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Аннотация. Диффузионный перенос вещества в тканях головного мозга до сих пор не изу-
чен полностью и представляет большой интерес для современных исследователей в областях
биофизики и биомедицины. Процессы диффузии и переноса вещества в тканях головного
мозга связаны со свойствами межклеточного пространства центральной нервной системы.
Целью данной работы явилась разработка метода измерения коэффициента диффузии,
мкм2/c, в тканях головного мозга лабораторных мышей ex vivo без использования фикси-
рующих агентов. Проиллюстрирована возможность использования метода восстановления
флуоресценции после фотообесцвечивания на основе мультифотонной микроскопии для
анализа подвижности молекул флуоресцентного красителя в тканях головного мозга мышей.
Представленырезультаты экспериментального исследования динамики восстановленияфлу-
оресценции в срезе головного мозга мышей. Продемонстрирована методика составления
карты молекулярной диффузии ткани головного мозга лабораторной мыши ex vivo на основе
мультифотонной микроскопии с возможностью её применения при разнообразном положе-
нии в слоях образца в трёхмерном пространстве.
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the researchers in the fields of biophysics and biomedicine. Diffusion and molecular transport processes in brain tissues are defined by the
properties of the intercellular space of the central nervous system. The object of this work is to develop a method for ex vivo quantitative
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Введение

Процессы переноса вещества в тканях голов-
ного мозга, связанные с ними явления [1–3] и пол-
ноценное представление о механизме и скорости
диффузии вещества в межклеточном простран-
стве тканей головного мозга представляет боль-
шой интерес в области современных биомеди-
цинских и биофизических исследований. Знание
эффективных коэффициентов диффузии и диф-
фузионных свойств также играет важную роль
для исследований в области доставки сложных
молекул в центральную нервную систему [4]. Из-
мерение эффективного коэффициента диффузии
в тканях головного мозга позволяет рассчитать
распределение вещества в головном мозге, на-
пример, нейротрансмиттеров и нейромодулято-
ров [5].

Одним из наиболее подходящих методов для
изучения (измерения) свойств (характеристик)
биологических тканей является мультифотонная
микроскопия. Мультифотонная микроскопия при-
меняется в биомедицинских исследованиях [6–8]

для получения количественных и качественных
характеристик биоткани, позволяет проводить
визуализацию глубоких слоёв интактных образ-
цов сильно рассеивающих тканей на глубине
от 200 мкм до 2 мм (в зависимости от ткани), а так-
же для создания трёхмерных моделей структур
тканей за счёт визуализации последовательного
набора тонких слоёв образца [6, 8]. Данный метод
широко применяется для исследования головно-
го мозга [1, 3, 9]. Мультифотонная микроскопия
может быть использована совместно с методом
восстановления флуоресценции после фотообес-
цвечивания для получения численных данных
в рамках исследования свойств и параметров био-
логических образцов.

Восстановление флуоресценции после фото-
обесцвечивания (Fluorescence recovery after photo-
bleaching, FRAP) является одной из разновидно-
стей методов флуоресцентной микроскопии, при-
меняемых в биомедицинских исследованиях для
проведения количественных измерений. Метод
FRAP основан на использовании эффекта фото-
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обесцвечивания [10–13]. FRAP также относится
к одним из самых распространённых методов
для изучения подвижности молекул на клеточ-
ном и тканевом уровне, измерения собственной
или молекулярной диффузии (или коэффициента
диффузии в изотропном случае) растворённых ве-
ществ в биологических тканях [14]. Комбинация
мультифотонной микроскопии и метода FRAP на-
ходит применение в современных исследованиях
молекулярной диффузии [15, 16], в том числе
связанных с молекулярной диффузией в биологи-
ческих тканях волосковых клеток [17] и головного
мозга [18].

Представляет интерес исследование возмож-
ности применения простого сочетания методик
FRAP и мультифотонной микроскопии без ис-
пользования микроинъекторов, светового листа,
измерения поляризации флуоресценции, отсле-
живания траекторий движения наночастиц, нано-
структур и квантовых точек [18] для составления
двухмерной и трёхмерной карт молекулярной
диффузии ex vivo тканей головного мозга лабо-
раторных мышей на основе упрощённой модели
диффузии в биологических тканях.

Цель данной работы заключается в разра-
ботке простого в реализации и минимального
с точки зрения воздействия на исследуемый
образец метода для измерения и составления
двухмерной и трёхмерной карты значений эффек-
тивного коэффициента диффузии в ex vivo тканях
головного мозга лабораторных мышей с возмож-
ностью последующей адаптации данного метода
для проведения измерений in vivo. Основной зада-
чей является получение численной информации
о диффузии в слоях головного мозга ex vivo в виде
карты коэффициента диффузии.

1. Материалы иметоды

Для проведения эксперимента использова-
лись срезы тканей головного мозга 6-месячных
самцов белых BALB/c мышей. Эксперименталь-
ные животные были получены в питомнике
«Андреевка» ФГБУН НЦБМТ ФМБА России
(п.г.т. Андреевка, городской округ Солнечногорск,
Московская область, Россия) и содержались в ви-
варии научного медицинского центра ФГБОУ
ВО «СГУ имени Н. Г. Чернышевского» в кон-
тролируемых условиях: температура 25 ± 2°C,
влажность 55% и естественный световой режим
(12/12 ч, свет/темнота). При работе с животны-
ми соблюдались требования, сформулированные
в Директивах Совета Европейского сообщества

2010/63/EU об использовании животных для экс-
периментальных исследований. Период адапта-
ции животных к условиям содержания в виварии
составлял не менее 10 дней. Протокол экспе-
римента был утвержден локальной этической
комиссией.

Осуществлялся коронарный срез для по-
лучения образца в виде сегмента головного
мозга, включающего кору и подкорковые зоны
толщиной 3 мм. Образец погружался в вод-
ный раствор 2%-ного флуоресцентного красителя
декстран флуоресцеин изотиоцианата (70 кДа,
Sigma-Aldrich, USA), помещённого в чашку Пет-
ри. По прохождении 15 мин образец погружался
во вторую чашку Петри с физиологическим рас-
твором. Покровное стекло располагалось на об-
разце, полностью закрывая его. Чашка Петри
с образцом располагалась на моторизированном
микроскопном столике под объективом мульти-
фотонного микроскопа Nikon A1R MP (Nikon
Corp., Tokyo, Japan). В оптической системе мик-
роскопа использовался объектив Nikon Plan Apo
λ 20×/0.75 (Nikon Corp., Tokyo, Japan) с 20-крат-
ным увеличением и числовой апертурой 0.75.

Во время визуализации образца микроскоп
сканировал 14 слоёв в образце с шагом 1.15 мкм.
Источником излучения служил титан-сапфиро-
вый перестраиваемый лазер InSight X3 (Spectra-
Physics, MKS Inc., USA), настроенный на длину
волны излучения 970 нм. Точечное сканирова-
ние образца для визуализации осуществлялось
в плоскости, параллельной плоскости среза, в об-
ласти гипоталамуса головного мозга. Разрешение
изображения было равно 1.22 мкм на пиксель
в плоскости сканирования, а визуализация была
ограничена областью размером 512 на 512 пиксе-
лей, 624.64 на 624.64 мкм.

Процесс фотообесцвечивания происходил
на протяжении 30 с при 5-кратном увеличении
мощности лазерного излучения. Линейные раз-
меры области фотообесцвечивания составляли
одну пятую от области визуализации в образце
(124.93 мкм). Фотообесцвечивание производи-
лось в каждом из 14 визуализируемых слоёв
образца.

Предварительное сканирование образца про-
водилось перед процессом фотообесцвечивания
для визуализации исходного состояния флуо-
ресценции. Размер области предварительного
сканирования составлял 512 на 512 пикселей
(624.64 на 624.64 мкм) с разрешением 1.22 мкм
на пиксель. Визуализация восстановления флу-
оресценции в области с фотообесцвечиванием
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Рис. 1. Пример области с фотообесцвечиванием на образце среза головного мозга мыши (цвет онлайн)
Fig. 1. Example of a photobleached area in a murine brain slice (color online)

(рис. 1) производилась на протяжении 5 мин
и начиналась сразу после завершения процесса
фотообесцвечивания.

2. Результаты и их обсуждение

Измерение интенсивности флуоресценции
в обесцвеченном участке производилось по полу-
ченным с временным интервалом 22.5 с наборам
мультифотонных изображений в области с фо-
тообецвечиванием слоя образца. Для измерения
значений интенсивности флуоресценции об-
ласть с фотообесцвечиванием и окружающая
её часть образца на мультифотонном изображе-
нии делилась на равные по линейным размерам
квадратные поля со стороной 41.6 мкм; исполь-
зовались средние значения яркости пикселей
в данных полях.

Как следует из результатов измерений, интен-
сивность флуоресценции в области с фотообес-
цвечиванием восстанавливалась со временем, при
этом интенсивность в прилегающих участках с те-
чением времени уменьшалась. Данному процессу
соответствовали средние значения интенсивности
флуоресценции, которые увеличивались внутри
области с фотообесцвечиванием (рис. 2, inner
area) и уменьшались вдоль её внешней границы
с течением времени (рис. 2, outer area).

Рис. 2. Изменение среднего значения интенсивности флу-
оресценции в области с фотообесцвечиванием и вдоль
её внешней границы с течением времени: «кружки» –
внешняя граница, «треугольники» – в нутренняя область

(цвет онлайн)
Fig. 2. Change in the average fluorescence intensity in the
photobleached area and along its boundary over time: «сircles»
are the outer border, “triangles” are the inner area (color online)

Для наглядности процесса восстановления
флуоресценции на рис. 3 представлена мульти-
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Рис. 3. Восстановление флуоресценции после фотообесцвечивания (для слоя образца): а – изображение до фотообес-
цвечивания, б – изображение сразу после фотообесцвечивания, в – изображение через 290 с после фотообесцвечивания,
г – изображение, полученное вычитанием яркостей пикселей изображения а из яркостей пикселей изображения б, д –
изображение, полученное вычитанием яркостей пикселей изображения а из яркостей пикселей изображения в (цвет он-

лайн)
Fig. 3. Fluorescence recovery after photobleaching (for a sample layer): a – image before photobleaching, b – image immediately
after photobleaching, c – image 290 s after photobleaching, d – image obtained by subtracting the pixel intensities of image a
from the pixel intensities of image b, e – image obtained by subtracting the pixel intensities of image a from the pixel intensities

of image c (color online)

фотонная визуализация слоя образца за период
290 с после фотообесцвечивания (рис. 3, а, б, в)
и разностные изображения для процесса восста-
новления после фотообесцвечивания (рис. 3, г, д).

Полученные данные по восстановлению флу-
оресценции с течением времени позволили рас-
считать коэффициент диффузии для различных
по пространственному положению областей в об-
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разце с помощью математической аппроксима-
ции, использованной в работе [19].

Расчёт коэффициента диффузии опирался
на упрощённое представление процесса. Средние
значения интенсивности флуоресценции в отно-
сительных единицах (яркость пикселя на мульти-
фотонном изображении) по каждому квадратному
полю внутри и вблизи области с фотообесцве-
чиванием, в которой происходит восстановление
флуоресценции, для каждой временной точки,
нормировались с помощью значения средней
интенсивности для квадратных полей с соответ-
ствующим положением в слое образца в мо-
мент до проведения процесса фотообесцвечива-
ния. Нормированных значения интенсивностей
из квадратных полей вычислялись по форму-
ле [19]:

I(t)
I0

= 1−be−kt , (1)

где I – интенсивность; t – время; I0 – интен-
сивность до фотообесцвечивания; b – параметр
фотообесцвечивания; k – коэффициент скорости
обмена молекул. Коэффициент диффузии рассчи-
тывался по формуле, использующей коэффициент
скорости обмена молекул k [19]:

D =
γw2

4 ln2
k, (2)

где D – коэффициент диффузии; γ≈ 0.88 – пара-
метр [19]; w – радиус лазерного пучка, в данном
случае рассматривается как параметр половины
линейного размера области с фотообесцвечивани-
ем, принимающий значение 62.46 мкм.

Рассчитанные значения коэффициента диф-
фузии при сопоставлении с координатами обла-
стей в образце, использованных для их расчёта,
позволяют получить двухмерную карту диффузии
в слое образца (табл. 1). Значения коэффициен-
тов диффузии из табл. 1 сопоставимы по порядку
величины с аналогичными величинами, приве-
дёнными в работе [20].

Было отмечено, что для разных полей в слое
образца коэффициенты диффузии (ми. табл.
1) и разности между начальным и конечным
значением относительной яркости флуоресцен-
ции (табл. 2) отражают различный характер
протекания процессов диффузии и восстановле-
ния интенсивности флуоресценции с течением
времени в них. Отрицательные значения коэффи-
циента диффузии в полях вдоль внешней границы
области (см. табл. 1, с пометкой «вне») с фо-
тообесцвечиванием и положительные значения
в полях в самой области (см. табл. 1, с пометкой
«внутри») указывают на направление диффузии
флуоресцентных молекул.

Диффузии, направленной на восстановление
флуоресценции в области с фотообесцвечива-
нием, соответствуют положительные значения
коэффициентов диффузии, а диффузии, связанной
с уменьшением интенсивности флуоресценции
в квадратных полях вдоль границы области с фо-
тообесцвечиванием – отрицательные значения
коэффициентов диффузии (табл. 1). Значения раз-
ности между начальным и конечным значением
относительной яркости флуоресценции приобре-
тали положительный или отрицательный знак
по аналогичному принципу (табл. 2). В ходе про-
цесса диффузии часть фотообесцвеченных флу-

Таблица 1 / Table 1
Коэффициенты диффузии (мкм2/c) в квадратных полях области с фотообесцвечиванием слоя образца

и вдоль её границы
Diffusion coefficients (µm2/s) in square areas of the photobleached region of the sample layer and along its boundaries

По оси Y , мкм /
Y -axis, µm

По оси X , мкм / X-axis, µm
Вне / Outside

–83.28
Внутри / Inside

–41.64
Внутри / Inside

0
Внутри / Inside

41.64
Вне / Outside

83.28
Вне / Outside

–83.28
–1.41±0.80 –1.10±0.52 –1.05±0.50 –0.84±0.51 –2.72±1.01

Внутри / Inside
41.64

–1.05±0.40 0.94±0.11 0.91±0.07 0.87±0.08 –0.20±0.38

Внутри / Inside
0

–0.66±0.41 0.88±0.08 0.75±0.06 0.97±0.06 –0.24±0.30

Внутри / Inside
41.64

–0.80±0.59 1.28±0.13 0.86±0.08 0.97±0.08 –0.07±0.40

Вне / Outside
83.28

–0.5±0.96 –0.76±0.53 –0.89±0.77 –0.54±0.56 –0.52±0.84
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Таблица 2 / Table 2
Разность яркости (относительные единицы) в квадратных полях области с фотообесцвечиванием

и вдоль её границы между начальным моментов времени и моментом времени 290 секунд
Brightness difference (relative units) in square areas of the photobleached region and along its boundaries

between 0 and 290 seconds time points

Ось Y , мкм /
Y -axis, µm

Ось X , мкм / X-axis, µm
Вне / Outside

–83.28
Внутри / Inside

–41.64
Внутри / Inside

0
Внутри / Inside

41.64
Вне / Outside

83.28
Вне / Outside

–83.28
–0.025 –0.019 –0.037 –0.022 –0.019

Внутри / Inside
41.64

–0.022 0.047 0.054 0.047 –0.021

Внутри / Inside
0

–0.026 0.049 0.038 0.060 –0.013

Внутри / Inside
41.64

–0.022 0.052 0.025 0.036 –0.018

Вне / Outside
83.28

–0.023 –0.025 –0.029 –0.024 –0.016

оресцентных молекул перемещается за пределы
области, а некоторое количество флуоресцентных
молекул без фотообецсвечивания перемещается
в данную область.

Заключение

Диффузия флуоресцентного красителя про-
исходит в плоскости слоёв образца, поскольку
сам образец головного мозга не пропитывается
насквозь красителем за 15 мин, и во время ви-
зуализации восстановления флуоресценции в об-
разец не вводится новый объём красителя; при
этом фотообесцвечивание в образце проводится
послойно. Диффузия в ортогональном к слоям об-
разца направлении не происходит в значимом для
данного случая объёме.

Полученный набор коэффициентов диффу-
зии (см. табл. 1) показывает перемещение фото-
обесцвеченных молекул из самой области в при-
легающие к её границам квадратные поля, об-
ратный процесс для молекул без фотообесцвечи-
вания, а также анизотропию в самом процессе
диффузии молекул: в квадратных полях в правой
нижней части области (относительно координат
мультифотонного изображения) процесс диффу-
зии идёт быстрее, чем в квадратных полях,
расположенных ближе к левому верхнему углу
области.

Таким образом, показано, что сочетание ме-
тода восстановления флуоресценции после фото-
обесцвечивания с мультифотонной микроскопией
позволяет визуализировать карту диффузии моле-
кул в тканях головного мозга белой лабораторной
мыши с течением времени. Полученные данные

указывают на наличие анизотропии в восста-
новлении флуоресценции. Анизотропные свой-
ства перемещения молекул могут быть связаны
со структурой межклеточного пространства и со-
судистых систем головного мозга.

Полученные данные не дают полноценного
представления о диффузии в тканях мозга, по-
скольку исследование было проведено ex vivo,
наблюдаемые свойства и процессы отличались
от тех, что могут происходить в живой ткани, од-
нако результаты данной работы служат основой
для создания методики исследования диффузии in
vivo в тканях головного мозга. Результаты данного
исследования могут найти применение в даль-
нейших исследовательских работах в области
молекулярной диффузией и структуры головно-
го мозга.
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