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ВВЕДЕНИЕ

Вопрос о развитии обонятельных структур у
человека на ранних сроках пренатального разви�
тия хорошо освещен в классических исследова�
ниях (Hamphrey 1940; Pearson 1941, 1942; Bossy
1980; Muller, O’Rahilly, 2004). Однако эти работы
посвящены в основном развитию перифериче�
ского отдела обонятельного анализатора на ран�
них этапах плодного развития (Пяткина, 1982;
Pearson, 1941, 1942; Bossy 1980; Muller, O’Rahilly,
2004). Иммуногистохимические (Chuah, Zheng,
1987; Takahashi et al., 1984) и электронномикро�
скопические (Moran et al., 1982; Kimura et al.,
2009) исследования также проводятся, в основ�
ном, на материале обонятельного эпителия и нер�
ва человека. Специальные аспекты развития ОЛ
изучаются на модельных видах, а полученные
данные распространяются на всех млекопитаю�

щих, включая человека (Valverde et al., 1992; Lin,
Ngai, 1999), или изучаются в рамках общих вопро�
сов развития обонятельного эпителия и нерва
(Chuah, Zheng, 1992).

ОЛ млекопитающих имеют радиальную слои�
стую организацию и включают 6 слоев: слой вхо�
дящих обонятельных волокон (1), образованный
аксонами обнятельных рецепторов, гломеруляр�
ный или клубочковый слой (2), внешний плекси�
формный (волокнистый) слой (3), слой митральных
клеток (4), внутренний плексиформный слой (5) и
гранулярный слой (6) (Doty, 2012; Huart et al.,
2013). У млекопитающих с крупными ОЛ, вклю�
чающими желудочки, выделяют прижелудочко�
вый слой клеток (Nieuwenhuys, 1998). В ОЛ взрос�
лого человека желудочки отсутствуют.

Развитие ОЛ человека начинается с индукции
со стороны обонятельных волокон, которые под�
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растают к переднему мозгу на 6�й недели разви�
тия. На 7�й неделе развития начинается анатоми�
ческая дифференцировка ОЛ (Pearson, 1941, 1942).
Вопрос о гистологической и функциональной
дифференцировке ОЛ на антенатальном этапе
развития человека мало изучен, а классические
исследования содержат ряд противоречий (Ham�
phrey 1940; Muller, O’Rahilly, 2004).

Первые синаптические контакты в ОЛ млеко�
питающих образуют аксоны обонятельных кле�
ток�рецепторов. Их постсинаптическими мише�
нями являются дендриты митральных клеток,
клеток “с султанчиками” и перигломерулярных
клеток (Grubb et al., 2008). Области этих первич�
ных контактов образуют сферические структуры –
клубочки (гломерулы). Они образуют самый на�
ружный функциональный слой луковицы и явля�
ются первым местом переключения сигналов, по�
ступающих от обонятельных рецепторов в цен�
тральной нервной системе (ЦНС). Внешний
волокнистый слой составлен дендритами митраль�
ных клеток и клеток “с султанчиками”, которые
контактируют с отростками юкстагломерулярных,
перигломерулярных и гранулярных клеток, выпол�
няющих функции локальных интернейронов.
Внутренний гранулярный слой содержит тела наи�
более многочисленных в пределах ОЛ ГАМК�эр�
гических гранулярных клеток. Отростки митраль�
ных клеток и клеток “с султанчиками” объединя�
ются, образуя волокна обонятельного тракта,
несущего обонятельную информацию к вторичным
центрам переднего мозга (Huart et al., 2013). Также
ОЛ получают центральные эфференты, их модули�
рующее воздействие осуществляется, в основном,
через гранулярные клетки (Doty, 2012).

Данная работа посвящена уточнению сроков и
особенностей процессов гистологической диф�
ференцировки и созревания ОЛ человека, в том
числе, с использованием для оценки процессов
созревания иммуногистохимических маркеров
пресинаптических окончаний (анти�SNAP�25,
Synapsin�I, Synaptophysin), широко распростра�
ненных в исследованиях развития нервной систе�
мы на животных (Leclerc et al., 1989; Goutan et al.,
1999; Greenlee et al., 2001; Biranowska et al., 2002).

Синаптосомально�ассоциированный белок
(SNAP�25), синапсин (Synapsin�I) и синаптофи�
зин (Synaptophysin) – белки пресинаптических
окончаний, регулирующие взаимодействие вези�
кулярной и клеточной мембран в активной зоне
синапса.

SNAP�25 – белок плазматической мембраны
комплекса SNARE (soluble N�ethylmaleimidesensi�
tive factor attachment protein receptor, t�SNARE),
вместе с другим мембранным белком комплекса
syntaxin�I (t�SNARE) и белком везикулярной мем�
браны VAMP (synaptobrevin, v�SNARE), участвую�
щий в слиянии мембран при экзоцитозе (Sollner
et al., 1993). SNAP�25 в клетках нервной ткани ло�

кализуется не только в области пресинаптиче�
ской мембраны, но и в аксолемме, а также на
транс�домене аппарата Гольджи (Tao�Cheng et al.,
2000). Таким образом, иммуноцитохимически
SNAP�25 выявляется также в составе проводящих
путей в ЦНС и периферических нервов (Duc,
Catsicas, 1995). Кроме того, внутриклеточная ло�
кализация SNAP�25 может отличаться в цен�
тральной и периферической нервной системе: в
пределах ЦНС на иммуногистохимических пре�
паратах тела нейронов в основном иммунонега�
тивны (могут выявлятся точечные локусы кон�
центрации белка в районе аппарата гольджи), то�
гда как в периферичской нервной системе SNAP�25
иммуногистохимически хорошо выявляется в те�
лах нейронов (Duc, Catsicas, 1995). Изменение
внутриклеточной локализации SNAP�25 показа�
но в процессе развития нервной системы (Oyler
et al., 1991).

Уровень экспрессии SNAP�25 (в том числе,
оцененной по интенсивности иммуногистохими�
ческой окраски) и ее распределение могут изме�
няться на разных этапах развития в центральной
и периферической нервной системе. Интенсив�
ную иммунореактивность с антителами к SNAP�25,
которую демонстрируют структуры центральной
и переферической нервной системы на отдель�
ных этапах развития, связывают с активным си�
наптогенезом в этих областях. Снижение уровня
иммунореактивности до уровня, характерного
для зрелой нервной ткани, наблюдают после за�
вершения процессов созревания в центральной и
периферической нервной системе (Catsicas et al.,
1991; Goutan et al., 1999; Greenlee et al., 2001; Bira�
nowska et al., 2002; Sidor�Kaczmarek et al., 2004).

Synapsin�I – белок семейства синапсинов,
нейрон�специфических фосфопротеинов, ассо�
циированных с синаптическими пузырьками.
Синапсин�I, как правило, концентрируется в
пресинаптических терминалях нейронов, имму�
ногистохимически синапсин выявляется в нейро�
пиле ЦНС. Появление синапсина в клетках нерв�
ной ткани также скоррелировано с событиями
активного синаптогенеза (DeCamilli et al., 1983).
Считается, что он оказывает модулирующие эф�
фекты в процессе формирования синаптических
констактов (Fornasiero et al., 2010). Synaptophysin
также белок, ассоциированный с мембраной си�
наптических пузырьков. Концентрация синапто�
физина также нарастает параллельно с процесса�
ми активного образования синаптических кон�
тактов (Knaus et al., 1986; Leclerc et al., 1989).
Сходные закономерности распределения имму�
нореактивности с антителам к синаптофизину и
синапсину�I показаны на материале развивающе�
гося мозжечка грызунов (Mason, 1987 (крысы);
Leclerc et al., 1989 (мыши)).

Таким образом, компоненты экзоцитарного
механизма могут экспрессироваться до созрева�
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ния синапса, включены в процессы роста аксонов
и содержатся в прорастающем нервном оконча�
нии (Leclerc et al., 1989; Fletcher et al. 1991; Oyler
et al., 1991). Тем не менее, пики экспрессии и на�
копления в синаптических окончаниях данных
белков коррелируют с фазами активного синап�
тогенеза, а интенсивная иммунореактивность
тканей с антителами к этим белкам приурочена
по локализации и времени возникновения к по�
явлению и созреванию синаптических контактов
(DeCamilli et al., 1983; Catsicas et al., 1991; Ichikawa
et al., 1991; Goutan et al., 1999; Hepp, Langley, 2001;
Greenlee et al., 2001; Biranowska et al., 2002; Sidor�
Kaczmarek et al., 2004; Fornasiero et al., 2010). Ан�
титела к пресинаптическим белкам используются
не только в качестве маркеров пресинаптических
терминалей (Oyler et al., 1991), но и для монито�
ринга развития синаптических связей в онтогене�
зе (Knaus et al., 1986; Sollner, 1993).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работа выполнена на аутопсийном материале
плодов человека на сроках от 8�й недели развития
до рождения (таблица). В сравнительных целях был
использован аутопсийный материал взрослых лю�
дей, а также одного ребенка в возрасте 4 лет. В рабо�
те использован материал собранный в патологоана�
томических отделениях ГБУЗ МО МОНИИАГ, ГКБ
№ 72, ДГКБ св. Владимира № 53, а также материал
из коллекции лаборатории развития нервной си�
стемы ФГБУ “НИИМЧ” РАМН.

В зависимости от срока развития в качестве
материала для исследования брали голову плода
целиком или участок носовой перегородки с обо�
нятельным эпителием и нервами (включая lamina
cribrosa), ОЛ, ОТ включая место контакта послед�
него с передним мозгом (вместе с прилежащей
тканью переднего мозга). В некоторых случаях
мы получали только ОЛ с участками ОТ. Матери�
ал фиксировали в нейтральном (фосфатный бу�
фер, pH = 7.2–7.4) 10% формалине или в жидкости
Буэна с последующим хранением в 70% спирте.
При необходимости, материал декальцинировали
в растворе 70% спирта, глицерина и азотной кис�
лоты. Время декальцинации зависело от размера
блока и плотности костных и хрящевых компо�
нентов и составляло от одной до трех недель
(таблица). После заключения в парафиновые сре�
ды (Histomix, BioVitrum, Россия; Paraplast X�tra,
McCormick Sci, Netherland) изготавливали серии
срезов (10 мкм). Серии из каждого 5�го либо 10�го
среза, в зависимости от возраста плода, окраши�
вали методом Маллори и крезилвиолетом по ме�
тоду Ниссля.

Протоколы иммуногистохимических реакций.
Для инактивации эндогенной пероксидазы депа�
рафинированные, гидратированные срезы обра�
батывали 3% раствором Н2О2 в течение 15 мин,

затем в целях блокировки неспецифического свя�
зывания антител обрабатывали раствором Ultra V
Block (“Lab Vision”) (5 мин) и ополаскивали в
фосфатном буфере (PBS, pH = 7.2).

В качестве первых антител использовали мы�
шиные моноклональные антитела к SNAP�25
(Novocastra, UK; 1 : 200–1 : 1600), антитела к синап�
тофизину (synaptophysin) (monomouse, Santa�Cruz,
USA; monorabbit, Epitomics, CA; 1 : 50–1 : 2000) и к
синапсину�I (synapsin�I) (polyrabbit, Chemicon,
US; monorabbit, Epitomics, CA; 1 : 100–1 : 2000).
Рабочие разведения первых антител подбирали в
отработочных опытах. Предварительное демас�
кирование антигенов проводили путем высоко�
температурной обработки срезов в 0.01 М цитрат�
ном буфере (рН 6.0) в микроволновой печи (5 мин),
с последующим остыванием (20 мин).

В работе применяли два варианта протокола. В
первом случае срезы инкубировали с первыми ан�
тителами в течении 20 часов при температуре 4°С,
затем после отмывки в фосфатном буфере срезы
обрабатывали конъюгатом HRP�F(ab’)2 козьих
антител, специфичных к первым антителам
(“Zymed”, 1 : 500, 1 ч при 37°С). Во втором вари�
анте проведения реакции срезы инкубировали с
первыми антителами в течении часа при комнат�
ной температуре. Для визуализации комплекса
аниген–антитело использовали стандартные го�
товые к употреблению наборы реактивов для
стрептовидин�биотиновых реакций Ultra Vision
Detection Kit (Lab Vision, UK), Ultra Vision LP De�
tection System HRP Polymer (Ready�To�Use) (Lab�
Vision, UK). На заключительном этапе срезы об�
рабатывали раствором хромогена (DAB, Sigma,
0.05%) в Tris�HCl буферном растворе (pH = 7.6), со�
держащем 0.02% Н2О2. Реакции при необходимо�
сти контрастировали 0.2% раствором OsO4. В ка�
честве негативного контроля использовали реак�
цию с заменой первых антител на раствор для
разведения антител (Dako), контроль ставился
для каждого опыта и был “чистым”.

РЕЗУЛЬТАТЫ

На 8�й неделе развития ОЛ были представлены
в виде дивертикулов вентральных стенок перед�
него мозга, в которых можно выделить три обла�
сти – прижелудочковую (эпендимальную), мантий�
ную и краевую волокнистую. Мозговые желудочки
продолжались в область ОЛ. На 10–13�й неделях
развития полость желудочков была хорошо за�
метна начиная с ростральных областей ОЛ. С воз�
растом передняя граница желудочка сдвигалась
кзади. На 20–23�й неделях развития желудочек
был различим только в самой каудальной части
ОЛ, в области перехода в обонятельный тракт
(ОТ), на 26�й недели желудочек ОЛ полностью
закрывался.
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На 10–11�й неделе развития в ОЛ можно было
выделить 4–5 слоев: краевой или перифериче�
ский слой (наиболее развит вентро�медиально,
соответствует слою входящих обонятельных во�
локон, и во временной перспективе, зоне образо�

вания клубочков), внешний волокнистый (плек�
сиформный) слой, слой со сравнительно плотно
расположенными клетками (внешний клеточ�
ный), наиболее обширный – внутренний клеточ�
ный слой. Последний в медиальной области ОЛ

Распределение материала по полу и срокам антенатального развития, особенности гистологической проводки
и фиксации материлаa

№ Пол
Срок развития (нед.)

Фиксатор Дакальцинат
 (сутки)гестационныйb по ТКД по массе

1 – 8 7–8 – Фнейтр. Hет

2 – 8 8 – Фнейтр. Hет

3 – – 10 – Фнейтр. Hет

4 – 10–11 – Фнейтр. 4

5 – 12–13 12 13 Фнейтр. 4

6 – 16 14 14 Фнейтр. 5

7 – 15–16 – – Фнейтр. Hет

8 ж 16 – – Фнейтр. Hет

9 ж 17–18 – 17 Фнейтр. 13

10 м 18–19 – 19 Фнейтр. Hет

11 м 18–19 – – Фнейтр. 14

12 м 19–20 19 20 Фнейтр. 16

13 м 20 – 19 Фнейтр. 16

14 м 20 – – Фнейтр. 14

15 м 20 – – Фнейтр. 14

16 м 20–21 – – Фнейтр. Hет

17 м 20–21 – – Фнейтр. Hет

18 м – – 22–23 Фнейтр. 20

19 м 21 22 23–24 Фнейтр. 20

20 – 22–23 – 22 Фнейтр. Hет

21 м 22–23 – – Фнейтр. Hет

22 – 25–26 – – Фнейтр. Hет

23 – 25–26 – – Фнейтр. Hет

24 ж 26 – 24–25 Б 21

25 ж 27–28 – 24–25 Фнейтр. Hет

26 ж 28–29 – 27 Фнейтр. Hет

27 – 30–31 – 33–34 Фнейтр Hет

28 – 32–33 – 35 Фнейтр Hет

29 ж 33–34 – 34 Фнейтр Hет

30 м 34–35 40 >40 Б Hет

32 ж 38–40 – – Фнейтр/к 26

33 ж 40 – – Фнейтр Hет

34 м 40 – – Фнейтр Hет
a Фнейтр. – фиксация нейтральным формалином 5–7 суток (фосфатный буфер pH = 7.2–7.4); Фнейтр/к – материал из коллек�
ции лаборатории, длительный срок хранения; Б – фиксация в жидкости Буэна в течении 3 сут, с последующим хранением в
70° этиловом спирте.
b Данные о гестационном возрасте, приведенные в таблице, мы получали из патологоанатомических заключений. Возраст пло�
дов, приведенный по теменно�копчиковой длине (ТКД) и массе плода, определяли в соответствии с таблицами Б.М. Пэттена
(Пэттен, 1959).
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был локально отделен волокнами внутреннего
волокнистого слоя. Наиболее глубоким слоем ОЛ
на этом этапе являлся прижелудочковый слой,
который не всегда был четко ограничен от внут�
реннего клеточного слоя. Значительной диффе�
ренциации клеток по размеру на этом сроке раз�
вития обнаружено не было. На 12–13�й неделе
развития наблюдалась четкая граница между при�
желудочковым и внутренним клеточным слоями,
хорошо определялся внешний клеточный слой,
соответствующий слою митральных клеток на бо�
лее поздних сроках развития, развивающиеся
митральные клетки на этом сроке были отличны
по размеру от гранулярных. На 15–16�й неделе
развития клетки развивающегося митрального
слоя и гранулярные клетки были хорошо разли�
чимы: ядра клеток развивающегося митрального
слоя были крупнее ядер клеток внутреннего кле�
точного слоя. Периферическая зона ОЛ на этом
сроке как и на более ранних сроках развития наи�
более сильно была развита вентро�медиально. На
17–18�й неделе развития слой входящих волокон
и слой образования клубочков также был наибо�
лее выражен вентро�медиально. Топография раз�
вивающегося слоя митральных клеток на ростро�
каудальной серии срезов повторяла эту законо�
мерность расположения слоя входящих волокон.
Аналогичная пространственная закономерность
сохраняется на более поздних сроках развития и у
взрослого человека. У плодов на 18–19�й неделе
развития в ОЛ хорошо определялись все 6 слоев
ОЛ и прижелудочковая область, с этого этапа хо�
рошо определялись зоны формирования клубоч�
ков. На 19–20�й неделе внутриутробного разви�
тия во внешней области гранулярного слоя ло�
кально определялись образованные клетками
подслои. В ОЛ на 22–23�й неделе развития клетки
внутреннего гранулярного слоя образовывали хо�
рошо видимые подслои, клубочки образовывали
крупное вентральное скопление, характерное для
ОЛ взрослого человека. На 23–24�й выделялись
клетки�митры нормальной для ОЛ взрослого че�
ловека формы, с контрастно окрашенной по Нис�
слю цитоплазмой. На 25–26�й неделе развития во
внутреннем гранулярном слое выделялось до 3–
4�х подслоев. На 28–29�й неделе антенатального
развития организация клубочкового слоя уже
полностью напоминала его организацию в ОЛ
взрослого человека: вентро�медиально и дорсо�
латерально в средней части ОЛ находились два
крупных скопления клубочков. Внутренний гра�
нулярный слой насчитывал до 5 подслоев. На 38–
40�й неделе развития ОЛ соответствовали луко�
вицам взрослого человека, за тем исключением,
что краевой слой входящих волокон по сравне�
нию с ОЛ взрослого человека был практически
незаметен, а центральную область ОЛ занимали
плотно расположенные клетки с узким слоем ци�
топлазмы. ОЛ мальчика в возрасте 4�х лет были

сходны по строению с луковицами взрослого чело�
века. Краевой слой входящих волокон был четко
ограничен от клубочковой зоны луковицы, цен�
тральные области ОЛ занимали проводящие пути с
редко расположенными клетками и каудально
структуры переднего обонятельного ядра.

Формирующийся обонятельный тракт как само�
стоятельная анатомическая структура определялась
с 18–19�й недели развития. После 15–16 недель
развития они распределялись на срезах характер�
ным образом – опоясывали центральную зону
ОЛ. После контакта ОЛ/ОТ с передним мозгом
они проходили тангенциально вглубь переднего
мозга.

Результаты иммуногистохимического исследо�
вания. Общая картина распределения иммуноре�
активных участков с антителами к SNAP�25, си�
наптофизину и синапсину�I в ОЛ и окружающих
тканях у плодов человека разного возраста была
сходна. На 8�й неделе внутриутробного развития
ОЛ демонстрировали иммунореактивность по
интенсивности сходную с таковой в переднем
мозге, наиболее интенсивная реакция в пределах
среза наблюдалась в нервах языка и верхнего не�
ба, а также сетчатке глаза.

На 10–14�й неделях развития иммунопозитив�
ную реакцию с использованными маркерами де�
монстрировали волокна обонятельного, терми�
нально�вомероназального нерва и терминального
ганглия, в остальных структурах среза иммуноги�
стохимическое окрашивание наблюдали в нерв�
ной сети языка и желез в основании языка и верх�
него неба. В переднем мозге иммунореактивность
демонстрировали радиальные волокна, по интен�
сивности иммунопозитивной окраски выделялся
краевой слой развивающейся коры (номенклатура
по Rakic, 1972). В ОЛ интенсивную иммунореак�
тивность с антителами к пресинаптическим бел�
кам наблюдали в периферическом слое ОЛ – слое
входящих волокон и развивающемся клубочко�
вом слое. Сходную по интенсивности высокую
иммунореактивность проявляли пучки вторич�
ной проводящей системы ОЛ. Иммунопозитив�
ная реакция сохранялась в центральных областях
ОЛ (нейропиль), но она была заметно слабее, по
интенсивности сходна с реакцией в развиваю�
щейся коре переднего мозга (рис. 1а).

Для ОЛ на 15–16�й неделе развития характер�
на выраженная иммунопозитивная реакция с ис�
пользованными маркерами в периферическом
слое (входящих волокон и развивающийся клу�
бочковый слои) и пучках проводящей системы, а
также постепенное центростремительное умень�
шение иммунореактивности. На сроке 17–18 не�
дель наиболее интенсивно реагировали слои от
зоны входящих волокон до границы внутреннего
клеточного (гранулярного) слоя включительно.
Кроме того, в пределах слоя входящих волокон и
развивающегося клубочкового слоя выделялись
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отдельные локусы, демонстрирующие наиболее
интенсивную иммунореактивность в пределах ОЛ –
зоны образования клубочков. На гистологиче�

ских препаратах на этом же сроке развития мы не
смогли выделить отдельных клубочков, хотя от�
носительно всей ОЛ толщина слоя входящих во�

Рис. 1. Иммунореактивность с антителами к SNAP�25 в ОЛ плодов человека на 14�й неделе развития (а, линейка
5 мкм), на 19–20�й (б, линейка 10 мкм) и 22–23�й (в, линейка 10 мкм) неделях развития. ОЛ плода на 28–29�й неделе
развития: иммунореактивность с антителами к синаптофизину (г, линейка 50 мкм); окраска по Нисслю (д, линейка
10 мкм) и иммунореактивность с антителами к синапсину�I (е, линейка 10 мкм) на гистологических срезах из одной
области ОЛ. (в, г) – клубочки (указаны стрелками) демонстрируют сравнительно интенсивную иммунореактивность
с использованными маркерами; иммунореактивность в пределах внутреннего гранулярного слоя распределена соответ�
ственно подслоям, образованным гранулярными клетками; центральная зона ОЛ демонстрирует низкую иммунореак�
тивность; ОВ – область входящих обонятельных волокон, К – клубочковый слой ОЛ, Вш – внешний волокнистый
(плексиформный) слой ОЛ, Вт – внутренний волокнистый (плексиформный) слой ОЛ, М – слой митральных клеток,
Гр – внутренний гранулярный слой, П – вторичные проводящие обонятельные пучки, Ц – центральная зона ОЛ.
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локон и будущей клубочковой зоны увеличива�
лась. Центральная область ОЛ демонстрировала
сравнительно низкую иммунореактивность.

На 18–20�й неделях развития наиболее интен�
сивную иммунореактивность демонстрировали
слой развивающихся клубочков. Иммунопози�
тивно реагировал нейропиль вокруг развиваю�
щихся митральных клеток и внутреннего грану�
лярного слоя. Внешний и внутренний волокни�
стые слои реагировали слабее (рис. 1б).

Иммуногистохимическая окраска в реакциях с
антителами к пресинаптическим белкам во внут�
реннем гранулярном слое на 22–24 неделях ло�
кально имела послойное распределение (рис. 1в):
иммунореактивные участки располагались между
телами нейронов. К 23–24�й неделе развития во�
локнистые слои ОЛ реагировали с антителами к
пресинаптическим белкам с той же интенсивно�
стью, что и внутренний гранулярный слой и на
25–27�й неделе развития интенсивность реакции
во внутренних слоях ОЛ была равномерной, по
интенсивности иммуногистохимической окрас�
ки выделялись только клубочки, что особенно хо�
рошо было заметно в реакции на синаптофизин.
Центральная зона ОЛ сохраняла низкую иммуно�
реактивность.

На 28–34�й неделях внутриутробного разви�
тия наиболее интенсивно с антителами к преси�
наптическим белкам также реагировали клубочки
(рис. 1г, 1е; 2а; 3а). Наиболее заметное различие в
интенсивности иммуногистохимической окрас�
ки клубочкового слоя по сравнению с другими
функциональными слоями в ОЛ наблюдалось в ре�
акциях с антителами к синаптофизину (рис. 1г).
Краевой слой входящих волокон ОЛ демонстри�
ровал сравнительно низкую иммунореактивность
с антителами к SNAP�25, синапсину�I и синапто�
физину (рис. 1г). Иммунопозитивную реакцию
демонстрировали группы входящих волокон обо�
нятельного нерва (рис. 2в). В пределах внутренне�
го гранулярного слоя иммунопозитивно с антите�
лами к SNAP�25 и синаптофизину реагировал
только волокнистый компонент, иммуногистохи�
мическая окраска была распределена слоями
(рис. 2е). В реакциях на синапсин�I общее рас�
пределение иммунореактивности было таким же,
однако некоторые нейроны митрального и внут�
реннего гранулярного слоя демонстрировали им�
мунореактивность в пределах тел клеток (рис. 2д).
Центральная зона ОЛ оставалась в основном им�
мунонегативной – иммунореактивность прояв�
лялась точечно, основная масса клеток и волокон
была иммунонегативна (рис. 2б).

На 38–40�й неделях развития с антителами к
пресинаптическим белкам реагировал нейропиль
всех зон ОЛ. Участки вокруг и к периферии от
клубочков проявляли более слабую иммунореак�
тивность сравнительно с остальными зонами ОЛ.
Отсутствия специфической реакции с антитела�

ми к белкам пресинаптических окончаний в кра�
евой области ОЛ (характерно для ОЛ взрослого
человека (рис. 3в)) на 38–40�й неделях развития
мы не наблюдали, хотя эти участки проявляли
сравнительно с другими слоями ОЛ слабую имму�
нореактивность. Таким образом, только на 38–
40�й неделях развития характер иммуногистохи�
мического окрашивания с антителами к преси�
наптическим белкам соответствовал таковому у
ребенка 4 лет и взрослого человека (рис. 3б–3в).
Тела нейронов как в коре, так и в ОЛ в реакции с ан�
тителами к синапсину�I у взрослого человека в ос�
новном оставались иммунонегативными (рис. 3д), в
реакции на SNAP�25 тела нейронов демонстри�
ровали хорошо видимые при световой микроско�
пии иммунопозитивные участки (рис. 3е).

ОБСУЖДЕНИЕ

Дифференцировка слоев внутри ОЛ начинает�
ся после 8�й недели развития, что совпадает с ли�
тературными данными (Humphrey, 1940; Muller,
O’Rahilly, 2004). Начало дифференцировки кле�
ток по размерам и обособление митрального слоя
описывано не ранее 9.5–10 неделях развития
(Humphrey, 1940). По другим данным митральный
слой клеток различают уже на 8.5 неделе развития
(Muller, O’Rahilly, 2004). Мы смогли найти незна�
чительные размерные различия между развиваю�
щимися митральными и гранулярными клетками
на 12–13�й неделе развития. Разночтения могут
быть связаны с методиками определения возраста
плодов и гистологических окрасок.

Гистологическая дифференцировка всех функ�
циональных слоев, характерных для ОЛ взросло�
го человека, заканчивается на 20–22�й неделе
развития. Позже ОЛ увеличиваются в размерах,
усиливаются размерные отличия клеток из раз�
личных областей ОЛ, происходит дальнейшая
дифференцировка внутри слоев (образование
подслоев внутреннего гранулярного слоя, образо�
вание крупных клубочковых скоплений вен�
трально и дорсально), структурные характеристи�
ки луковицы существенно не меняются. ОЛ плодов
на 38–40�й неделях уже полностью напоминают лу�
ковицы взрослого человека. Для ОЛ плодов на 38–
40�й недели развития характерен более тонкий слой
входящих волокон по сравнению с ОЛ взрослых
людей. Увеличение толщины слоя входящих во�
локон в ОЛ взрослого человека по сравнению с
плодами на 38–40 неделе развития может быть
связано с возобновлением рецепторной выстил�
ки обонятельного эпителия. Входящие в ОЛ во�
локна являются аксонами клеток� рецепторов ос�
новного обонятельного эпителия, которые возоб�
новляются в течение жизни человека и животных
(Niewenhues, 1998). Периферическая часть ОЛ –
структура динамическая, куда постоянно враста�
ют новые аксоны и образуют новые связи. Старые
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окончания отмирают и с возрастом краевая об�
ласть ОЛ расширяется. Эти наблюдения подтвер�
ждаются результатами иммуногистохимеческих
исследований с белками пресинаптических окон�

чаний: краевая область ОЛ взрослого человека
кнаружи от клубочков иммунонегативна (рис. 3в).

Анализ результатов иммуногистохимических
реакций антителами к пресинаптическим белкам

Рис. 2. Иммунореактивность с антителами к синапсину�I в ОЛ плода на 28–29�й неделе развития: область единичного
клубочка (а, сверху); центральная зона ОЛ: единичные иммунореактивные элементы указаны стрелками (б); пучок во�
локон обонятельного нерва (в); участок митрального слоя (г, * отмечены места расположения тел клеток митрального
слоя); зона вторичного проводящего пучка из дорсо�латеральной области ОЛ, стрелкой указана единичная клетка, де�
монстрирующая иммунопозитивную реакцию (д); область внутреннего гранулярного слоя, видно послойное распре�
деление иммунореактивных участков между подслоями, образованными телами гранулярных клеток (* отмечены им�
мунонегативные области расположения тел нейронов (е). Линейка 5 мкм. М – слой митральных клеток, Гр – внутрен�
ний гранулярный слой, Ц – центральная зона ОЛ.

(а) (б)

(в) (г)

(д) (е)

М

Гр

Ц
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(анти�SNAP�25, �Synapsin�I, �Synaptophysin) у
плодов человека показал, что на антенатальном
этапе развития характер распределения иммуно�
реактивных участков в ОЛ изменяется. Появление
и изменение интенсивности иммуногистохимиче�

ской реакции с данными маркерами в различных
зонах ОЛ отражает процессы функционального
созревания структуры. На 8�й неделе развития ОЛ
демонстрируют иммунореактивность сходную с
другими участками развивающегося мозга. На 10–

Рис. 3. Иммунореактивность с антителами к синаптофизину в ОЛ плода на 34–35�й неделе развития (а, линейка
10 мкм). Иммунореактивность с антителами к SNAР�25 в ОЛ новорожденного (40 недель, линейка 10 мкм) и взрослого
человека (50 лет, линейка 10 мкм). Иммунореактивность с антителами к синапсину�I в зоне клубочка ОЛ (г, линейка
5 мкм) и коре (д, линейка 5 мкм) взрослого человека (50 лет). Иммунореактивность с антителами к SNAР�25 в коре
взрослого человека (е, линейка 5 мкм); К – клубочковый слой ОЛ, Гр – внутренний гранулярный слой, П – вторичные
проводящие обонятельные пучки, Ц – центральная зона ОЛ.

(а)

К

Гр

П

Ц

Гр

Гр

(б)

(в) (г)

(д) (е)

ОВ

K
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14 неделях развития наиболее интенсивно с ис�
пользованными антителами реагирует краевой
слой развивающейся ОЛ (зона входящих волокон
и во временной перспективе развивающийся клу�
бочковый слой), остальные зоны ОЛ демонстри�
руют иммунореактивность сходную с таковой в
развивающемся переднем мозге. С 15–16 недели
развития позитивная иммуногистохимическая
реакция на все три маркера распространяется
центростремительно, наиболее интенсивную им�
мунореактивность с использованными маркера�
ми демонстрируют клубочки ОЛ. Центральная
зона ОЛ проявляет низкую иммунореактивность
вплоть до 38–40�й недели развития. Внутренний и
внешний плексиформные слои до 23–24 недели
развития демонстрируют иммунореактивность
меньшей интенсивности по сравнению с внутрен�
ним гранулярным и клубочковым слоем, что мо�
жет быть связано со вторичной вставочной приро�
дой связей в пределах волокнистых слоев ОЛ.

Центростремительное распространение имму�
нореактивности с антителами к пресинаптиче�
ским белкам в ОЛ человека с увеличением срока
плода позволяет подтвердить индуцирующую
роль прорастающих обонятельных волокон и об�
разованных ими связей. Еще в середине 20 века
было хорошо известно, что именно прорастаю�
щие обонятельные волокна инициируют анато�
мическую дифференцировку ОЛ (Pearson, 1941;
1942). Функциональная дифференцировка струк�
туры, также как и морфологическая, запускается
врастающими аксонами обонятельных рецепто�
ров, что косвенно подтверждается динамикой со�
зревания слоев в ОЛ – дорсальные области, полу�
чающие в развивающейся ОЛ меньше окончаний
обонятельных нервов дольше остаются недиффе�
ренцированными, чем вентральные области
(Chuah, Zheng, 1992).

С помощью иммуногистохимических маркеров
пресинаптических окончаний отдельные развива�
ющиеся клубочки выявляются на 17–18�й неделе
развития – раньше, чем с помощью гистологиче�
ских критериев. По�видимому, созревание, пока�
занное иммуногистохимически с антителами к
пресинаптическим белкам, непосредственно
предшествует гистологическому обособлению
клубочков ОЛ. Эти результаты согласуются с ли�
тературными данными. Презумптивные незре�
лые синаптические контакты и синапсы, образо�
ванные ветвящимися аксонами обонятельных ре�
цепторов на телах некоторых развивающихся
митральных клеток были описаны с помощью
электронной микроскопии на 13 неделе развития.
Зрелые синапсы и перигломерулярные клетки в
слое входящих обонятельных волокон и развива�
ющихся клубочков впервые выявляются на 17�й
неделе развития (Chuah, Zheng, 1992).

Центральная зона ОЛ плодов до 35�й недели
развития включительно демонстрировала низкую

иммунореактивность в реакциях с антителами к
пресинаптическим белкам, иммунопозитивная
реакция с использованными маркерами наблю�
далась на 38–40 неделе. Поскольку центральная
зона ОЛ идентифицируется с остатками прижелу�
дочкового слоя клеток (Niewenhues, 1998), отсут�
ствие иммунопозитивной реакции в центральной
зоне может отражать продолжающиеся до рожде�
ния процессы созревания структуры. В процессе
развития нейробласты мигрируют из эпенди�
мальной или прижелудочковой зоны головного
мозга (Nadarajah, Parnavelas, 2002). Источником
нейробластов в развивающейся ОЛ является ее
прижелудочковый слой. Таким образом, цен�
тральная зона ОЛ плодов человека может содер�
жать клетки, только вступающие в дифференци�
ровку, что подтверждается характером распреде�
ления иммуногистохимической реакции на
пресинаптические белки. Это свидетельствует об
активно продолжающихся процессах созревания
в ОЛ плодов на сроках до 38–40�й недели разви�
тия. Также на этом сроке снижается интенсив�
ность иммунореактивности с использованными
маркерами в клубочковом слое и все слои ОЛ де�
монстрируют сходную по интенсивности имму�
нореактивность, что характерно для ОЛ взросло�
го человека. Снижение экспрессии белков преси�
наптических окончаний до уровня, характерного
для зрелой структуры, связывают с завершением
процессов созревания и активного синаптогенеза
в процессе развития нервной системы (Biranows�
ka et al., 2002; Sidor�Kaczmarek et al., 2004).

Таким образом, можно выделить четыре этапа
созревания ОЛ. На 7–8 неделе происходит индук�
ция развития ОЛ со стороны обонятельных воло�
кон и анатомическое обособление структуры.
После 8�й недели развития начинается гистоло�
гическая дифференцировка слоев внутри ОЛ. Для
второго этапа (9–14 неделя развития) характерны
интенсивная иммунопозитивная реакция с анти�
телами к белкам пресинаптических окончаний пе�
риферического слоя – слоя входящих обонятель�
ных волокон и образования клубочков – и процес�
сы активной дифференцировки функциональных
слоев луковиц. На третьем этапе (15–22 неделя) за�
канчивается гистологическая дифференцировка
ОЛ, различную по интенсивности иммунореак�
тивность с антителами к трем пресинаптическим
белкам демонстрируют все функциональные
слои. На четвертом этапе (от 22–23 до 35 недели)
четко выделены все шесть функциональных слоев,
характерных для луковиц взрослых людей, все они
демонстрируют иммунопозитивную реакцию на
пресинаптические белки, происходит увеличение
размеров ОЛ и дальнейшее созревание образован�
ных слоев. Наиболее интенсивно до 28–29 недели
включительно реагируют клубочки ОЛ. На за�
ключительном этапе распределение иммуноги�
стохимической реакции на пресинаптические
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белки в ОЛ плодов на 38–40�й неделе развития
соответствует таковому в ОЛ взрослого человека,
все слои демонстрируют одинаковую по интен�
сивности иммуногистохимическую окраску с ис�
пользованными маркерами.

По�видимому, процессы дифференцировки
нейробластов продолжаются в ОЛ до рождения.
Развивающиеся ОЛ полностью соответствуют лу�
ковицам взрослого человека к 38–40 неделе, что
подтверждается характером иммуногистохими�
ческой реакции на белки пресинаптического
комплекса в ОЛ плодов и взрослого человека. Од�
нако функциональная зрелость слоев и проводя�
щей системы ОЛ и ОТ, оцененная по трем белкам
пресинаптических окончаний (SNAP�25, синап�
тофизин и синапсин�I), не исключает возможно�
сти восприятия и передачи обонятельных стиму�
лов у человека до рождения, предполагаемых в
поведенческих экспериментах (Schaal et al., 2000;
Mennella et al., 2001), и у новорожденных (Кула�
ковская, 1929).
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We provide the data of the olfactory bulbs (OB) development in the human fetuses on the stages from 8 week
to birth. Immunochistochemical markers of presynaptic terminals (anti�SNAP�25, �synapsin�I, −synaptophys�
in) were used to evaluate the maturation of the OB. Differentiation of the OB layers begins from periphery,
which implicitly evidences that growth of the olfactory nerves fibers induses not only anatomical differentia�
tion of the OB, but also differentiation of its functional layers. The sites of the developing glomerulus are re�
vealed using the immunochistochemical prosedure on the stage before distinct glomerulus can be identified
with common histological procedure. OB conductive system demonstrates immunoreactivity with the anti�
bоdies to the presynaptic proteins on the all stages from 10–11 weeks of fetus development. Four stages of the
OB development are described. All functional layers of the OB are mature at the 22�weeks stage. Further dif�
ferentiation of the OB neuroblasts, including lamina formation of the internal granular leyer, glomerular layer
development, OB growth continue after 20–22 weeks stage untill 38–40 weeks of the fetus develoment. Pat�
terns of the immunoreactivity with antibodies to SNAP�25, synapsin�I and synaptophysin are completely ap�
propriate to those of adult’s OB on the 38–40 weeks of the prenatal development. Complete maturity of the
human OB is achived at 38–40 weeks of the prenatal development.

Keywords: human fetuses, olfactory development, primary olfactory centers, SNAP�25, Synapsin�I, Synap�
tophysin
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