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При проведении доклинических исследований важно иметь доступные, простые и надежные 
методы оценки состояния ткани мозга, с помощью которых можно оценить эффективность того 
или иного препарата или воздействия. Морфология астроцитов достаточно хорошо отражает 
функциональное состояние синапсов, поэтому может быть использована как косвенный пока-
затель состояния нейрональных сетей. В статье описан метод оценки морфологических харак-
теристик астроцитов с использованием эпифлуоресцентной микроскопии и программы ImageJ. 
Приведен пример применения этого метода для исследования динамики изменения морфологи-
ческих характеристик астроцитов базолатерального ядра миндалины в ходе нормального онтоге-
неза. Предложенный метод позволяет оценить не только плотность популяции клеток, но и их 
морфологические показатели, соответствующие степени ветвления и длине отростков астроци-
тов. В результате применения метода был обнаружен половой диморфизм в динамике созревания 
астроцитов в базолатеральном ядре миндалины, выражающийся в увеличении длины отростков 
в ходе взросления от ювенильного до подросткового возраста у самок, но не у самцов.
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ВВЕДЕНИЕ

Миндалина является важной частью лимбиче-
ской системы мозга. Ее функционирование вовле-
чено в обеспечение таких эмоциональных реакций, 
как страх и тревога, и необходимо для адекватного 
их проявления на поведенческом уровне, в  том 
числе для социальных взаимодействий. Нарушения 
в работе миндалины обнаруживают при таких пси-
хоневрологических заболеваниях, как расстройства 
тревожно-депрессивного спектра, разного рода за-
висимости, шизофрения, аутизм. Исследования, 
проведенные с  использованием магнитно-резо-
нансной томографии (МРТ), показывают, что со-
зревание структур лимбической системы мозга и их 
реципрокных проекций происходит в возрасте пу-
бертата [1, 2]. Эти проекции существуют с раннего 
возраста, но в период с подросткового до взрослого 
возраста происходит их значительное изменение, 
характеризующееся уменьшением числа волокон 

и  увеличением силы синапсов [3, 4]. При этом 
сроки созревания структур мозга больше соответ-
ствуют пубертатному статусу со слов испытуемых, 
чем их биологическому возрасту, и ассоциированы 
с уровнем тестостерона [5]. Почти во всех исследо-
ваниях отмечают половой диморфизм в созревании 
структур лимбической системы [6]. В миндалине 
довольно большая концентрация рецепторов сте-
роидных гормонов [7], и обнаружен как функцио-
нальный, так и морфологический половой димор-
физм [8–10]. Существует представление о том, что 
зависящие от пола различия в функционировании 
миндалины могут лежать в основе диспропорции 
подверженности психоневрологическим заболева-
ниям мужчин и женщин.

На сегодняшний день не оставляет сомнений 
тот факт, что астроциты необходимы для нор-
мального функционирования и жизнедеятельно-
сти нейронов. Более того, они необходимы и для 

МЕТОДЫ
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правильного созревания нейрональных сетей [11]. 
По морфологическим характеристикам астроци-
тов, таким, например, как степень разветвленно-
сти, можно судить о степени функциональной на-
грузки на отдел мозга [12, 13]. Существует мнение, 
что астроциты миндалины являются очень чув-
ствительными и  пластичными клетками, разви-
вающимися и отвечающими на внешние стимулы 
в очень специфичной манере, свойственной только 
этой субпопуляции [14]. Учитывая тот факт, что 
астроциты экспрессируют рецепторы эстрогена, 
можно предположить их участие в осуществлении 
различий созревания и функционирования минда-
лины в зависимости от пола индивидуума. Влияние 
половых гормонов на морфологические характе-
ристики астроцитов обнаружено в аркуатном ядре 
[15], в гиппокампе [16] и в медиальном ядре мин-
далины [17].

Таким образом, по состоянию астроцитов 
можно косвенно судить о состоянии нейрональных 
сетей миндалины, а значит, исследование морфо-
логических характеристик астроцитов может дать 
представление о степени отклика на эксперимен-
тальное воздействие в животных моделях психо-
неврологических заболеваний и об эффективности 
использования того или иного препарата в докли-
нических исследованиях. Учитывая, что иммуно-
гистохимия и  эпифлуоресцентная микроскопия 
являются довольно широко распространенными 
в лабораторной практике, метод оценки состояния 
астроцитов с их помощью может быть широко при-
меним в различных лабораториях. Целью работы 
было описание такого простого и доступного ме-
тода, позволяющего получить данные о морфоло-
гических характеристиках астроцитов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе были использованы фронтальные 
50-микронные срезы мозга крыс, окрашенные 
иммунофлуоресцентно антителами к  глиаль-
ному фибриллярному кислому белку (GFAP) ‒ 
маркеру фиброзных астроцитов. Биоматериал 
был получен от 27 животных следующих групп: 
самцы ПД18  (n = 5), самки ПД18 (n = 5), самцы 
ПД30 (n = 8 ), самки ПД30 (n = 9) (ПД – постна
тальный день). Микрофотографии получали из 
области базолатерального ядра миндалины (ко-
ординаты для возраста ПД18 -2.20…-2.80 mm 
Bregma по атласу мозга крыс Хазипова [18]; ко-
ординаты для возраста ПД30 -3.14…-3.60 mm 
Bregma по атласу мозга Паксона и Уотсона [19]). 
Для получения микрофотографий использовали 
микроскоп Axio.Imager.Z2 (Zeiss, Германия), ос-
нащенный цифровой фотокамерой MRm (Zeiss, 
Германия), с использованием объектива x40 (EC 
Plan-NEOFLUAR, NA = 0.75). Экспозиция выби-
ралась для каждого среза с тем, чтобы максимально 

прослеживались отростки клеток, но при этом она 
не должна была превышать 2 мс, так как экспози-
ция дольше 2 мс значительно увеличивает фоновый 
шум. С помощью программного модуля ZEN blue 
edition (2011) (Zeiss, Германия) получали z-стеки, 
т.е. набор микрофотографий с последовательных 
фокальных плоскостей, отстоящих друг от друга 
на расстояние 1 мкм, так, чтобы была покрыта вся 
толщина среза мозга. При наших параметрах фо-
тографирования такой z-стек является цифровым 
отображением части базолатерального ядра минда-
лины размером 224×168×50 мкм и вмещает в себя 
около 10–15 GFAP-позитивных клеток с отрост-
ками. От каждого животного получали по 2 z-стека 
с разных срезов мозга, расстояние между которыми 
составляло не менее 300 мкм в ростро-каудальном 
направлении.

Предварительную обработку полученных ми-
крофотографий проводили в программе Fiji (ImgeJ, 
NIH, ver. 1.53c) с  использованием авторских 
скриптов и макросов. На первом этапе из полу-
ченных z-стеков делали проекции максимальной 
интенсивности, что позволяет работать дальше 
с изображениями как с обычными двумерными, 
но при этом сохраняет все детали морфологиче-
ских особенностей объектов. При этом изображе-
ния сразу переводили в формат 8-битных (функ-
ция “8-bit”) и производили уменьшение фонового 
шума с  использованием функции “Despeckle”. 
Далее из полученных изображений вырезали изо-
бражения отдельных клеток. Над каждым изобра-
жением отдельной клетки производили следую-
щие действия: 1) увеличение контраста с норма-
лизацией гистограммы изображения (функция 
“Enhance Contrast...”); 2) размытие контуров 
(функция “Gaussian Blur...”, ε = 1); 3) бинариза-
ция путем применения фильтра, использующего 
локальный порог интенсивности (фильтр Niblack 
с радиусом 5, функция “Auto Local Threshold”); 
4) фильтрация полученных объектов по размеру 
с удалением всех объектов меньше 100 пикселей 
(функция “Analyze Particles...”). После этого при 
необходимости производили ручную доработку 
полученных объектов такую, как присоединение 
некоторых отростков к основному объекту и сти-
рание объектов больше 100 пикселей, не относя-
щихся к целевому объекту. Всю ручную доработку 
производили, сверяясь с изначальным, не бина-
ризованным, изображением клетки. Полученный 
массив бинаризованных изображений преобра-
зовывали в  скелетонизированные изображения 
функцией “Skeletonize”. Такие изображения пред-
ставляют собой тонкие линии, толщиной 1 пик-
сель, точно повторяющие все отростки клетки. На 
рис. 1 представлены этапы преобразования микро-
фотографии астроцита. С математической точки 
зрения такое изображение является графом, поэ-
тому к нему применимы методы работы с графами.
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Функция “Analyze Skeleton (2D/3D)” позволяет 
получить следующие характеристики для каждого 
графа-скелетона: число ребер графа, число точек 
ветвления (вершин графа, из которых выходит не 
менее трех ребер), число конечных точек (число 
вершин графа, из которых выходит только одно ре-
бро), среднюю длину ребра, максимальную длину 
ребра и максимальный кратчайший путь (самое 
длинное расстояние от одной конечной точки до 
другой). На выходе мы получаем таблицу, в  ко-
торой для каждой клетки указаны все характери-
стики соответствующего ей скелетона. С каждого 
изображения вырезали по 2–3 клетки, таким об-
разом, было проанализировано от 4 до 6 клеток на 
животное.

Плотность популяции астроцитов оцени-
вали на полученных на первом этапе обработки 

а б

г д

в

е

микрофотографий проекциях максимальной ин-
тенсивности. Подсчитывали число клеток, име-
ющих не менее двух разветвленных отростков 
и не пересекающих запрещенные границы (левую 
и нижнюю границы изображения).

Статистическую обработку проводили в про-
грамме R-Studio (ver. 2022.02.0). Полученные ха-
рактеристики для каждой клетки усредняли на 
животное, проверяли соответствие нормальному 
распределению (тест Шапиро-Уилка), проводили 
корреляционный анализ с целью выявления кол-
линеарности между различными характеристи-
ками (тест Пирсона), затем проводили двухфак-
торный дисперсионный анализ с факторами “пол” 
и “возраст”, предварительно убедившись в равен-
стве дисперсий разных групп (тест Левена), в ка-
честве post hoc анализа использовали тест Тьюки.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Плотность популяции астроцитов в  базолате-
ральном ядре миндалины в  ходе взросления от 
ювенильного (ПД18) до подросткового (ПД30) 
возраста увеличивалась независимо от пола. Так, 
число астроцитов у самцов в ПД18 составила 5492 ± 
± 4753 шт/мм3, у самок в ПД18 2498 ± 951 шт/мм3, 
у  самцов в  ПД30 ‒ 8208 ± 3506 шт/мм3, у  самок 
в ПД30 ‒ 6643 ± 3891 шт/мм3. По данным двухфак-
торного дисперсионного анализа влияние фактора 
“возраст” было статистически достоверно значи-
мым: F(1, 26) = 5.46, p = 0.027 (рис. 2).

При анализе автоматически полученных показа-
телей графов-скелетонов важно понимать с какими 
физиологическими обусловленными морфологи-
ческими характеристиками астроцитов их можно 
соотнести. Так, например, число ребер графа, как 
и число точек ветвления, косвенно говорит о сте-
пени разветвленности отростков астроцита. По-
скольку длина ребра является по сути расстоянием 

Рис. 2. Результаты статистической обработки полученных морфологических характеристик. а – увеличение плотно-
сти популяции астроцитов в базолатеральном ядре миндалины с возрастом: F(1, 26) = 5.46, p = 0.027, нет эффекта 
пола. б – увеличение средней длины ребра графа-скелетона обнаружено у самок, но не у самцов: “пол”*“возраст” – 
(F(1, 22) =4 .52, p = 0.045), самцы ПД18 vs самки ПД18 – p = 0.040, самки ПД18 vs самки ПД30 ‒ (p = 0.011) (Тьюки 
post hoc). Среднее значение по группе отмечено горизонтальной полосой.

Рис. 1. Этапы обработки изображения астроцита от 
микрофотографии до графа-скелетона на примере 
более (а–в) и  менее (г–е) разветвленных клеток. 
а, г – микрофотография астроцита, б, д – бинари-
зованное изображение, в, е – скелетонизированное 
изображение. Шкала – 10 мкм.
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между точками ветвления, то по этому показателю 
можно косвенно судить о длине отростков астро-
цита. Максимальный кратчайший путь соответ-
ствует суммарной длине двух наиболее длинных 
отростков клетки. По результатам корреляцион-
ного анализа измеренные показатели можно раз-
делить на две группы, внутри которых показатели 
статистически достоверно коррелируют. К первой 
группе относятся показатели, описывающие сте-
пень разветвленности астроцита, а ко второй – по-
казатели, так или иначе соотносящиеся с длиной 
отростков астроцита. В таблице 1 указаны средние 
значения и ошибка среднего для всех перечислен-
ных параметров.

Поскольку использование большого числа па-
раметров для описания морфологии клетки не-
целесообразно, необходимо выбрать несколько 
из них. По результатам корреляционного анализа 
оказалось, что достаточными для анализа пара-
метрами являются число ребер графа и  средняя 
длина ребра графа. Действительно, эти два пара-
метра не коррелируют между собой и соотносятся 
с разными характеристиками морфологии астро-
цита. По числу ребер графа-скелетона, соответ-
ствующего астроциту, можно судить о  степени 
ветвления отростков: чем больше ребер у графа, 
тем больше точек ветвления. Средняя длина ребра 
не соответствует напрямую длине отростков, но 
поскольку отростки складываются из отрезков от 
ветвления до ветвления, то косвенным образом эта 
величина будет говорить о длине отростков астро-
цита. Для каждого из этих параметров был прове-
ден двухфакторный дисперсионный анализ. Целью 
анализа было выявление влияния факторов “пол” 
и “возраст” на морфологию астроцитов в минда-
лине. Среднее число ребер графа-скелетона соста-
вило у самцов ПД18 33 ± 21, у самок ПД18 21 ± 12, 
у  самцов ПД30 35 ± 7, у  самок ПД30 36 ± 13. 

Дисперсионный анализ не выявил статистической 
значимости ни эффекта фактора “возраст”, ни 
эффекта фактора “пол” на число ребер графа. По 
всей видимости, с возраста ПД18 по возраст ПД30 
не наблюдается значительного увеличения ветвле-
ния отростков у астроцитов базолатерального ядра 
миндалины ни у самцов, ни у самок крыс.

Среднее расстояние от точки ветвления до точки 
ветвления составило: у самцов ПД18 5.1 ± 1.3 мкм, 
у  самок ПД18 3.7 ± 0.5 мкм, у  самцов ПД30 
5.2 ± 0.5 мкм, у самок ПД30 5.1 ± 0.7 мкм. Дис-
персионный анализ показал статистически зна-
чимый эффект фактора “возраст” (F(1, 22) = 7.93,  
p  = 0.010) и  взаимодействия факторов “пол” 
и “возраст” (F(1, 22) = 4.52, p = 0.045). Эффект 
фактора “пол” был выражен только на уровне 
тенденции: F(1, 22) = 3.93, p = 0.060. Апостери-
орный анализ (тест Тьюки) выявил достоверное 
различие между группами самцы ПД18 и  самки 
ПД18 (p = 0.040), и между группами самки ПД18 
и самки ПД30 (p = 0.011). Таким образом, в ба-
золатеральном ядре миндалины наблюдается уве-
личение примерно на 20% средней длины отрезка 
отростка астроцита между двумя соседними вет-
влениями у самок крыс при взрослении от юве-
нильного до подросткового возраста. У  самцов 
аналогичного увеличения длины отростков в этом 
возрастном периоде не выявлено. Стоит отметить, 
что у самцов в ювенильном возрасте эта величина 
уже составляет около 5 мкм, а у самок как раз до 
этого размера доходит к подростковому возрасту. 
Для таких характеристик, как максимальная длина 
ребра и  максимальное кратчайшее расстояние, 
также были обнаружены статистически достовер-
ные эффекты фактора “возраст” (F(1, 23) = 15.17, 
p  =  0.0007 и  F(1, 23) = 4.31, p =  0.049, соответ-
ственно) и  взаимодействия факторов на уровне 
тенденции. Учитывая наличие корреляции между 

Таблица 1. Усредненные значения параметров графов-скелетонов астроцитов для каждой из исследованных 
групп. Приведены средние и ошибка среднего. $ ‒ p < 0.07 по сравнению с группой другого пола того же воз-
раста, * ‒ p < 0.05 по сравнению с группой животных ПД18 того же пола.

Морфологические 
характеристики

Самцы
ПД18

Самцы
ПД30

Самки
ПД18

Самки
ПД30

Параметры, 
характеризующие 
разветвленность 
астроцита

Число ребер графа 33 ± 11 35 ± 2 21 ± 5 36 ± 4

Число точек ветвления 16 ± 5 17 ± 1 10 ± 3 17 ± 2

Число конечных точек 18 ± 5 19 ± 1 12 ± 3 19 ± 2

Параметры, 
характеризующие 
длину отростков 
астроцита

Средняя длина ребра, мкм 5.1 ± 0.6 5.2 ± 0.2 3.7 ± 0.2 $ 5.0 ± 0.2 *

Максимальная длина ребра, 
мкм 18 ± 2 21 ± 1 13 ± 2 21 ± 1 *

Максимальное кратчайшее 
расстояние, мкм 60 ± 8 59 ± 2 40 ± 8 58 ± 3 *
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этими тремя характеристиками, которые, по сути, 
по-разному описывают такую физиологическую 
характеристику, как длина отростка астроцита, 
схожесть результатов статистической обработки 
очевидна.

Таким образом, в  ходе нормального онтоге-
неза при взрослении крыс с ПД18 до ПД30 попу-
ляция астроцитов в базолатеральном ядре минда-
лины увеличивается у самцов примерно в 1.5 раза, 
а у самок в 2.5 раза. При этом степень разветвлен-
ности астроцитов не изменяется ни у самцов, ни 
у самок, и только у самок увеличивается длина от-
ростков между двумя соседними ветвлениями. По 
всей видимости, астроциты базолатерального ядра 
миндалины самок претерпевают более значитель-
ные изменения при взрослении животных от юве-
нильного до подросткового возраста, чем у самцов. 
Использование автоматически полученных морфо-
логических характеристик клеток позволило выя-
вить как наличие полового диморфизма в созрева-
нии астроцитов, так и уточнить специфику этого 
различия.

При поставленном и  отработанном методе 
оценки морфологических особенностей астроци-
тов на обработку данных по базолатеральному ядру 
миндалины потребовалось примерно следующее 
количество человеко-часов (оценка для экспери-
мента, в котором участвовало около 25 животных): 
иммуногистохимическое окрашивание ‒ 2 дня, 
микрофотографирование ‒ около 10 часов, об-
работка микрофотографий (включающая этапы 
ручной обработки, такие как вырезание отдель-
ных клеток и правку полученных бинаризованных 
изображений) ‒ 12–15 часов (около 3 часов на на-
стройку скриптов и подбор фильтров для бинари-
зации, 1–2 часа на вырезание отдельных клеток, 
7–10 часов на правку полученных бинаризованных 
изображений), 1–2 часа ‒ время для стандартной 
статистической обработки. Последний этап руч-
ной обработки (правка автоматически получен-
ных бинаризованных изображений) является од-
ним из самых трудоемких и времязатратных. Об-
легчить и ускорить этот этап можно улучшением 
качества иммуногистохимического окрашивания 
(увеличение соотношения сигнал/шум, уменьше-
ние фонового окрашивания) и подбором наиболее 
оптимальных фильтров бинаризации. Суммарно 
получается, что результаты эксперимента можно 
получить за две недели рабочего времени.

ОБСУЖДЕНИЕ

Половой диморфизм в экспрессии наиболее ча-
сто используемого маркера астроцитов – GFAP – 
известен довольно давно. Повышенный его уро-
вень у самцов по сравнению с самками связывают 
с более высоким уровнем тестостерона в крови. 
В структурах, относящихся к проявлению полового 

поведения, показаны различия в экспрессии уже 
в первые дни жизни [15]. В лимбических структу-
рах, в том числе в миндалине, указывают на зави-
симость иммунореактивности GFAP от уровня по-
ловых гормонов [17, 20, 21]. При этом основную 
роль отводят не самому тестостерону, а его метабо-
литу – эстрогену. Распространенность фермента, 
превращающего тестостерон в эстроген, в различ-
ных структурах мозга также зависит от пола жи-
вотного, и в лимбических структурах, в том числе 
в миндалине, его экспрессия выше у самцов [22]. 
Механизм индукции тестостероном (или эстроге-
ном) повышенной экспрессии GFAP до сих пор не-
известен. В недавнем довольно обширном обзоре по 
регуляции экспрессии гена GFAP нет упоминания 
стероидных гормонов [23], но ранее была показана 
возможность астроцитарного ответа на активацию 
рецепторов эстрогена без вовлечения геномного 
аппарата (through nongenomic activity)  [24]. Учи-
тывая, что состояние, а значит и внешний облик 
астроцитов отражают функциональное состояние 
синапсов [13, 25], различие между самцами и сам-
ками в морфологии астроцитов миндалины может 
говорить о половом диморфизме функционирова-
ния нейрональных сетей этой структуры, что, как 
предполагается, может лежать в основе различий 
в подверженности психоневрологическим заболе-
ваниям у мужчин и женщин. Поэтому исследова-
ние морфологических характеристик астроцитов 
в лимбических структурах может помочь в понима-
нии механизмов психоневрологических патологий. 
В особенности важен для исследования подростко-
вый период, так как именно в это время образуются 
реципрокные связи миндалины с  гиппокампом 
и другими структурами [1, 2, 5, 6].

Несмотря на то, что визуализация с использо-
ванием иммуногистохимического окрашивания на 
GFAP позволяет проявить только около 15% самой 
клетки [26, 27], метод оценки состояния астроци-
тарной глии по морфологическим характеристикам 
GFAP-позитивных клеток считается достаточно 
валидным [28, 29]. Однако если оценка проводится 
только по иммунореактивности ткани (процент 
иммуногистохимически окрашенной площади ко 
всей площади исследуемой структуры), то сложно 
cделать вывод о  причине обнаруженных разли-
чий. Изменения иммунореактивности ткани мо-
гут быть проявлением как увеличения плотности 
популяции астроцитов, так и увеличения числа их 
отростков, их утолщения или усиления ветвления. 
Так, в нашем исследовании оказалось, что поло-
вой диморфизм в созревании астроцитов в базо-
латеральном ядре миндалины проявляется в раз-
личии длины отростков GFAP-позитивных кле-
ток. По нашим данным можно предположить, что 
у самцов отростки астроцитов достигают длины, 
близкой к таковой у зрелых астроцитов, раньше, 
чем у самок. Мы можем судить об этом по тому, что 
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максимальное кратчайшее расстояние у самцов уже 
в ПД18 составляет около (60 ± 8) мкм и не изме-
няется к подростковому возрасту (ПД30: (59 ± 2) 
мкм). При этом считается, что диаметр площади, 
занимаемой астроцитом во взрослом мозге у грызу-
нов составляет примерно 40–60 мкм (в зависимости 
от структуры мозга) [30, 31], что достаточно точно 
совпадает с полученной нами оценкой (суммарной 
длины двух наиболее длинных отростков). У самок 
же обнаружено статистически достоверное увели-
чение средней длины отрезка между ветвлениями, 
что говорит об увеличении длины отростков астро-
цитов в период с ПД18 до ПД30. При этом увеличе-
ние плотности популяции GFAP-позитивных кле-
ток происходило как у самцов, так и у самок крыс. 
У самок число GFAP-позитивных клеток увеличи-
лось значительнее, но это не было статистически 
значимо. Другие исследования также указывают 
на большее число новых GFAP-позитивных клеток 
в миндалине у самок, чем у самцов в подростковом 
возрасте. Так, группа MM MacCarthy показала, что 
в препубертатном возрасте (ПД14) у самок в минда-
лине больше GFAP-позитивных клеток, чем у сам-
цов [32]. В другом исследовании было показано, 
что число вновь появившихся клеток (включивших 
метку BrdU) в  возрасте ПД30 в  миндалине было 
больше у самцов, однако процент таких клеток ко-
локализованных с GFAP был примерно в полтора 
раза больше у самок [33]. Таким образом, получен-
ные нами данные по динамике плотности популя-
ции астроцитов при взрослении с ювенильного до 
пубертатного возраста, в целом, совпадают с дан-
ными литературы. В дополнение к этому мы впер-
вые показали наличие полового диморфизма в ди-
намике морфологических показателей астроглии ба-
золатерального ядра миндалины в этот возрастной 
период.

Не смотря на широкое распространение методов 
цифровой обработки изображений, большинство 
исследователей ограничиваются оценкой иммуно-
реактивности ткани или подсчетом числа клеток. 
Возможно, это вызвано тем, что исследование мор-
фологических особенностей представляется вре-
мязатратным и трудоемким процессом. Действи-
тельно, в  работах, в  которых приводится оценка 
морфологических параметров астроцитов, как пра-
вило используют микрофотографии на большом 
увеличении с использованием масляных объекти-
вов и  построение 3D-изображений при помощи 
рутинного ручного “трэйсинга” отростков с помо-
щью дорогостоящих коммерческих программ (на-
пример, Neuro Lucida (MBF Bioscience, США)). 
Так, в работе [34] исследовали реакцию астроцитов 
миндалины взрослых крыс на повышение уровня 
тестостерона в крови. Полученные авторами дан-
ные по средней длине ребра, числу точек ветвления 
и числу конечных точек совпадают с данными, по-
лученными нами (учитывая, что они использовали 

другую линию крыс и взрослых животных). При 
этом их метод выглядит значительно более трудо-
емким, так как они производили микрофотогра-
фирование с  использованием масляного объек-
тива ×100 и ручной трэйсинг отростков астроци-
тов. В другой работе [28] микрофотографирование 
осуществляли с  использованием конфокального 
микроскопа и  восстанавливали 3D-изображение 
астроцитов с помощью плагина Neurite Tracer (Fiji, 
NIH, США). Сравнение полученных ими данных 
с нашими несколько затруднено, так как работа вы-
полнена на взрослых самцах мышей и использован 
метод Шолля для оценки морфологических характе-
ристик астроцитов. Тем не менее, один из параме-
тров является аналогом максимального кратчайшего 
расстояния, полученного в нашей работе, и резуль-
таты приблизительно совпадают: 35–50 мкм – в ра-
боте Bondi et al [28], 40–60 мкм – в нашей работе. 
При этом по сравнению с двумя вышеупомянутыми 
работами описанный в статье метод проще по вы-
полнению и требует меньших затрат времени. Как 
указано в разделе результаты, на обработку экспе-
римента, в котором участвует около 25 животных, 
потребуется не более двух недель от стадии готовых 
срезов мозга до стадии получения результатов стати-
стического анализа. Стоит также отметить, что дан-
ный метод не требует использования компьютера 
значительной производительности, а также особых 
навыков оператора.

Предложенный в  статье метод является про-
стым и осуществим в большинстве научно-иссле-
довательских лабораторий. При этом он дает воз-
можность более детально изучить изменения гли-
альных клеток, вызванные экспериментальным 
воздействием, что важно для понимания происхо-
дящих в мозге процессов. Используя приведенный 
метод, мы показали наличие полового диморфизма 
в динамике созревания астроглии в базолатераль-
ном ядре миндалины крыс в период взросления 
с ювенильного до подросткового возраста. Обна-
руженные нами различия могут помочь в выясне-
нии механизмов этиологии психоневрологических 
заболеваний, имеющих половую диспропорцию 
представленности в социуме.
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A Simple Method for Morphological Assessment of Astrocytes: Sexual Dimorphism 
in The Maturation Dynamics of Astrocytes in the Rat Amygdala

A. O. Manolova1, N. A. Lazareva1, A. E. Paramonova1, A. A. Kvichansky1, M. S. Odrinskaya1,  
M. Yu. Stepanichev1, and N. V. Gulyaeva1 

1Federal state budget institution Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology RAS, Moscow, Russia

Simple, affordable and reliable methods for assessing the status of brain structures maturation are vital 
for preclinical studies related to the effects of early-life stress. These methods make it possible to evaluate 
the effectiveness of specific therapies or the prevention of stress-related pathological changes. The 
morphology of astrocytes is one of the markers representing functional state of synapses and thus it 
is indicative of maturation state of neuronal networks. We performed the method for evaluating the 
morphological characteristics of astrocytes using epifluorescence microscopy and the ImageJ program. 
Application of the method to brain sections of rats on postnatal days 18 and 30 revealed the dynamics 
of morphological changes in the astrocytes of the basolateral nucleus of the amygdala during normal 
ontogenesis. The proposed method makes it possible to evaluate not only the density of the cell 
population, but also their morphological parameters associated with the degree of branching and the 
length of the astrocyte processes. The approach used revealed sexual dimorphism in the ontogenesis: 
the length of the astrocytic processes increased during maturation from juvenile to pubertal period in 
the basolateral nucleus of the amygdala only in female rats, but not in males.

Keywords: astroglia, digital image processing, basolateral amygdala, sexual dimorphism, ontogenesis
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