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ВВЕДЕНИЕ 

Внутрижелудочковое кровоизлияние (ВЖК) является наиболее 

смертельной формой черепно-мозговой травмы у взрослых и младенцев. ВЖК 

имеет самую высокую заболеваемость и смертность во всем мире [1-3]. 

Внутрижелудочковое кровоизлияние - это кровотечение в желудочковую 

систему головного мозга, где вырабатывается спинномозговая жидкость 

(ликвор), которая циркулирует по направлению к субарахноидальному 

пространству. Около 30% из них являются первичным результатом травмы, а 

70% являются вторичными, т.е. возникают в результате спонтанного 

внутричерепного кровоизлияния [4-6]. У взрослых смертность составляет от 50% 

до 80%, а вероятность неблагоприятных исходов в два раза выше [2,7-9]. 

Внутричерепное кровоизлияние возникает у 45% недоношенных младенцев [10] 

и у 46-50% зрелых младенцев [11,12], а также у 45-85% недоношенных 

младенцев. 

Однако существующие способы лечения и терапии не дают желаемого 

результата, и необходимы новые стратегии для уменьшения распространения 

гематомы.  

Недавно были открыты менингеальные лимфатические сосуды, которые 

играют важную роль в выведении продуктов крови из желудочков в 

периферическую лимфатическую систему, что может стимулироваться 

фотостимуляция [13,14]. Показано, что фотостимуляция может оказывать 

повышать лимфатической выведение из тканей головного мозга токсинов 

[15,16]. Эти новые фундаментальные знания проливают свет на понимание 

возможности влияния фотостимуляция на восстановление мозга в зрелом и 

неонатальном периоде после ВЖК и позволяют предположить, что 

фотостимуляция может стать новой, легко применимой и коммерчески 

знаичимой технологией для современного лечения ВЖК и других типов 

кровотечений в головном мозге. 
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Целью работы являлось изучение клинической значимости применения 

фотостимуляции менингеальных лимфососудов для лечения последствий после 

развития ВЖК на крысах в неонатальный период.  

Для достижения данной цели были поставлены следующие задачи: 

1. Изучить эффекты фотовоздействия на процесс лимфатического 

выведения различных трейсеров (эритроцитов, золотых наночастиц и 

красителея Evans Blue) из ликворной системы головного мозга 

новорожденных крыс с применением конфокальной микроскопии, 

оптической когерентной томографии и флуоресцентной микроскопии; 

2. Провести морфологичекий анализ тканей головного мозга 

новорожденных мышей с ВЖК без и после 7-дневного курса 

фототерапии; 

3. Оценить выживаемость и рефлексы новорожденных крыс с ВЖК без и 

после 7-дневного курса фототерапии. 
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Материалы и методы исследования 

Материалы исследования 

Работа выполнена на базе кафедры физиологии человека и животных 

Саратовского Государственного Университета имени Н. Г. Чернышевского, 

ЦКП «Симбиоз» ИБФРМ РАН и Саратовского Государственного Медицинского 

Университета имени В. И. Разумовского. 

Объекты исследования 

Во всех экспериментах использовали, новорожденных крыс Wistar в 

возрасте 10 дней (8-10 г) и крыс Wistar в возрасте 21 дня (20-22 г). Животные 

содержались в стандартных лабораторных условиях, с доступом к пище и воде 

неограниченно. Все процедуры проводились в соответствии с “Руководством по 

уходу и использованию лабораторных животных”. Протоколы экспериментов 

были одобрены Местной комиссией по биоэтике Саратовского государственного 

университета (Протокол № 7); 

Группы животных 

Исследования проводились на следующих группах животных: 

1) контроль (n=10); 

2) модель ВЖК 3 дня (n=10); 

4) модель ВЖК 11 дней (n=10); 

3) модель ВЖК 11 дней + ФС (n=10). 

 

Методы исследования 

Для создания модели внутрижелудочкового кровоизлияния использовали 

новорожденных крыс и вводили аутологичную кровь (7 мкл) в правый боковой 

желудочек (AD=1,2 мм; ML=1,8 мм;). Кровь брали из хвостовой вены той же 

крысы и собирали в стерильный эппендорф, предварительно промытый 

гепарином, чтобы избежать свертывания во время забора крови и инъекции. Во 

всех хирургических вмешательствах использовались асептические методы. 

Перед операцией была проведена дезинфекция стереотаксического аппарата и 

хирургических инструментов бетадином и 70%-ным этанолом [57-59].  
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На протяжении всей операции и периода эксперимента контролировали 

ректальную температуру до тех пор, пока крысу полностью не восстановилась и 

не проявила нормальную двигательную активность. Для обезболивания 

внутрибрюшинно вводили кетамин (100 мг/кг) и ксилазин (10 мг/кг). Крысу 

укладывали на термоодеяло и выбривали кожу головы. Нанеслась 

офтальмологическая мазь на оба глаза. Был сделан разрез кожи головы по 

средней линии длиной 1 см лезвием скальпеля толщиной 10 мм. Шприц Hamilton 

(25 мкл), был установлен на инжекционный насос, и игла (25 калибра) была 

направлена с использованием стеротаксиса над брегмой. Затем иглу 

позиционировали в соответствии с координатами с помощью 

стереотаксического манипулятора (Stoelting, Нью-Йорк, США). Небольшое 

черепное отверстие для заусенцев было просверлено в черепе с помощью дрели 

с переменной скоростью вращения и сверлом диаметром 1 мм. Хвост животного 

продезинфицировали 70%-ным этанолом и прокололи центральную хвостовую 

вену стерильной иглой (25 калибра) [60-62]. 

 После этого артериальную кровь собирали в стерильный эппендорф. Кровь 

была быстро перелита из эппендорфа в стеклянный цилиндр шприца 

"Гамильтон" и введена в поршень. Игла была введена в правый боковой 

желудочек. Артериальную кровь вводили со скоростью 2 мкл/мин. Иглу 

оставляли в желудочке на 10 мин, а затем удаляли со скоростью 1 мм/мин, чтобы 

предотвратить отток крови. Отверстие для заусенцев и разрез на коже головы 

были закрыты костным воском (Ethicon, Сомервилл, Нью-Джерси) и 

цианоакрилатным клеем (Henkel Consumer Adhesive Inc., Скоттсдейл, Аризона) 

соответственно. Контрольным крысам вводили равный объем (10 мкл) 

физиологического раствора [63-65]. 
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Рисунок 3 – Схематическое изображение введения необходимого раствора 
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Результаты 

Изучение клинического значения ФС-опосредованного 

лимфатического выведения эритроцитов из головного мозга 

Таблица 1 – Температура на внешней поверхности черепа и коры головного 

мозга до и после ФС у новорожденных крыс 

 

                                                                                                                        

Поскольку в предыдущих экспериментах на взрослых мышах доза ФС 9 

Дж/см2 была признана оптимальной, мы использовали эту дозу ФС у 

новорожденных крыс с адаптацией к прозрачности их черепа. Не было никаких 

изменений температуры на поверхности коры головного мозга (однократная доза 

ФС) и никаких морфологических изменений (течение ФС) в тканях головного 

мозга после ФС 9 Дж/см2. 

Номер  

крысы 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Среднее 

значение 

Средняя 

ошибка 

Без ФС 

Внешняя  

поверхность 

черепа  

 

36,4 

 

35,48 

 

35,62 

 

35,21 

 

35,35 

 

35,71 

 

35,28 

 

35,29 

 

36,03 

 

35,41 

 

 

35,552 

 

0,1020 

Под 

черепом на 

поверхности 

коры 

головного 

мозга 

 

37,03 

 

37,12 

 

 

37,22 

 

37,19 

 

37,14 

 

37,09 

 

37,10 

 

37,18 

 

37,15 

 

37,20 

 

37,142 

 

0,018 

ФС 9 Дж/см2 

Внешняя 

поверхность 

черепа 

 

36,22 

 

36,20 

 

36,23 

 

36,19 

 

36,10 

 

36,00 

 

36,02 

 

36,12 

 

36,01 

 

36,04 

 

36,113 

 

0,029 

Под 

черепом на 

поверхности 

коры 

головного 

мозга 

 

37,15 

 

37,19 

 

37,31 

 

37,28 

 

37,01 

 

37,05 

 

37,02 

 

37,09 

 

37,02 

 

37,04 
 
37,116 

 

0,035 
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 Рисунок 5 – Гистологический анализ тканей головного мозга до (а) и после 

однократной дозы ФС 9 Дж/см2 (б) 

        В экспериментах in vivo на здоровых новорожденных крыс мы 

продемонстрировали, что применение ФС в однократной дозе 9 Дж/см2 

значительно стимулировало удаление Evans Blue и ЗНЧ из правого бокового 

желудочка в ГШЛУ.  

Действительно, интенсивность флуоресценции Evans Blue в ГШЛУ на 60 

мин наблюдения была в 2,1 раза выше (3,06±0,41 а.е. против 1,43±0,76 а.е., 

p=0,04, T-тест независимых выборок) у крысят после ФС по сравнению с 

крысятами без ФС. Скорость накопления ЗНЧ в ГШЛУ была значительно выше 

у крыс после ФС по сравнению с крысятами без ФС (0,27±0,01 ед. против -

0,10±0,02 у.е., р<0,05, n=6 для контрольной группы без ФС и n=7 для группы ФС, 

тест Уилкоксона). 

 Результаты, представленные на рис 6., показывают, что количество 

эритроцитов в ГШЛУ было в 4,7 раза выше в группе ВЖК+ФС по сравнению с 

группой ВЖК ((0,52±0,03) × 105 на мм3 против (0,11±0,01) × 105 на мм3, р 

<0,001, ЛСД-тест). 

 Таким образом, эти серии экспериментов in vivo и ex vivo 

продемонстрировали, что ФС эффективно стимулирует лимфатический клиренс 

а 

б 
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эритроцитов и макромолекул (ЗНЧ и Evans Blue) из головного мозга 

новорожденных крыс.                .                                      .      

                                         

Рисунок 6 - Стимуляция лимфатического клиренса эритроцитов и 

макромолекул из головного мозга новорожденных крыс при PS 9 Дж/см2; (а) 

Репрезентативные флуоресцентные изображения клиренса Evans Blue из 

правого бокового желудочка в ГШЛУ с ФС и без ФС у здоровых 

новорожденных крыс; (б) количественный анализ интенсивности 

флуоресценции накопления Evans Blue в ГШЛУ у здоровых новорожденных 

крыс с ФС и без ВС: * - p<0,05 и **- p<0,01, n=4 в каждой группе, тест Тьюки; 

(в) ОКТ данные о накоплении ЗНЧ в ГШЛУ после его внутрижелудочковой 

инъекции с ФС и без него у здоровых новорожденных крыс, * - p<0,05, n=10 в 

каждой группе, T-тест независимых выборок; (г) количество эритроцитов в 

ГШЛУ через 1 час после инъекции крови в правый задний желудочек с ФС и 

без него, *** - p<0,001, n=6 в каждой группе, ЛСД-тест. ЛС были помечены 

Lyve-1 (зеленый цвет) и Prox-1 (желтый цвет), а эритроциты были 

визуализированы с помощью их автофлуоресценции (красный цвет). (д-е) 

репрезентативные конфокальные изображения ГШЛУ через 1 час после 
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инъекции физиологического раствора (д), кровь без ФС (e) и ВЖК + ФС (ж) в 

правый задний желудочек. Вставки в (д-ж) представляют фотографии ГШЛУ; 

(и-л) 3D-рендеринг ГШЛУ через 1 час после инъекции физиологического 

раствора (и), крови без ФС (к) и ВЖК + ФС (л) в правый задний желудочек 

(объем ГШЛУ составил 135×135×40 мкм3);  

 

3.2 Терапевтическое воздействие ФС-курса на выздоровление 

новорожденных крыс и взрослых мышей после внутривенного 

вливания 

Результаты, представленные на рис.7, демонстрируют снижение смертности 

от ФС у новорожденных крыс. Действительно, уровень смертности 

новорожденных крыс составил 20,0 % (6 из 30) в группе ВЖК. В контрольных 

группах ни одно животное не погибло (n=30 из 30). Курс ФС увеличивал 

выживаемость новорожденных крыс.  

 

Рисунок 7 - Графики общей выживаемости Каплана-Мейера в тестируемых 

группах с курсом ФС и без него; число выживших крыс к 21-му дню 

наблюдения было значительно выше в группе ВЖК+ФС, чем в группе ВЖК 
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Таким образом, смертность в группе ВЖК+ФС составила 6,6% (2 из 30). 

Количество выживших крысят было выше в группе ВЖК+ФС по сравнению с 

группой группа ВЖК (р=0,032, логарифмический ранг теста X2 (Мантел-Кокс) = 

6,877, метод Каплана-Мейера). 

Курс ФС значительно уменьшил размер ВЖК. Действительно, размер 

внутрижелудочкового кровоизлияния через 11 дней по сравнению с 3 днями 

после ВЖК был в 4,1 раза меньше в группе ВЖК+ФС (0,10±0,02 мм2 против 

0,41±0,64 мм2, р=0,0001, n= 10 в каждой группе, тест Уэлча) и был всего в 1,5 

раза меньше в группе без ФС (0,27±0,04 мм2 против 0,41±0,64 мм2, р=0,001, n=10 

в каждой группе, группа Уэлча).  

 

 

Рисунок 4 – а, б - Гистологическое изображение нормальных тканей головного 

мозга вокруг правого левого желудочка и перивентрикулярной гематомы, 

образовавшейся через 3 дня после внутривенной трансплантации, n=10 в каждой 

группе; в - Репрезентативные 2D-изображения нормального головного мозга через 3 

и 11 дней после внутривенного введения с курсом ФС и без него, n=10 в каждой 

группе. 
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Введение крови в правый желудочек не сопровождалось образованием 

периваскулярной гематомы (рис. 4). Этот факт можно объяснить более высокой 

устойчивостью гематоэнцефалического барьера (ГЭБ) к травмам у 

новорожденных крыс, чем у взрослых.   

ФС-курс способствует полному восстановлению желудочков, которые 

расширены после ВЖК. Действительно, через 3 дня после внутривенного 

вливания размер правого бокового желудочка был в 4,9 раза больше в группе 

внутривенного вливания по сравнению с фиктивной группой (0,54±0,12 мм2 

против 0,11±0,07 мм2, р=0,00001, n=10 в каждой группе, тест Уэлча). 

 После курса ФС размер правого бокового желудочка не различался между 

группами ВЖК+ФС и контрольной группой (0,15±0,02 мм2 и 0,13±0,03 мм2 

соответственно, n=10 в каждой группе, тест Уэлча).  

Однако в группе ВЖК без ФС размер правого бокового желудочка был 

только уменьшен и был в 1,8 раза меньше по сравнению с ВЖК через 3 дня после 

внутрижелудочковой инъекции крови (0,29±0,06 мм2 против 0,54±0,12 мм2, 

р=0,0000025, n=10 в каждой группе, количество испытуемых, получавших 

внутрижелудочковую инъекцию крови).  
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Рисунок 10 – 2D-изображения размера правого бокового желудочка (в трех 

проекциях) у новорожденных крыс контрольной (фиктивной) группы, через 3 

дня и 11 дней после внутривенной анестезии без и после курса ФС-9 Дж/см2 

  После курса ФС новорожденные крысы продемонстрировали полное 

избавление от вазогенного отека, который мы наблюдали у крыс через 3 дня 

после ВЖК по сравнению с контрольной группой.  

Через три дня после ВЖК размер увеличился в 2,3 раза в группе ВЖК по 

сравнению с контрольной группой. фиктивная группа (0,021±0,005 мкм против 

0,009±0,001, p=0000002, n=10 в каждой группе, тест Уэлча).  
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Рисунок 11 – (а) Количественный анализ внутрижелудочкового кровоизлияния 

(мм2), образовавшегося на 3-й день и 11-й день после ВЖК с курсом ФС и без 

него, n=10 в каждой группе, среднее значение ± SD, тест Уэлча);  

(б) количественный анализ размера правого бокового желудочка (мм3) на 3-й 

день. 11 дней ВЖК и 11 дней после ВЖК с курсом ФС и без него, n=10 в 

каждой группе, среднее значение ± SD, тест Уэлча);  

(в) количественный анализ размера ПВП (мкм) на 3-й день и 11-й день после 

ВЖК с курсом ФС и без него, n=10 в каждой группе, среднее значение ± SD, 

тест Уэлча) 
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Через одиннадцать дней после ВЖК размер ПВП был полностью 

восстановлен в группе ВЖК + ФС (0,009±0,003 мкм в группе ВЖК + ФС и 

0,007±0,002 мкм, NS, n=10 в каждой группе, тест Уэлча), в то время как размер 

ПВП был уменьшен не полностью и был в 1,4 раза меньше по сравнению с 3 

днями после в/в введения (0,015±0,033 мкм против 0,021±0,005 мкм, р=0,007, 

n=10 в каждой группе, тест Уэлча). 

 

 

Рисунок 12 – (а) Гистологические изображения, иллюстрирующие нормальные 

ткани головного мозга без вазогенного отека; (б) Значительное увеличение 

размера ПВП через 3 дня после ВЖК; (в) Уменьшение размера ПВП через 11 

дней после ВЖК, (г) уменьшение размера ПВП через 11 дней после ВЖК + ФС 
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Однократная доза ФС в 9 Дж/см2 увеличивала время восстановления ВЧД, 

которое значительно увеличивалось после внутрижелудочкового введения 

крови. Введение крови в правый боковой желудочек вызывало немедленное 

повышение ВЧД (4,10±0,05 мм рт.ст. против 1,83±0,02 мм рт.ст., р=0,007813, 

n=10 в каждой группе, тест Уилкоксона).  

Впоследствии ВЧД постепенно снижалось гораздо быстрее в группе 

ВЖК+ФС, чем в группе ВЖК. Действительно, через 60 минут наблюдения ВЧД 

достигло базальных значений в группе ВЖК+ФС и не отличалось от фиктивной 

группы (1,86±0,02 мм рт.ст. и 1,82±0,02 мм рт. ст. соответственно). Напротив, в 

группе ВЖК ВЧД был статистически выше по сравнению с группой фиктивная 

группа (1,97±0,04 мм рт.ст. против 1,82±0,02 мм рт.ст., р=0,05, n=10 в каждой 

группе, тест Уилкоксона). 

 

Рисунок 13 - Мониторинг ВЧД у контрольных крыс и у крыс после ВЖК + ФС 

и без него (однократная доза лазера 9 Дж/см2), * - р<0,05; ** - р<0,01; *** - 

р<0,001; * - между контрольной группой и ВЧД; * - между контрольной 

группой и группой ВЖК+ФС; * - между группами ВЖК и ВЖК+ФС 
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Курс ФС 9 Дж/см2 улучшил неврологический статус после ВЖК у 

новорожденных крыс. График тестирования двигательных рефлексов и нервно-

психического развития представлен на рисунке.  

Таким образом, оценка двигательных тестов, таких как подвешивание 

задних и передних конечностей, снизилась в группе ВЖК по сравнению с 

группой фиктивная группа, предполагающая нарушение двигательной функции 

после внутривенного введения (n=10 в каждой группе, p=0,0001688, тест 

Уилкоксона). Однако результаты этих тестов были существенно увеличены 

после ФС по сравнению с крысятами без терапии ФС (n=10 в каждой группе, 

p=0,0001566 для теста на задние конечности и p = 0,0001216 для теста на 

передние конечности, теста Уилкоксона.  

Рефлексы развития нервной системы были нарушены у крысят с ВЖК, о чем 

свидетельствует снижение баллов по тестам "Избегание обрыва" и "походка" в 

группе ВЖК по сравнению с контрольной группой (n=10 в каждой группе, 

p=0,0001688 для теста "Избегание обрыва" и p=0,0001746 для теста "походка" 

Уилкоксона). тест). После курса ФС щенки выполняли эти тесты намного лучше, 

чем животные без ФС-терапии (n=10 в каждой группе, p= 0,0001736 для теста на 

избегание обрывов и p= 0,0002019 для теста на походку, теста Уилкоксона). 
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Рисунок 8 - (а, б) – оценка двигательных тестов, включая тест задних 

конечностей (а) и тест передних конечностей (б); (в, г) – оценка рефлекторных 

тестов на развитие нервной системы, включая тест на избегание обрыва (в) и 

тест на походку (г); n=10 в каждой группы для а-г 
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ВЫВОДЫ 

1. Лимфатическая система головного мозга новорожденных крыс играет 

важную роль в выведении продуктов крови из ликровной системы в 

периферическую лимфатическую систему; 

2. Фотостимуляция в инфракрасном диапазоне существенно повышает 

эффективность лимфатического выведения продуктов крови из ликворной 

системы головного мозга новорожденных крыс; 

3. Фотостимуляция лимфатических сосудов оказывает терапевтические 

эффекты на новорожденных крыс с ВЖК, повышая их выживаемость и 

улучшая нейрокогнитивный статус у животных. 
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