции (А, Б) 

и стриатума  (В, Г) после интраназального введения ротенона
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шинства исследователей о том, что прояв-
ления ПС при создании моделей хрониче-
ского нейродегенеративного процесса но-
сят волнообразный характер и характери-
зуются двумя пиками максимальной вы-
раженности суммарных признаков пар-
кинсонизма (3-4-е и 28-е сутки с момента 
начала моделирования). Первый пик объ-
ясняется возможным развитием острого 
обратимого повреждения среднего моз-
га, сопровождающегося реакциями ней-
ровоспаления, второй пик – необратимым 
повреждением дофаминергических ней-
ронов [7]. Эти данные следует использо-
вать для решения вопроса о сроках забо-
ра материала для морфологических ис-
следований и начале основного экспери-
мента по оценке качества той или иной те-
рапии. Учитывая низкую вариабельность 
клинических проявлений, технические 
сложности и высокую смертность живот-
ных при создании модели со стереотакси-
ческим однократным введением ротено-
на, предпочтительным подходом к моде-
лированию синдрома паркинсонизма яв-
ляется подкожное и интраназальное вве-
дение ротенона. Интраназальный способ 
моделирования ПС является наиболее до-
ступным и малоинвазивным.
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ROTENON MODELS OF PARKINSONISM SYNDROME in vivo

The creation of various models of Parkinsonian Syndrome (PS) in vivo and in vitro is 
necessary for the development of new methods for the treatment of Parkinson's disease (PD). 
Development of preparation of toxic experimental models of PS in rats using different routes 
and doses of administration of the rotenone. PS models based on subcutaneous, stereotaxic 
and intranasal administration of the rotenone were studied. For light-optical examination, the 
sections were stained with thionine and methylene blue according to Nissl and haematoxylin-
eosin. In the intranasal administration group of the rotenone, unlike the groups with subcutane-
ous and stereotaxic administration, there were no obvious visual changes in the neurological 
status. Morphological signs of PS development were obtained. The PS models we obtained are 
suitable for studying the efficacy of experimental methods of PD therapy.
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