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Резюме 
Цель исследования. Определить персонализированные морфологические фенотипы нейронов 

на основании характера распределения нейронального белка NeuN в слоях коры головного мозга. 
Материал и методы. Провели гистологическое исследование коры головного мозга крыс (n=10). 

Препараты окрашивали гематоксилином и эозином. Для визуализации ядерного нейронального 
белка NeuN применяли иммуногистохимический метод окрашивания. Препараты исследовали с по-
мощью микроскопа и программного обеспечения для анализа изображений. 

Результаты. Отметили разнообразную локализацию и интенсивность иммуногистохимического 
окрашивания NeuN в нейронах коры головного мозга. На основании интенсивности окрашивания 
NeuN в каждом препарате выделили интенсивно окрашенные, неокрашенные, а также со следовым 
окрашиванием нейроны. Вопреки определению белка NeuN как ядерного нейронального, NeuN в боль-
шей части нейронов локализовался как в ядре, так и в цитоплазме. На основании разнообразной ло-
кализации NeuN (иммуногистохимического окрашивания на NeuN) выделили следующие фенотипы 
нейронов: 1) нейроны с окрашенным ядром, но неокрашенной цитоплазмой; 2) нейроны с окрашенной 
цитоплазмой, но неокрашенным ядром; 3) нейроны с окрашенной цитоплазмой и ядром; 4) полностью 
окрашенные нейроны, в которых ядро не визуализировалось; 5) нейроны с окрашенными отростками 
(дендритами/аксонами). Выявили значимые различия интенсивности окрашивания NeuN-позитивных 
нейронов в зависимости от локализации в слоях коры головного мозга. 

Заключение. Учитывая важную биологическую роль белка NeuN, фенотипы нейронов, выделен-
ные на основании различной локализации NeuN, заслуживают особого внимания исследователей, 
так как могут свидетельствовать о функциональном состоянии нейронов. Интерпретация отсутствия 
окрашивания NeuN в нейроне как признака повреждения научно не обоснована. В дальнейших ис-
следованиях с использованием иммуногистохимического окрашивания с антителами к NeuN следует 
учитывать и подвергать анализу не только общее количество нейронов, в которых отмечена поло-
жительная реакция, но и различные их фенотипы. 
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Summary 
Aim. To identify personalized morphological neuronal phenotypes based on the distribution pattern of 

the neuronal protein NeuN in the cerebral cortex layers. 
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Experimental  Studies

Materials and Methods. A histologic study of the cerebral cortex was performed in rats (N=10). Tissue sec-
tions were stained with hematoxylin and eosin, and the neuronal nuclear protein NeuN was visualized by im-
munohistochemical staining. Analysis was performed by microscopy and image analysis software. 

Results. NeuN immunohistochemical staining revealed distinct localization and intensity patterns within 
cortical neurons. Contrary to the definition of NeuN as a nuclear neuronal protein, its localization was observed 
in both the nucleus and cytoplasm in most neurons. The following neuronal phenotypes were identified based 
on NeuN staining patterns:  

1) Neurons with stained nuclei but unstained cytoplasm; 
2) Neurons with stained cytoplasm but unstained nuclei; 
3) Neurons with stained nuclei and cytoplasm; 
4) Fully stained neurons with no visible nuclei; 
5) Neurons with stained processes (dendrites/axons). 
A significant difference was found between mean intensity of NeuN-positive neurons depending on the 

localization in the layers of the cerebral cortex. 
Conclusion. Given the critical biological role of NeuN, the identified neuronal phenotypes based on NeuN 

localization warrant further research as they may reflect the functional states of neurons. The interpretation 
of the absence of NeuN staining as a marker of neuronal damage is not scientifically justified. Future studies 
using NeuN immunohistochemical staining should consider not only the total number of NeuN-positive neu-
rons, but also their distinct phenotypes. 

Keywords: NeuN protein; personalized neuronal phenotyping; neuronal phenotypes; cerebral cortex; im-
munohistochemistry; morphology; morphometry. 
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Введение 
Белок NeuN был открыт в результате ис-

следования моноклональных антител (mAb) 
против ядер клеток головного мозга. Одно из 
них, mAb A60, распознает ядерный белок, яв-
ляющийся специфичным для нейронов по-
звоночных. Белок был назван NeuN (Neuronal 
Nuclei). Обнаруживаемый иммуногистохими-
чески белок NeuN впервые появляется во 
время выхода нейрона из клеточного цикла 
или начала терминальной дифференцировки 
нейрона [1]. Длительное время было неизвестно 
с  каким белком связывалось антитело A60. 
И только в 2009 г. было показано, что NeuN со-
ответствует белку Fox-3, известному также как 
Rbfox3  [2]. Геном млекопитающих содержит 
три гена: Fox-1 Fox-2 и  Fox-3. Три белка Fox 
млекопитающих участвуют в регуляции сплай-
синга мРНК. Альтернативное название трех 
белков  — гексарибонуклеотидсвязывающий 
белок 1, 2 и 3 (HRNBP1, 2 и 3). 

Таким образом, NeuN (Fox-3, Rbfox3 или гек-
сарибонуклеотидсвязывающий белок-3), пред-
ставляет собой ядерный антиген нейронов, ис-
пользуемый в  качестве биомаркера нейронов. 

Этот нейрон-специфичный ядерный белок 
стабильно экспрессируется в большинстве по-
стмитотических нейронов нервной системы по-
звоночных. Отсутствие окрашивания NeuN рас-
сматривалось как маркер повреждения нейронов 
в ряде исследований [3–6]. Исследования с ис-
пользованием первичных антител против NeuN 
проводились как на экспериментальном, так 

и на аутопсийном материале человека. Данные 
литературы свидетельствуют о перспективности 
использования NeuN для изучения реакций 
нейронов на повреждение, в том числе в сравни-
тельных межвидовых исследованиях [7]. Однако, 
во многих исследованиях ставится под сомнение 
роль NeuN как маркера неповрежденных ней-
ронов, указывая, что окрашивание вариабельно 
и  может отсутствовать при определенных за-
болеваниях и физиологических состояниях [8]. 
Было показано, что наличие или отсутствие им-
муногистохимической (ИГХ) реакции с первич-
ными антителами против NeuN зависит от ста-
туса фосфорилирования этого NeuN, являюще-
гося эпитопом Rbfox3, входящего в  семейство 
факторов сплайсинга Rbfox1 [9]. Следовательно, 
отсутствие окрашивания NeuN может быть свя-
зано не с  гибелью нейронов, а  со снижением 
экспрессии белка NeuN или потерей антиген-
ности NeuN [10]. Ранее мы также отмечали боль-
шую вариабельность окрашивания NeuN в ней-
ронах коры головного мозга пациентов, умерших 
от COVID-19  [11]. Тем не менее, факторы, при-
водящие к снижению экспрессии белка или по-
тере антигенности, недостаточно изучены. Также 
недостаточно информации о  связи функцио-
нальной активности нейронов с особенностями 
окрашивания и локализацией NeuN. 

Цель исследования — определить персо-
нализированные морфологические фенотипы 
нейронов на основании характера распределе-
ния нейронального белка NeuN в  слоях коры 
головного мозга. 
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Материал и методы 

Для гистологического исследования отобрали 
10 образцов головного мозга крыс-самцов линии 
Wistar массой 200–250 г (n=10). Эксперименты про-
водили в  соответствии с  требованиями Директи-
вы 2010/63/EU Европейского парламента и совета 
Европейского союза по охране животных, исполь-
зуемых в научных целях. Крыс эвтаназировали ме-
тодом цервикальной дислокации под общей ане-
стезией золетилом в дозировке 20 мг/кг и ксила-
зином — 5 мг/кг, введенных внутрибрюшинно. Ма-
териал фиксировали в 10% нейтральном формалине, 
затем осуществляли стандартную парафиновую 
проводку. Срезы толщиной 4 микрон окрашивали 
гематоксилином и эозином. 

Для визуализации ядерного нейронального 
белка NeuN применяли иммуногистохимический 
метод окрашивания. Срезы депарафинизировали 
в ксилоле, и регидрировали в этиловом спирте. Вы-
сокотемпературную демаскировку проводили в цит-
ратном буфере pH 6 (Target Retrieval Solution, DAKO, 
Glostrup, Denmark). Срезы охлаждали, трижды про-
мывали в  дистиллированной воде, и  трижды про-
мывали в фосфатном буфере (PBS IHC Wash Buffer + 
Tween, Cell Marque, Rocklin, CA, USA) по 5 мин. Для 
подавления эндогенной пероксидазы срезы выдер-
живали в 3% перекиси водорода в течении 10 мин. 
Для предотвращения неспецифического связывания 
первичных или вторичных антител с белками тканей, 
использовали (Protein Block Serum-free, Abcam, Cam-
bridge, UK) с экспозицией 30 мин. Срезы инкубиро-
вали при 37°C в течение 1 ч с первичными антителами 
к NeuN (Abcam. Cambridge, UK) разведенных в Anti-
body Diluent (Abcam, Cambridge, UK). Затем срезы 
отмывали в  PBS трижды по 5 мин. Для детекции 
связывания первичных антител с  антигеном ис-
пользовали коммерческий набор (Diagnostic BioSy-
stems. Netherlands), содержащий вторичные антитела 
и субстрат (DAB). После промывания срезов в PBS, 
их контрастировали гематоксилином, отмывали 
в проточной воде и дегидратировали в спиртах, за-
ключали под покровные стекла. 

Препараты исследовали с помощью микроскопа 
Nikon Eclipse Ni-U. Среднюю интенсивность окра-
шивания NeuN-позитивных нейронов определяли 
на основании показателя Mean Density, используя 
программное обеспечение для анализа изображений 
NIS-Elements BR. 

Статистический анализ проводили с  исполь-
зованием IBM SPSS Statistics 29.0. Для сравнительного 
межгруппового анализа использовали непарамет-
рический метод статистического анализа, применяли 
критерий Краскела–Уоллиса, в качестве апостериор-
ных критериев использовали критерий Данна и по-
правку Бонферрони. Различия считали статистически 
значимыми при р�0,05 (двусторонний критерий). 
Статистические данные описывали в  виде медиан 
и интерквартильных диапазонов. 

Результаты 

В небольших по размеру нейронах первого 
слоя коры NeuN локализовался по периферии 
ядер. 

В ядрах второго слоя окрашивалась пери-
ферия ядер. Центральная часть ядер была окра-
шена диффузно и  менее интенсивно. В  цито-
плазме нейронов отмечали слабое и диффузное 
окрашивание. В отдельных нейронах ядра имели 
диффузную и  интенсивную окраску. Положи-
тельную реакцию на NeuN регистрировали в яд-
рышках ядер. В некоторых нейронах как ядро, 
так и цитоплазма были окрашены очень слабо 
или не окрашены. 

Ядра большинства пирамидных нейронов 
третьего слоя характеризовались интенсивным 
диффузным окрашиванием. Встречали нейро-
ны, в  которых ядра имели низкую интенсив-
ность окрашивания. Окрашивание цитоплазмы 
было невысокой интенсивности, диффузное. 
Положительное окрашивание выявили в  на-
чальных отделах отростков нейронов — денд-
ритах, аксонах. 

В четвертом слое коры головного мозга 
наблюдали ядра небольших размеров, более 
интенсивно окрашенные по периферии. Гиа-
лоплазма имела однородную окраску средней 
интенсивности. В  некоторых нейронах ядра 
и  цитоплазма не были окрашены или имели 
незначительную интенсивность окрашивания. 

В пятом слое ядра многих крупных пира-
мидных нейронов имели различную интенсив-
ность окраски. В цитоплазме продукт реакции 
был представлен немногочисленными мелкими 
гранулами. Преобладало диффузное окраши-
вание с включением окрашенных гранул. В ряде 
крупных нейронов ядра и цитоплазма не были 
окрашены или имели низкую интенсивность 
окрашивания. В части нейронов выявили низ-
кую интенсивность окрашивания начальных 
отделов дендритов и аксонов. Ядра и цитоплазма 
нейронов небольших размеров были окрашены 
с различной интенсивностью. 

Шестой слой полиморфных клеток харак-
теризовался неодинаковым окрашиванием ядер 
и цитоплазмы нейронов. Отмечали много ядер 
нейронов с  периферической локализацией 
NeuN. В  результате иммуногистохимической 
реакции формировалось кольцевидное окра-
шивание по периферии ядер. Выявили много 
слабо окрашенных или не окрашенных ядер 
нейронов на границе с  белым веществом го-
ловного мозга. Отмечали умеренное или менее 
интенсивное окрашивание начальных отделов 
аксонов и дендритов нейронов. 

Таким образом, на основании особенностей 
окрашивания NeuN в нейронах коры головного 
мозга, выделили следующие фенотипы (рис. 1):  
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Таблица. Показатели средней интенсивности окра-
шивания NeuN позитивных клеток в разных слоях 
коры головного мозга крыс, Me (Q1–Q3). 
Сравниваемые           Средняя интенсивность                  p 
слои                                                окрашивания 
4–3                                      69 (60–84)           71 (60–89)              0,033* 
4–5                                      69 (60–84)           76 (65–88)            �0,001* 
4–2                                      69 (60–84)           76 (66–90)            �0,000* 
4–6                                      69 (60–84)           68 (80–93)            �0,000* 
4–1                                      69 (60–84)          88 (68–110)           �0,000* 
3–5                                      71 (60–89)           76 (65–88)            �0,000* 
3–2                                      71 (60–89)           76 (66–90)            �0,000* 
3–6                                      71 (60–89)           68 (80–93)            �0,000* 
3–1                                      71 (60–89)          88 (68–110)           �0,000* 
5–2                                      76 (65–88)           76 (66–90)               1,000 
5–6                                      76 (65–88)           68 (80–93)            �0,000* 
5–1                                      76 (65–88)          88 (68–110)           �0,000* 
2–6                                      76 (66–90)           68 (80–93)              0,015* 
2–1                                      76 (66–90)          88 (68–110)           �0,001* 
6–1                                      68 (80–93)          88 (68–110)              0,123 
Примечание. * — cтатистически значимые различия. Рис. 2. Значения интенсивности окрашивания NeuN пози-

тивных нейронов в слоях коры головного мозга крысы.

Рис. 1. Локализация NeuN в нейронах коры головного мозга крысы. 
Примечание. Иммуногистохимическое (ИГХ) окрашивание. Ув. об. ×20. a–c — различная интенсивность окрашивания 
препаратов от слабой до выраженной. Зеленые стрелки — нейроны с положительной ИГХ-реакцией в ядрах и 
цитоплазме; желтые стрелки — нейроны с положительной ИГХ-реакцией в ядре; черные стрелки — нейроны с поло-
жительной ИГХ-реакцией, но без видимых очертаний ядра; голубые стрелки — неокрашенные нейроны; d — цветные 
линии — границы между слоями коры головного мозга; римские цифры — соответствующие слои. 
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1) нейроны с  окрашенным ядром, но не-
окрашенной цитоплазмой;  

2) нейроны с  окрашенной цитоплазмой, 
но неокрашенным ядром;  

3) нейроны с  окрашенной цитоплазмой 
и ядром;  

4) полностью окрашенные нейроны, в ко-
торых ядро не визуализировалось;  

5) нейроны с  окрашенными отростками 
(дендритами/аксонами). 

Показатели интенсивности окрашивания 
NeuN- позитивных нейронов различались в за-
висимости от слоя коры (рис. 2, табл.). В ре-
зультате сравнительного анализа слоев коры 
головного мозга по средним показателям ин-
тенсивности окрашивания NeuN выявили раз-
личия, представленные в таблице. 

Обсуждение 
Описанные выше фенотипы нейронов 

коры головного мозга на основании локализа-
ции ИГХ-реакции с антителами к NeuN разроз-
ненно упоминаются в  исследованиях. В  част-
ности, были предприняты попытки и получены 
некоторые результаты, объясняющие вариа-
бельность окрашивания NeuN. 

Самым распространенным фенотипом, со-
гласно данным выполненного исследования, яв-
ляются нейроны с окрашенными ядром и цито-
плазмой. Известно, что ядерный белок мозга 
NeuN связан с ДНК, а по данным Y. S. Lin и со-
авт. [12] ИГХ-реакция с белком NeuN преимуще-
ственно обнаруживается в ядрах клеток и в мень-
шей степени — в области перинуклеарной ци-
топлазмы. Вероятно, что ИГХ-окрашивание ядра 
и цитоплазмы обусловлено субклеточной лока-
лизацией различных подтипов NeuN/Rbfox3. Под-
тип 46 кДа в основном распределен в ядре, тогда 
как подтип 48 кДа в основном локализован в ци-
топлазме [13]. В некоторых нейронах, таких как 
зернистые клетки мозжечка, отсутствует ядерное 
окрашивание в афферентных вегетативных ней-
ронах, в то время как цитоплазма демонстрирует 
положительную ИГХ-реакцию [14]. 

Различная интенсивность окрашивания 
и наличие NeuN-негативных нейронов не может 
свидетельствовать только о повреждении ней-
ронов, а  скорее маркирует различную функ-
циональную активность нейрона. Возможно, 
что интенсивность окрашивания NeuN ядра 
зависит от состояния хроматина. Обнаружено, 
что ядра клеток мозга мышей, которые экс-
прессировали высокие уровни NeuN/FOX3, 
имели деконденсированный хроматин по 
сравнению с ядрами со следовым окрашива-
нием и неокрашенными [15]. Подтверждением 
того, что NeuN-негативные нейроны присут-
ствуют в головном мозге и не связаны с пато-

логическими факторами являются результаты 
исследования F. A. Azevedo и соавт. [16], проде-
монстрировавшие, что мозг взрослого муж-
чины содержит 86,1±8,1 миллиарда NeuN-по-
ложительных клеток («нейронов») и  84,6±9,8 
миллиарда NeuN-отрицательных клеток. 

M. L. Hernandez и соавт. [17] были получены 
данные, свидетельствующие о  том, что суще-
ствует постоянная субпопуляция NeuN-нега-
тивных нейронов в  латеральном неокортексе 
и что эти нейроны потенциально более уязвимы 
для позднего повреждения клеточной мембра-
ны. Большая вариабельность окрашивания 
NeuN при исключении воздействия патологи-
ческих факторов была отмечена в исследовании 
нейронов черной субстанции интактных лабо-
раторных животных (крыс): помимо NeuN по-
зитивных нейронов выявлены неокрашенные 
и со следовым окрашиванием нейроны, а также 
отмечена различная субклеточная компартмен-
тализация NeuN. Авторами сделан вывод о том, 
что морфометрическая оценка экспрессии NeuN 
не может быть применена в  качестве нейро-
нального маркера в черной субстанции [18]. 

Исследование I. Unal-Cevik и  соавт.  [19], 
в котором сопоставили результаты ИГХ-иссле-
дования и  вестерн-блот-исследования NeuN 
в мозге мышей через 6 ч после церебральной 
ишемии, показало, что в  образцах головного 
мозга, в которых не наблюдалось ИГХ-реакции, 
уровни белка не были снижены. Следовательно, 
интенсивность иммуногистохимической реак-
ции при выявлении NeuN снижается в резуль-
тате метаболических нарушений, а не повреж-
дения или уменьшения количества нейронов. 

Данные некоторых исследований предпо-
лагают зависимость количества NeuN-позитив-
ных нейронов от возраста и  пола  [20–22]. Так, 
A. Sugiura и соавт. [22] показали, что количество 
нейронов гипоталамуса, содержащих NeuN, 
уменьшалось со старением  . Однако, в  нашем 
исследовании коры головного мозга пациентов, 
умерших от COVID-19, не было выявлено влия-
ние пола и возраста на окрашивание NeuN [11]. 

L. Luijerink и соавт.  [23] обнаружили, что 
ИГХ-реакция была слабее при окрашивании 
парафиновых срезов образцов мозга человека, 
чем при окрашивании препаратов мозга экс-
периментальных животных. Авторы связывают 
снижение окрашивания с влиянием фиксации 
и техники гистологической подготовки препа-
ратов. Тем не менее, другие исследования на 
экспериментальном материале показывают вы-
сокую вариабельность окрашивания нейронов 
независимо от фиксации материала [18]. 

Экспрессия NeuN изучалась при заболе-
ваниях и  травмах. L. T. McPhail и  соавт.  [24] 
было обнаружено, что резекция перифериче-



ского нерва у крысы и мыши приводит к почти 
полной потере NeuN в лицевых мотонейронах 
через 3 дня после травмы и не восстанавлива-
ется до 28 дней, несмотря на выживание ней-
ронов. Окрашивание NeuN было значительно 
снижено или утрачено при перинатальной вне-
запной смерти плода. Однако нейроны со сни-
женной маркировкой NeuN не показали при-
знаков апоптоза. Также была обнаружена 
значительная связь между истощением NeuN 
в нейронах головного мозга плода и курением 
матери [25]. 

Исследование M. B. Anderson и соавт. [26], 
выявившее увеличение экспрессии NeuN в ядрах 
и  цитоплазме нейронов ганглиев дорсальных 
корешков на экспериментальной модели адъ-
ювант-индуцированного артрита, предполагает 
потенциальную роль NeuN в активации ноци-
цептивных нейронов и  реализации болевых 
ощущений. 

Заключение 

Учитывая важную биологическую роль бел-
ка NeuN, фенотипы нейронов, выделенные на 
основании различной локализации NeuN, за-
служивают особого внимания исследователей, 
так как могут свидетельствовать о функциональ-
ном состоянии нейронов. Интерпретация отсут-
ствия окрашивания NeuN в нейроне как признака 
повреждения научно не обоснована. При про-
ведении ИГХ-исследований с антителами к NeuN 
следует учитывать и подвергать анализу не только 
общее количество нейронов, в которых отмечена 
положительная реакция ИГХ, но и различные 
их фенотипы. Принимая во внимание результаты, 
показавшие значимые различия интенсивности 
окрашивания NeuN в зависимости от слоя коры, 
в дальнейших исследованиях следует рассмотреть 
выявленные фенотипы нейронов в качестве по-
тенциального критерия персонализированного 
профиля слоев коры головного мозга.
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