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Резюме
Благодаря своей универсальности микроди-

ализ представляет собой популярный метод, 
используемый в различных областях, особен-
но в фармакологии, неврологии и биомедицин-
ских исследованиях. Потенциальная и ценная 
роль этого метода заключается в использовании 
этой техники в качестве локального устройства 
для взятия проб и решения задач метаболомики,  
тем самым обнаружения молекул-маркеров и сле-
дов фармакотерапевтических вмешательств. В на-
стоящее время микродиализ чаще используется в 
качестве метода сбора или распределения опре-
деленного вещества в определенном месте. Этот 
метод успешно применяется в различных иссле-
дованиях, где необходим отбор несвязанных эн-
догенных и экзогенных веществ из внеклеточной 
жидкости широкого спектра тканей организма, 
доставка лекарств в ткани-мишени и даже в каче-
стве инструмента для мониторинга веществ в тка-
невой инженерии. Микродиализ является мало-
инвазивным средством обеспечения практически 
непрерывного измерения метаболизма любого 
органа или ткани, в том числе и головного мозга, 
который позволяет обнаружить признаки клеточ-
ного дистресса до системных проявлений. Цере-
бральный микродиализ явялется безопасным ме-
тодом мониторинга региональной биохимии моз-
га. Анализ биологической жидкости центральной 
нервной системы может помочь в принятии кли-

нических решений, ориентировать фармакотера-
пию и помочь в прогнозировании результатов ле-
чения пациентов. Межклеточные взаимодействия, 
влияния гормонов, цитокинов, нейромедиаторов, 
продукция внеклеточной жидкости (в том числе 
и ликвора), а также площадь и тип поверхности 
мембраны направляющей канюли, скорость пода-
чи изотонической жидкости, которая регулирует-
ся шприцевым и плунжерным насосами, влияют 
на финальные концентрации целевых компонен-
тов в диализате. Вышеперечисленные параметры 
тесно связаны между собой и при их несоблюде-
нии в процессе анализа впоследствии могут быть 
выявлены неточности. В данной публикации рас-
сматриваются основные аспекты и параметры, ко-
торые могут оказать влияние на процесс сбора ана-
лита и его содержание, а также области примене-
ния микродиализа в нейробиологии и нейрохимии.
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Abstract
Microdialysis is a versatile and popular minimal-

ly invasive technique which enables sampling, col-
lecting, and continuous measurement of small-mo-
lecular-weight substances in the extracellular fluid 
of virtually any tissue. Widely established in phar-
macology and neuroscience, it permits evaluation of 
the metabolism in any organ including brain and al-
lows early detection of the cell stress. Concentra-
tions of the target analytes in the dialysate are deter-
mined by the type of the analysed tissue, paracrine 
interactions, and technical features such as mem-
brane type and surface area or flow rate of isotonic 
fluid. Cerebral (or brain) microdialysis can be used 

in personalised pharmacotherapy and prognostica-
tion in patients with neurological disorders. Here we 
discuss recent advances in brain microdialysis and 
focus on critical parameters defining its efficiency.

Keywords: brain microdialysis, neuroscience, 
neurodegenerative diseases, neurobiology, neuro-
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Введение
Микродиализ – один из современных ме-

тодов получения биологической жидкости 
(внеклеточная жидкость) из ткани в процес-
се функционирования организма с последую-
щим анализом компонентного состава жидко-
сти. Принципиальной основой метода является 
проникновение аналита путём простой диффу-
зии в перфузируемую жидкость (перфузат, изо-
тоническая жидкость) с формированием анали-
зируемой смеси – диализата [1].

Впервые эта техника была разработана в 
конце 1950-х годов и использована для изуче-
ния концентрации нейротрансмиттеров в ткани 
головного мозга у крыс [2,3]. Позднее этот ме-
тод был переработан и усовершенствован для 
исследования эндогенных и экзогенных соеди-
нений во внеклеточной жидкости различных 
тканей. Метод микродиализа не ограничивает-
ся исследованиями in vivo, он также использу-

ется для отбора проб в исследованиях in vitro 
[4].

Особую актуальность приобрел этот метод 
исследования в экспериментальной нейробио-
логии, нейрохимии, а также клинической ме-
дицине, например, нейрохирургии. Помимо то-
го, что этот метод популярен для оценки уров-
ня нейротрансмиттеров и метаболитов, в том 
числе, например, бета-амилоида при хрони-
ческой нейродегенерации [5], в эксперимен-
тальной нейрохимии этот метод пригоден для 
оценки субклеточного метаболома, например, 
продукции лактата и пирувата в реакциях гли-
колиза, а также генерации промежуточных ме-
таболитов цикла трикарбоновых кислот, что 
совокупно отражает энергетическую функ-
цию митохондрий и является чувствительным 
способов оценки (гипо)метаболизма головно-
го мозга. В клинической практике наибольшее 
распространение получил анализ спинномозго-
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вой жидкости, полученной методом микродиа-
лиза головного мозга, позволяющий оценивать 
продукцию лактата, утилизацию глюкозы [6], 
продукцию цитокинов [7], аккумуляцию бе-
та-амилоида [8].

Кроме сбора аналита, этот метод применяют 
как средство доставки вещества в обозначен-
ную зону [9, 10, 11] и используют для изучения 
распределения лекарственного средства в тка-
нях in vivo, концентрации на целевом участке, 
что дает возможность сопоставления содержа-
ния лекарственного препарата и фармакологи-
ческих эффектов. Микродиализ позволяет по-
высить эффективность фармакокинетических 
измерений, полагаясь на дискретные образцы 
биологической жидкости.

Стоит отметить, что микродиализ сочетает-
ся с высокочувствительными аналитическими 
методами, которые позволяют количественно 
определять низкие концентрации в образцах 
малого размера [12]. Для точной идентифика-
ции соединений из современных обычно ис-
пользуют высокоэффективную жидкостную 
хроматографию, иммуноферментный анализ 
[13], электрофорез на микрочипах [14, 15], из-
мерение активности ферментов [16], различные 
электрохимические методы [17], а также метод 
масс-спектрометрии прямого введения [18].

В целом микродиализ является высокочув-
ствительным методом [9], отличается разно- 
образием микродиализных канюлей и множе-
ством других возможных модификаций про-
цесса [13, 19], в том числе в контексте исполь-
зования поведенческих реакций в качестве 
стимулов к выработке гормонов и других по-
тенциальных аналитов, с целью выявления за-
висимости картины метаболома от экзогенных 
факторов при проведении экспериментов в об-
ласти нейробиологии поведения [20].

ОБЗОРНЫЕ СТАТЬИ

Рисунок 1. 

Принцип работы ме-
тода микродиали-
за. C – концентрация 
аналита (in – входя-
щего, out – исходя-
щего); D – коэффи-
циент диффузии (m 
–через мембрану).

Figure 1. 

General principle 
of the microdialysis 
technique. CD in (in-
let) – analyte concen-
tration in the perfu-
sate, CD out (outlet) – 
analyte concentration 
in the dialysate, Dm 
– membrane diffusion 
coefficient.

Рисунок 2. 

Типичная установка 
для микродиализа. 1 
– шприцевой насос; 
2 – прозрачный бокс 
для эксперименталь-
ного животного; 3 – 
перистальтический 
насос; 4 – коллектор 
с системой охлажде-
ния; 5 – направляю-
щая канюля (микро-
диализный зонд).

Figure 2. 

Typical microdialy-
sis setup. 1 – syringe 
pump; 2 – transpar-
ent box for an ex-
perimental animal; 3 
– peristaltic pump; 4 
– cooling collector; 5 – 
guide cannula (micro-
dialysis probe).

В основе метода лежит принцип простой 
диффузии – молекулы диффундируют из ин-
тересующего объекта в непрерывно текущую 
изотоническую жидкость через полунепрони-
цаемую мембрану направляющей канюли (ри-
сунок 1) [21–23].

Типичная установка для системы микродиа-
лиза включает в себя шприцевой и перисталь-
тический насосы, регулирующие постоянную 
скорость подачи и забора изотонической жид-
кости и диализата соответственно, прозрачный 
бокс для нахождения животного и наблюдения 
за ним, направляющую канюлю (зонд) для ми-
кродиализа, фракционный коллектор с систе-
мой охлаждения и соединительные трубки (ка-
пилляры) (рисунок 2) [9].

Одним из наиболее важных компонентов ми-
кродиализа является микродиализный зонд [11, 
24]. Смысл применения направляющей канюли 
заключается в том, чтобы имитировать крове-
носный сосуд (капилляр) [25]. На конце зонда 
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находится полунепроницаемая мембрана, ко-
торая является ее основным «рабочим» эле-
ментом (рисунок 3). При достижении изото-
нической жидкости мембранного участка зонда 
происходит пассивный транспорт веществ из 
межклеточной жидкости в полость катетера по 
градиенту концентрации. Таким образом фак-
тически достигается воспроизведение механиз-
ма диффузии внеклеточной жидкости в просвет 
микрососуда, но, разумеется, не учитываются 
возможные механизмы транспорта, существу-
ющие в естественных условиях, порозность 
мембраны и изменения ее структурной целост-
ности под действием (пато)физиологических 
факторов.

Рисунок 3. 

Схематичное изо-
бражение универ-
сального зонда для 
микродиализа. 1 – 
капилляр на «вход» 
для перфузата; 2 – 
капилляр на «вы-
ход» для диализата; 
3 – посредник; 4 – 
полунепроницаемая 
мембрана. 

Figure 3. 

Schematic represen-
tation of a microdi-
alysis probe. 1 – in-
let capillary for the 
perfusate; 2 – outlet 
capillary for the dial-
ysate; 3 – adapter; 4 
– semi-impermeable 
membrane.

ции феномена эксайтотоксичности [27-29]. 
Однако ограниченность знаний о механиз-

мах регуляции проницаемости ГЭБ в норме и 
при патологии и недоступность материалов, 
воспроизводящих параметры проницаемости 
барьера, в том числе измененные при патоло-
гии головного мозга, ограничивают возможно-
сти по применению технологии микродиализа 
для решения вопросов управления проница-
емостью ГЭБ, причем это ограничение спра-
ведливо и при применении микродиализного 
подхода в реконструируемых моделях ГЭБ in 
vitro [30]. 

Направляющая канюля способна пропу-
скать соединения определённой молекулярной 
массы и в соответствующих концентрациях в 
ее внутреннее пространство. Способность к 
пропусканию веществ определяется специ-
альной величиной MWCO (molecular weight 
cut-off, «граница отсева задерживаемых ком-
понентов по молекулярному весу»), которая 
обозначает молекулярную массу условного ве-
щества, при которой 90% его массы задержи-
вается мембраной [9, 10]. Чаще всего коммер-
чески доступные мембраны имеют MWCO по-
рядка 20-100 кДа, однако бывают мембраны и 
большего значения этих величин [9].

На проницаемость и «собирательную спо-
собность» мембраны в отношении целевого 
компонента влияют различные особенности: 
ее поверхностная энергия, полярность, заряд и 
структурные характеристики. Последние долж-
ны повторять особенности материала имплан-
та, клеточных стенок, поверхностей биосенсо-
ров или фильтрационных мембран. Материалы 
подбираются также с учётом веществ, которые 
будут проходить сквозь отверстие. Belfort и др. 
установили, что неполярные поверхности де-
стабилизируют белки и таким образом вызыва-
ют конформационные изменения, приводящие 
к тесным взаимодействиям внутренних и на-
ружных частей белковой молекулы [31].

Главной особенностью метода микродиа-
лиза является способность к сбору аналитов 
при контроле лишь скорости потока. Для пре-
дотвращения эффекта ультрафильтрации (про-
цесса переноса аналитов через мембрану с ис-
пользованием изменения давления в системе, 
наличие которого можно определить по «запо-
теванию» зонда) в отдельных случаях акцен-
тируют внимание на давлении, которое может 
быть разным на внутренней и внешней грани-
цах мембраны [13].

REVIEW ARTICLES

В целом надо учитывать, что имитация про-
ницаемости микрососуда головного мозга 
применением микродиализной мембраной до 
сих пор не может быть достигнута. Это, пре-
жде всего, связано с тем, что гематоэцефали-
ческий барьер (ГЭБ) является высокоселек-
тивным полупроницаемым физиологическим 
барьером, обеспечивающий постоянную и оп-
тимальную химическую среду в паренхиме го-
ловного мозга, тем самым играя важную роль в 
поддержании гомеостаза в ткани [26]. Особую 
значимость механизмы обеспечения структур-
но-функциональной целостности ГЭБ приоб-
ретают при хронической нейродегенерации, 
нейровоспалении, острой ишемии и реализа-
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Если представить микродиализ в виде не-
которой последовательности действий, то его 
условно можно разделить на два этапа: опера-
цию по установке канюли и собственно сбор 
диализата.

Установка канюли производится с помощью 
стереотаксического аппарата, который пред-
ставляет собой прибор с направляющим шта-
тивом, способным быть сориентированным в 
соответствии с принятой системой координат. 
При этом в череп имплантируется направля-
ющая канюля, которая обеспечивает доступ 
перфузата в заданную область. Стоит отме-
тить, что происходит нарушение функциони-
рования целевого отдела, сопровождающееся 
разрушением капилляров, сосудов, образова-
нием ишемического очага [32] либо очага ло-
кального нейровоспаления, вследствие чего 
наблюдается дисбаланс концентраций различ-
ных метаболитов, искажается состав внекле-
точной жидкости (в нем появляются продук-
ты разрушенных клеток, провоспалительные 
цитокины, продукты окислительного повреж-
дения белков и липидов). Вследствие вышепе-
речисленных причин необходимы поправки к 
концентрациям метаболитов из нарушенной 
области, что обычно достигается применени-
ем достаточного периода времени после уста-
новки канюли для редуцирования процессов 
воспаления и ишемии.

Однако нарушения физиологических пара-
метров являются не единственной причиной 
применения поправок к исследуемому образцу 
диализата. С течением времени через мембрану 
проходит определённое количество вещества, 
что является причиной истощения концентра-
ции метаболита в окружающей ткани [10]. Ес-
ли время наблюдения достаточно велико, то 
это может привести к ложным заключениям о 
динамике секреции тех или иных нейротранс-
миттеров или нейропептидов. Следует прини-
мать во внимание и скорость потока, площадь 
мембраны, через которую происходит диффу-
зия, эффективную проницаемость мембраны. 
Одним из основных параметров является без-
размерная величина эффективности восстанов-
ления аналита – «относительное восстановле-
ние». Данный термин отражает эффективность 
забора аналита из межклеточного вещества, ко-
торая уменьшается при возрастании скорости 
потока и сопротивления внутри мембраны.

Во время процесса микродиализа веще-
ства перемещаются через три среды, каждая 

из которых имеет различный состав: перфу-
зат, мембрану и межклеточную среду (ткань). 
Факторы, которые определяют диффузию, бу-
дут изменяться в каждой среде и, соответ-
ственно, уровни концентрации целевого ком-
понента будут отличаться тоже. Следователь-
но, диффузионные характеристики вещества 
в каждой среде должны рассматриваться от-
дельно.

Изменения в межклеточной концентрации 
аналита (Ed) могут проявляться как увеличе-
ние или уменьшение концентрации диализата 
в аналите. Следовательно, изменения концен-
трации диализата не обязательно означают, 
что внеклеточная концентрация изменилась. 
Снижение эффективности восстановления мо-
жет означать снижение относительного вос-
становления или увеличение радиального рас-
стояния между ненарушенной тканью и зон-
дом, а его увеличение может означать увели-
чение относительного восстановления или 
уменьшение радиального расстояния между 
ненарушенной тканью и зондом. В большин-
стве обычных вариантов интерпретации ре-
зультатов микродиализа основное предполо-
жение заключается в том, что Ed остаётся не-
изменным в течение сбора диализата, поэтому 
любое изменение концентрации диализата ин-
терпретируется как изменение внеклеточной 
концентрации [33]. 

Существует также понятие «эффективной 
проницаемости». Его физический смысл со-
стоит в способности проникновении целевого 
компонента через мембрану из внешней сре-
ды, без учёта вещества аналита, потерянного 
для диализата в силу различных причин (вы-
ход аналита обратно во внешнюю среду, его 
адгезия к веществу мембраны и т.д.) [34].

Эффективная проницаемость мембра-
ны выводится из понятия «чистоты диализа»  
(т. е. его «продуктивности») (CLD), которая 
равна произведению относительного восста-
новления и скорости потока. Для получения 
«чистого» диализата необходимо выполне-
ние следующих требований: мембрана цилин-
дрическая полупроницаемая и состоит из го-
могенного материала; скорость потока микро-
диализа неизменна с течением времени; отсут-
ствуют конвекционные потоки внутри системы 
«зонд-окружающие ткани»; существует как 
приток аналита внутрь канюли, так и его отток.

Кроме того, следует знать, каким образом 
осуществляется калибровка системы для на-
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хождения оптимальной скорости потока с при-
емлемым коэффициентом восстановления.

Если представить себе общий смысл прово-
димых манипуляций, то все они сводятся к из-
мерению концентрации восстановленного ана-
лита при определённой(-ых) скорости(-ях) по-
тока.

Одним из способов является метод медлен-
ного (нулевого) потока [9]: при нём произво-
дится забор диализата при «ультранизких» 
скоростях потока порядка 0,1-0,3 мкл/мин. 
При столь низкой интенсивности тока жидко-
сти коэффициент восстановления стремится к 
100%. Метод нулевого потока сводится к на-
хождению точки отсутствия изменения кон-
центрации аналита, которая находится по об-
наружению её изменения между диализатом 
и перфузатом. При этом строится график за-
висимости между концентрациями аналита в 
межклеточной жидкости и разницей его кон-
центраций в диализате и перфузате. Соответ-
ственно упомянутая точка отражает концен-
трацию вещества в исследуемой среде. Следу-
ет, однако, иметь в виду, что данный метод не-
желательно использовать для исследований in 
vivo из-за изменения в концентрации целевого 
соединения в окружающем пространстве.

Динамический метод нулевого потока пред-
полагает, в отличие от описанного выше, ис-
пользование группы животных для калибров-
ки, которые формируются в зависимости от 
используемой концентрации аналита. В этом 
случае строится график зависимости концен-
трации от прошедшего времени. Этот метод 
пригоден для оценки влияния введённых в ор-
ган соединений на уровень других веществ.

Микродиализ по праву называют домини-
рующим методом для изучения центральной 
нервной системы in vivo. Универсальность 
микродиализа позволяет использовать его для  
изучения клеточно-молекулярных механиз-
мов, лежащих в основе патогенеза многих 
неврологических заболеваний, эффектов ле-
карств, внешних факторов, а также реализа-
ции сложных форм поведения и когниции [35].

Мониторинг метаболизма головного мозга с 
помощью внутримозгового микродиализа да-
ет возможность предсказывать вторичные по-
вреждения и может сопутствовать принятию 
решений относительно вмешательств, влияю-
щих на исход заболеваний. Тем не менее, вну-
тримозговой микродиализ является локальной 
методикой измерения, которая зависит от уста-

новки зонда вблизи очага поражения. Непре-
рывное использование этой методики предо-
ставляет информацию об общем метаболизме 
мозга.

В последние два десятилетия появились 
многочисленные примеры эффективного ис-
пользования метода микродиализа головно-
го мозга при изучении функционирования го-
ловного мозга в норме и при эксперименталь-
ной патологии центральной нервной системы. 
Например, результаты микродиализа свиде-
тельствуют об уменьшении концентрации сво-
бодного фенитоина – противоэпилептического 
препарата в мозге крыс при дисфункции ГЭБ 
[36, 37]. Крысам линии Wistar с искусственно 
вызванной моделью аутизма имплантировали 
микродиализную канюлю в головной мозг для 
исследования концентраций нейротрансмит-
терных аминокислот (глутамата, глутамина и γ- 
аминомасляной кислоты (ГАМК) и дальнейшим 
анализом с применением высокоэффективной 
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) [38].

Heidrun Potschka и др. изучали ингибиру-
ющее влияние верапамила на концентрацию 
P-гликопротина – одного из транспортеров для 
фенобарбитала, ламотриджина и фельбамата в 
головной мозг, сверхэкспрессия которого зна-
чительно снижает их биодоступность. Перфу-
зию верапамила в кору головного мозга кры-
сам осуществляли с использованием микро-
диализного зонда. В собранной межклеточной 
жидкости отмечалось увеличение противоэпи-
лептических лекарственных средств, что под-
тверждает ингибирующий эффект верапамила 
на P-гликопротина, тем самым повышает био-
доступность данной группы препаратов в моз-
ге [39]. 

Для изучения количественной информации 
о доставке метотрексата и его липосомаль-
ных композиций в мозг в исследовании [40] 
применяли микродиализ. Для создания жи-
рорастворимых форм использовали два ви-
да фософолипидов: 1 – гидрогенизирован-
ный соевый фосфатидилхолин (hydrogenated 
soy phosphatidylcholine, HSPC) и 2 – фос-
фатидилхолин яичный желток (egg-yolk 
phosphatidylcholine, EYPC). Самцам крыс 
устанавливали направляющую канюлю в стри-
атум, после чего помещали в специальный 
бокс, где животное могло свободно переме-
щаться. Эксперимент проводили через 24 ча-
са после операции. Скорость подачи перфу-
зуата равнялась 0,5 мкл/мин. Собранная меж-
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клеточная жидкость анализировалась путем 
применения ВЭЖХ с тандемной масс-спек-
трометрией. Физико-химический анализ про-
демонстрировал, что концентрация компози-
ции метотрексата-EYPC была выше в 3 раза в 
межклеточной жидкости мозга, в то время как 
метотрексат-HSPC не показал статистически 
достоверного повышения биодоступности от-
носительно введения самого метотрексата.

Применение микродиализа in vivo в экс-
перименте на мышах предоставило возмож-
ность доказать участие авкапорина-4 (AQP4) 
– белка, образующего водопроводящие кана-
лы в клетках периваскулярной астроглии, в 
регуляции высвобождения нейромедиаторов. 
Были изучены изменения в выбросах ней-
ротрансмиттеров в стандартных условиях и 
после стимуляции высокими концентраци-
ями K(+) полосатого тела мышей дикого ти-
па и AQP4-нокаутированных животных. Че-
рез 24 часа после деполяризующего стимула 
секреция нейротрансмиттеров не изменялась 
и была аналогичной у всех животных, за ис-
ключением таурина. Тем не менее, внеклеточ-
ная концентрации дофамина и его метаболи-
тов были значительно увеличены у нокаутиро-
ванных грызунов с последующим снижением 
или отсутствием реакции на деполяризующие 
раздражители при измерении через 7 дней по-
сле операции [41].

Для выявления влияния локальной инсу-
линорезистентности в ткани головного мозга 
на динамику отложения β-амилоида (Aβ) при 
болезни Альцгеймера Wakabayashi T. и соавт. 
стереотаксически имплантировали направля-
ющую канюлю с мембраной (30 кДа MWCO) 
в левый гиппокамп мышей. Образцы собирали 
каждый час, после чего были анализированы с 
использованием иммуноферментного анализа 
(ИФА) [42].

Используя метод микродиализа in vivo, ав-
торы работы [43] установили, что именно ли-
попротеин ApoE4 у мышей увеличивает пери-
од полувыведения Aβ в мозге при нейродеге-
нерации альцгеймеровского типа.

Уровни нейротрансмитттеров (допамина, 
серотонина, норадреналина, гомованиловой 
кислоты и норметанефрина) и их метаболитов 
были изучены in vivo в диализатах, получен-
ных от крыс с кетаминовой моделью шизоф-
рении. Образцы собирали у свободно движу-
щихся животных с имплантированными ка-
нюлями в область стриатума (полосатое тело) 

мозга. Биологический материал немедленно 
замораживали на сухом льду (-70° С) до мо-
мента востребования. Количественное опре-
деление проводили с помощью ВЭЖХ с элек-
трохимическим детектированием [44]. 

Для изучения роли и влияния инотропных 
глутаматных рецепторов (AMPA-R), на уров-
ни β-амилоидов, которые непосредственно 
влияют на возникновение болезни Альцгей-
мера, авторы исследования [45] использовали 
микродиализ in vivo на мышиной модели APP/
PS1. Направляющую канюлю имплантировали 
стереотаксически в левый гиппокамп и закре-
пили с помощью зубного цемента. Капилляры 
и зонды перфузировали искусственной спин-
номозговой жидкостью, содержащей 0,15% 
бычьего сывороточного альбумина (скорость 
0,5 мкл/мин). Hettinger J.C. с соавторами, ис-
пользуя шприцевой насос, вводили α-ами-
но-3-гидрокси-5-метил-4-изоксазолпропионо-
вой кислоту (AMPA) и одновременно собира-
ли интерстициальную жидкость для анализа 
Aβ с помощью перистальтического насоса. В 
конце эксперимента все образцы межклеточ-
ной жидкости анализировали на уровни Aβx-
40 или Aβx-42 с помощью ИФА.

Авторы работы [46] разработали автома-
тизированный метод онлайн-сбора и количе-
ственного определения нейропептидов в ми-
кродиализатах мозга крыс. Межклеточная 
жидкость, собранная из гиппокампа, была из-
учена количественно использованием тандем-
ной масс-спектрометрии и капиллярной жид-
костной хроматографии (cLC-MS). Количе-
ственное определение концентраций нейро-
пептидов лей-энкефалина и мет-энкефалина 
в диализате гиппокампа крыс анализировали 
с использованием деметилирования их на ко-
лонке.

Установлено, что сочетание методов микро-
диализа и ВЭЖХ в тандеме с масс-спектроме-
трией позволяет проводить одновременный и 
непрерывный количественный анализ нейро-
активных веществ в биологической жидкости 
гиппокампа и плазме, изучая при этом тера-
певтический эффект активного целевого сое-
динения на бодрствующих ишемизированных 
крысах [47].

Тканевая инженерия и регенеративная ме-
дицина для исследования и восстановления 
нервной системы предоставляют новые пер-
спективные направления, прогресс в кото-
рых обусловлен новыми технологическими 

ОБЗОРНЫЕ СТАТЬИ



FUNDAMENTAL 
AND CLINICAL MEDICINE

92

VOL. 5, № 3, 2020®

возможностями в создании микрофизиоло-
гических систем в формате brain-on-chip или 
blood-brain barrier-on-chip [48, 49].

Не менее интересные возможности откры-
вает применение подхода, сочетающего сбор 
образца с помощью метода микродиализа го-
ловного мозга и определение концентрации 
веществ в микрочипах, ассоциированных с 
зондом, например, для автоматического мо-
ниторинга концентрации серотонина и мало-
нового диальдегида в разных регионах голов-
ного мозга [50] или для регистрации концен-
трации глутамата в активных зонах головного 
мозга [51]. Samper и др. изготовили 3D-печат-
ную микрожидкостную биосенсорную плат-
форму для записи on-line нейрохимических 
изменений в мозге человека. Система бази-
ровалась на методе микродиализа – для сбо-
ра и обнаружения нейротрансмиттеров и дру-
гих молекул в межклеточной жидкости ткани, 
и электрохимических биосенсоров – для кон-
троля различных биомаркеров. Используя это 
микрофлюидное устройство совместно с ме-
тодом микродиализа, можно было обнаружить 
изменения концентрации переходного метабо-
лита, а также динамическое изменение целе-
вых компонентов в мозге живого человека в 
режиме реального времени впервые [52].

Другое направление совершенствования 
метода микродиализа головного мозга ос-
новано на разработке миниатюрных зондов, 
как это было сделано в работе [53]: зонд 140 
на 140 микрометров позволяет обеспечивать 
сбор перфузата по 20 3-микрометровым ка-
налам, что обеспечивает площадь диффузии 
1200 квадратных микрометров.

Еще одно перспективное направления в раз-
витии метода микродиализа головного мозга 
связано с его применением для оценки функ-
ционирвоания субклеточных органелл. Так, 
например, оценка уровней лактата и пирува-
та позволила исследователям [54] оценить раз-
витие митохондриальной дисфункции в клет-
ках головного мозга голубей при химической 
гипоксии. Изучение особенностей реализации 
реакций цикла трикарбоновых кислот в клет-
ках головного мозга, а также влияния различ-
ных нейротрансмиттеров на энергетическую 
функцию митохондрий достижимо в экспе-
рименте с применением метода микродиали-
за [19]. Не менее интересным является иссле-
дование функциональной активности мито-
хондрий клеток головного мозга эксперимен-

талььных животных с применением метода 
микродиализа и 13С-меченых метаболитов 
цикла трикарбоновых кислот, в том числе на 
фоне церебральной ишемии, индуцированной 
эндотелином-1 [55]. В клинической практике 
определение отношения уровней лактата и пи-
рувата во внеклеточной жидкости головного 
мозга позволяет оценить повреждение мито-
хондрий [56, 57].

Универсальный характер метода микродиа-
лиза позволяет широко использовать этот про-
токол в биомедицинских и клинических иссле-
дованиях. Тем не менее, чтобы использовать 
преимущества микродиализа, необходимо в 
полной мере учесть немалое количество пара-
метров для минимизации ошибок и предотвра-
щения погрешностей. Метод микродиализа в 
медицинской практике может быть совмещён 
с различными приспособлениями для детекти-
рования того или иного типа нейротрансмит-
теров. Однако предпочтение отдается тандем-
ной масс-спектрометрии (МС/МС), которая 
часто используется для анализа. В этом ме-
тоде задается «интересующий» целевой ком-
понент для анализа, который фрагментирует-
ся масс-спектрометром, что в итоге приводит 
к увеличению селективности, количественной 
оценке и чувствительности по сравнению с 
одностадийными измерениями МС [35].

Повреждения, происходящие на клеточном 
и молекулярном уровнях, уклоняются от обна-
ружения с помощью обычного гемодинамиче-
ского мониторинга и неврологического обсле-
дования. Церебральный микродиализ являет-
ся инвазивным средством обеспечения почти 
непрерывного измерения метаболизма любого 
отдела головного мозга (таблица 1) и перспек-
тивным инструментом, который может обна-
ружить признаки клеточной патологии до си-
стемных проявлений заболевания [36]. 

Этот метод развивался с разработкой вы-
сокочувствительных аналитических методов, 
позволяющих количественно определять низ-
кие концентрации в образцах малого размера. 
Потенциальная и ценная роль этого метода мо-
жет заключаться в использовании метода в ка-
честве локального устройства для отбора проб 
в метаболомике. Тем не менее, выбор подхо-
дящего метода должен быть тщательно проду-
ман, поскольку чувствительность и специфич-
ность имеют решающее значение при измере-
нии этих медиаторов в образцах микродиализа 
с ограниченным объемом [12].
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№  
Объект 

исследования 
Animal model 

Особенности 
микродиализа 

(технологические) 
Microdialysis 
parameters 

Исследуемый 
регион  

головного 
мозга 

Region of 
interest 

Вид 
патологии 
Neurologic
al disorder 

Регистрируемые 
данные 
Analytes 

Источник 
информации 

Reference 

1 

Мыши 
(самцы) и 

AQP4-
нокаутированные 

мыши 
Male mice and 
AQP4-knockout 

mice 

Скорость подачи 
перфузата 
2 мкл/мин; 
Образцы 

собирали каждые 
20 мин, в течении 

2 ч  
Perfusate flow rate 

2 μL/min 
Sample collection 

every 20 min for 2 h 
 

Стриатум 
Striatum –  

Аминокислоты 
(аспартат, глутамат, 

таурин и др.) 
Моноамины 

(допамин, 3,4-
дигидроксифенилу
ксусная кислота и 

др.)/ 
Amino acids 
(aspartate, 

glutamate, taurine 
etc.) Monoamines 
(dopamine, 3,4-

dihydroxyphenylacet
ic acid, etc.) 

https://www.scien
cedirect.com/scien
ce/article/abs/pii
/S03043940070071

00?via%3Dihub 

2 

Трансгенные 
мыши A7 
(A7-Tg) 

Transgenic mice 
A7 (A7-Tg) 

Скорость подачи 
перфузата 
1 мкл/мин 
Образцы 

собирали каждые 
60 мин после 24-

часового 
перфузирования 

искусственной 
спинномозговой 

жидкостью 
Perfusate flow rate 
1 μL/min. Sample 

collection every 60 
min after 24 hour-

perfusion with 
artificial 

cerebrospinal fluid 

Левый 
гиппокамп 

Left 
hippocampus 

Болезнь 
Альцгей-

мера 
Alzheimer'
s disease 

Aβ 

https://molecular
neurodegeneratio
n.biomedcentral.c
om/articles/10.118

6/s13024-019-
0315-7 

3 

Мыши 
Mice 

Скорость подачи 
перфузата 

0,5 мкл/мин 
Образцы 

собирали каждые 
3 часа/  

Perfusate flow rate 
0.5 μL/min 

Sample collection 
every 3 hours 

 

Левый 
гиппокамп 

Left 
hippocampus 

Болезнь 
Альцгей-

мера 
Alzheimer'
s disease 

Aβ x-40 
Aβ x-42/ 

https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/pmc/
articles/PMC59523

76/ 

Гемизиготные 
мыши APPswe/ 

PS1ΔE9 (APP/ PS1) 
APPswe / PS1ΔE9 

(APP / PS1) 
hemizygous mice 

Скорость подачи 
перфузата 
1 мкл/мин 
Образцы 

собирали каждые 
90 мин/ 

Perfusate flow rate 
1 μL/min Sample 

collection every 90 
min 

Мыши IL-6−/−  
IL-6−/− mice 

Скорость подачи 
перфузата 
1 мкл/мин 
Образцы 

собирали каждые 
2,5 часа 

Perfusate flow rate 
1 μL/min 

Sample collection 
every 2.5 hours 

4 Крысы 
Rats 

Скорость подачи 
перфузата 
2 мкл/мин; 

Объем пробы 60 
мкл (2 шт) 

Время на анализ 
60 мин/ 

Perfusate flow rate 
2 μL/min 

Sample volume 60 
μL (2 pcs) Analysis 

time 60 min 

Миндалевид-
ное тело 
Amygdala 

Дисфунк-
ция ГЭБ, 

Эпилепти-
ческие  

припадки 
Blood-
brain 

barrier 
dysfunc-

tion, 
epileptic 
seizures 

Проникновение 
фенитоина во 
внеклеточную 

жидкость 
головного мозга 

Penetration of 
phenytoin into the 
brain extracellular 

fluid 

https://www.scien
cedirect.com/scien
ce/article/pii/S00
28390811002620?vi

a%3Dihub 

Таблица 1. 

Сводные данные не-
которых экспери-
ментальных исследо-
ваний по изучению 
метаболизма голов-
ного мозга на грызу-
нах методом микро-
диализа

Table 1. 

Summary of the ex-
perimental studies on 
brain metabolism in 
rodents by microdi-
alysis

5 
Крысы 
(самцы)  
Male rats 

Скорость подачи 
перфузата 

0,5 мкл/мин; 
Объем пробы 15 

мкл 
Время на анализ 

30 мин/ 
Perfusate flow rate 
0.5 μL/min Sample 

volume 15 μL 
Analysis time 30 

min 
 

Стриатум 
Striatum – 

Концентрация 
метотрексата в 
межклеточной 

жидкости 
Сoncentration of 

methotrexate in the 
intercellular fluid 

https://jpharmsci.
org/article/S0022-

3549(17)30166-
1/fulltext 

6 
Крысы Wistar 

(самцы)/ 
Male Wistar rats 

Скорость потока 1 
мкл/мин 
Образцы 

собирали после 
60-ти минутного 
перфузирования 

искусственной 
спинномозговой 

жидкостью/ 
Perfusate flow rate 
1 μL/min Sample 

collection after 60 
minutes of 

perfusion with 
artificial 

cerebrospinal fluid 

Скорлупа 
Putamen 

 
– 

Фармакокинетика 
ремоксиприда/ 

Pharmacokinetics of 
Remoxipride 

https://link.spring
er.com/article/10.1
208%2Fs12248-016-

0002-3 

7 
Крысы Wistar 

(самки) 
Female Wistar rats 

Скорость подачи 
перфузата 
2 мкл/мин; 

Объем пробы 40 
мкл (2 шт) 

Время на анализ 
60 мин/ 

Perfusate flow rate 
2 μL/min; Sample 
volume 40 μL (2 

pcs) Analysis time 
60 min 

Моторная 
кора 

Motor cortex 
 

Эпилепти-
ческие 

припадки 
Epileptic 
seizures 

Влияние 
верапамила на 
концентрацию  

P-гликопротеина/ 
The effect of 

verapamil on the 
concentration of P-

glycoprotein 

https://www.scien
cedirect.com/scien
ce/article/pii/S03
04394002004238?vi

a%3Dihub 

8 

Крысы Wistar 
(обоих полов) 

Male and female 
Wistar rats 

Скорость подачи 
перфузата 
2 мкл/мин 

Объем пробы 80 
мкл 

Образцы 
собирали через 30 

мин после 
имплантации 

направляющей 
канюли каждые 40 

мин в течение 4 
часов 

Perfusate flow rate 
2 μL/min Sample 

volume 80 μL 
Sample collection 
30 minutes after 

implantation of the 
guide cannula 

every 40 minutes 
for 4 hours. 

Правый 
гиппокамп 

Right 
hippocampus 

Аутизм 
Autism 

Глутамат, глутамин, 
ГАМК/ 

Glutamate, 
glutamine, GABA 

https://www.fronti
ersin.org/articles/
10.3389/fnmol.201

8.00418/full 

9 

Крысы 
Sprague-Dawley 

(самцы) 
Male Sprague-

Dawley rats 

Скорость подачи 
перфузата 

1,5 мкл/мин; 
Объем пробы 30 

мкл 
Образцы 

собирали каждые 
20 мин, после 

3-часового 
перфузирования 

искусственной 
спинномозговой 

жидкостью 
Perfusate flow rate 

1.5 μL/min 
Sample volume 30 

μL 
Sample collection 
every 20 min after 
3-hour perfusion 

with artificial 
cerebrospinal fluid. 

Стриатум 
Striatum 

Кетамино-
вая 

модель 
Шизофре-

нии 
Ketamine 
model of 

schizophre
nia 

Концентрации 
допамина, 

серотонина, 
норадреналина и 

уровни их 
метаболитов/ 

Concentrations of 
dopamine, 
serotonin, 

noradrenaline and 
levels of their 
metabolites 

https://link.spring
er.com/article/10.1

007/s00213-020-
05484-1 
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Крысы 

(самцы)  
Male rats 

Скорость подачи 
перфузата 

0,5 мкл/мин; 
Объем пробы 15 

мкл 
Время на анализ 

30 мин/ 
Perfusate flow rate 
0.5 μL/min Sample 

volume 15 μL 
Analysis time 30 

min 
 

Стриатум 
Striatum – 

Концентрация 
метотрексата в 
межклеточной 

жидкости 
Сoncentration of 

methotrexate in the 
intercellular fluid 

https://jpharmsci.
org/article/S0022-

3549(17)30166-
1/fulltext 

6 
Крысы Wistar 

(самцы)/ 
Male Wistar rats 

Скорость потока 1 
мкл/мин 
Образцы 

собирали после 
60-ти минутного 
перфузирования 

искусственной 
спинномозговой 

жидкостью/ 
Perfusate flow rate 
1 μL/min Sample 

collection after 60 
minutes of 

perfusion with 
artificial 

cerebrospinal fluid 

Скорлупа 
Putamen 

 
– 

Фармакокинетика 
ремоксиприда/ 

Pharmacokinetics of 
Remoxipride 

https://link.spring
er.com/article/10.1
208%2Fs12248-016-

0002-3 

7 
Крысы Wistar 

(самки) 
Female Wistar rats 

Скорость подачи 
перфузата 
2 мкл/мин; 

Объем пробы 40 
мкл (2 шт) 

Время на анализ 
60 мин/ 

Perfusate flow rate 
2 μL/min; Sample 
volume 40 μL (2 

pcs) Analysis time 
60 min 

Моторная 
кора 

Motor cortex 
 

Эпилепти-
ческие 

припадки 
Epileptic 
seizures 

Влияние 
верапамила на 
концентрацию  

P-гликопротеина/ 
The effect of 

verapamil on the 
concentration of P-

glycoprotein 

https://www.scien
cedirect.com/scien
ce/article/pii/S03
04394002004238?vi

a%3Dihub 

8 

Крысы Wistar 
(обоих полов) 

Male and female 
Wistar rats 

Скорость подачи 
перфузата 
2 мкл/мин 

Объем пробы 80 
мкл 

Образцы 
собирали через 30 

мин после 
имплантации 

направляющей 
канюли каждые 40 

мин в течение 4 
часов 

Perfusate flow rate 
2 μL/min Sample 

volume 80 μL 
Sample collection 
30 minutes after 

implantation of the 
guide cannula 

every 40 minutes 
for 4 hours. 

Правый 
гиппокамп 

Right 
hippocampus 

Аутизм 
Autism 

Глутамат, глутамин, 
ГАМК/ 

Glutamate, 
glutamine, GABA 

https://www.fronti
ersin.org/articles/
10.3389/fnmol.201

8.00418/full 

9 

Крысы 
Sprague-Dawley 

(самцы) 
Male Sprague-

Dawley rats 

Скорость подачи 
перфузата 

1,5 мкл/мин; 
Объем пробы 30 

мкл 
Образцы 

собирали каждые 
20 мин, после 

3-часового 
перфузирования 

искусственной 
спинномозговой 

жидкостью 
Perfusate flow rate 

1.5 μL/min 
Sample volume 30 

μL 
Sample collection 
every 20 min after 
3-hour perfusion 

with artificial 
cerebrospinal fluid. 

Стриатум 
Striatum 

Кетамино-
вая 

модель 
Шизофре-

нии 
Ketamine 
model of 

schizophre
nia 

Концентрации 
допамина, 

серотонина, 
норадреналина и 

уровни их 
метаболитов/ 

Concentrations of 
dopamine, 
serotonin, 

noradrenaline and 
levels of their 
metabolites 

https://link.spring
er.com/article/10.1

007/s00213-020-
05484-1 

10
 

Крысы Sprague-
Dawley 
(самцы) 

Male Sprague-
Dawley rats 

Скорость подачи 
перфузата 

0,5 мкл/мин 
Образцы 

собирали через 30 
мин после 

имплантации 
направляющей 

канюли 
Perfusate flow rate 
0.5 μL/min Sample 

collection 30 
minutes after 

implantation of the 
guide cannula 

Гиппокамп 
Hippocampus – 

Лей-энкефалин 
Мет-энкефалин/ 
Leu-enkephalin  
Met-enkephalin 

https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/pmc/
articles/PMC62366

83/ 
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