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Изучены пролиферация и репаративный нейрогенез в интегративных центрах мозга после нанесения
механической травмы глаза взрослой форели Oncorhynchus mykiss. Установлено, что после поврежде-
ния глаза пролиферация и нейрогенез в пролиферативных зонах мозга, мозжечка и зрительного тек-
тума существенно усиливаются. В мозжечке выявлено достоверное увеличение пролиферативной ак-
тивности клеток дорсальной пролиферативной зоны и паренхиматозных клеток молекулярного и гра-
нулярного слоев. Через 1 нед. после травмы в тектуме идентифицированы PCNA-позитивные клетки
радиальной глии. Впервые установлено, что в результате травмы глаза в тектуме и мозжечке образу-
ются локальные скопления недифференцированных клеток, образующих т. н. нейрогенные ниши.
Дифференцировка клеток в нейрональном направлении, обнаруженная при помощи маркирования
клеток антителами против белка HuC/D, происходила в пролиферативных зонах теленцефалона, зри-
тельного тектума, мозжечка и продолговатого мозга форели уже через 2 дня после травмы. Показано,
что в пролиферативных зонах мозга форели уровень экспрессии HuC/D выше, чем в дефинитивных
нейронах. Дополнительно исследованы вызванные травмой глаза процессы клеточной пролифера-
ции, миграции и апоптоза в контра- и ипсилатеральных зрительных нервах, а также прилежащих мы-
шечных волокнах через 2 дня после повреждения. С помощью антител против PCNA и метода TUNEL
дана качественная и количественная оценка процессам пролиферации и апоптоза в клетках зри-
тельного нерва форели.
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ВВЕДЕНИЕ
Известно, что среди позвоночных рыбы спо-

собны эффективно восстанавливать структуру
клеток и волокон после повреждения ЦНС. Это
касается как способности восстанавливать чис-
ленность поврежденных клеток за счет продуци-
рования новых клеток в матричных зонах мозга и
нейрогенных нишах, так и способности восста-
навливать структуру аксонов поврежденных ней-
ронов в составе проводящих путей спинного моз-
га (Zupanc, Sirbulescu, 2013). Однако в настоящее
время неизвестно, как этот процесс связан с ней-
рогенезом во взрослом мозге, и какие элементы

матричных зон мозга рыб участвуют в репаратив-
ном нейрогенезе. В качестве удобной модели для
нейрогенных исследований во взрослом организ-
ме все чаще используют животных эволюционно
древних групп, в мозге которых находится боль-
шое количество перивентрикулрных пролифера-
тивных зон и активных зон вторичного нейроге-
неза (Zupanc, 2009; Pushchina et al., 2014). В отли-
чие от млекопитающих, в мозге взрослых рыб были
выявлены многочисленные пролиферативные зо-
ны. Существование таких зон было описано у апте-
ронотуса Apteronotus leptorhynchus (Zupanc, Horschke,
1995), Sparus aurata (Zikopoulos et al., 2000), трехиг-
лой колюшки Gasterosteus aculeatus (Ekstrom et al.,
2001), данио (Zupanc et al., 2005; Grandel et al.,
2006) и нотобранха Austrolebias sp. (Fernandez
et al., 2011).

Список сокращений: PCNA – пролиферативный ядерный ан-
тиген, PCNA-ип – PCNA-иммунопозитивный, PCNA-ин –
PCNA-иммунонегативный, HuC/D – нейрональный
протеин Hu, HuC/D-ип – HuC/D-иммунопозитивный,
HuC/D-ин – HuC/D-иммунонегативный.

УДК 591.3:591.481:597.5
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Мы исследовали изменения клеточного соста-
ва в пролиферативных зонах мозга в ответ на по-
вреждающее воздействие глаза у взрослой форе-
ли. Течение регенеративных процессов в мозге
рыб после повреждающего воздействия опреде-
ляется рядом факторов, отличающих динамику
данного процесса от такового у других позвоноч-
ных, в частности млекопитающих и человека
(Zupanc et al., 1998; Becker, Becker, 2008). Извест-
но, что в результате травмы ЦНС в мозге млеко-
питающих возникает ряд патологических изме-
нений, которые связаны с развитием воспали-
тельного ответа, возникающего в результате
токсического воздействия глутамата и других вос-
палительных медиаторов, а также последующих
патологических изменений, связанных с процес-
сами вторичного воспаления и сопровождаю-
щихся гибелью большого количества клеток
(Palmer et al., 1994; Grosche et al., 1995). Установ-
лено, что в результате травмы ЦНС млекопитаю-
щих значительное количество клеток подвергает-
ся некрозу, и лишь небольшая их часть элимини-
руется при помощи апоптоза (Kerr et al., 1995). В
мозге рыб при травме клеточный ответ развивает-
ся по другому сценарию. Уже через 5 минут в по-
врежденных клетках наблюдается апоптоз, кото-
рый усиливается в течение нескольких последую-
щих дней (Zupanс et al., 2005). Элиминация
поврежденных клеток осуществляется при уча-
стии фагоцитов (микроглии/макрофагов), кото-
рые крайне эффективно утилизируют поврежден-
ные клетки, обеспечивая тем самым “чистую
смерть” клеток, не оставляющую поврежденного
клеточного материала, способствующего разви-
тию вторичного воспаления (Vajda, 2002). Вос-
полнение потери большого количества клеток в
результате повреждения в мозге рыб происходит
из различных источников: радиальной глии, цен-
тров первичной и вторичной пролиферации, а
также нейрогенных ниш.

Высокий регенеративный потенциал в ЦНС
рыб обеспечивается как активацией особых реге-
нераторно ассоциированных факторов (Zupanc,
Sirbulescu, 2013), так и эффективным влиянием
факторов нейропротекции, осуществляющих за-
щиту поврежденных клеток и обеспечивающих
долговременное выживание клеток, образован-
ных в результате репаративного нейрогенеза.

Целью настоящей работы было исследование
процесса пролиферации в интегративных цен-
трах мозга (мозжечке и тектуме) и репаративного
нейрогенеза в мозге взрослой форели Oncorhyn-
chus mykiss, после нанесения механической трав-
мы глаза.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе было использовано 20 особей форели

Oncorhynchus mykiss, в возрасте 12–18 месяцев.

Масса тела животного составляла 280–350 г и длина
тела – 30–36 см соответственно. Животные были
получены с Рязановского экспериментально-про-
изводственного рыбоводного завода в 2014 году. Для
адаптации форель содержали в аквариумах с
пресной водой при температуре 16–17°С, с одно-
разовым кормлением. Cоотношение освещенно-
го и темного периодов в сутках составляло 14/10 ч.
Содержание растворенного кислорода в воде со-
ставляло 7–10 мг/дм3, что соответствует нормаль-
ному насыщению. Все экспериментальные мани-
пуляции с животными были проведены в соответ-
ствии с правилами, регулируемыми уставом
Института биологии моря, Ресурсного центра
ИБМ ДВО РАН и Этического комитета, регла-
ментирующего гуманное обращение с экспери-
ментальными животными. Животные были ане-
стезированы в 0.1% растворе трикаин метансуль-
фоната MS222 (Sigma, USA) в течение 10–15 мин.

Повреждение зрительного нерва и подготовка ма-
териала для ИГХ исследования. После анестезии во
внутричерепную полость обездвиженного животно-
го вводили 0.1 М фосфатный буфер (pH 7.2), содер-
жащий 4% раствор параформальдегида. После
префиксации мозг извлекали из внутричерепной
полости и фиксировали в растворе параформаль-
дегида при 4°С в течение 2 ч. Затем мозг пяти-
кратно промывали в растворе 30% сахарозы при
4°С в течение 48 ч для криопротекции. Серийные
фронтальные и трансверзальные срезы мозга го-
товили на замораживающем микротоме Cryo-Star
HM 560 MV (Германия).

С помощью стерильной иглы наносили меха-
ническое повреждающее воздействие в область
глаза на глубину 1 см, при котором повреждали
как структуры глаза, так и зрительный нерв с при-
лежащими к нему тканями. Непосредственно по-
сле нанесения механического повреждения жи-
вотных выпускали в аквариум с пресной водой
для восстановления и дальнейшего мониторинга.

Иммуногистохимия. Для исследования проли-
феративной активности в зрительном нерве и ин-
тегративных центрах мозга (зрительном тектуме и
мозжечке) форели использовали иммуноперок-
сидазное маркирование ядерного антигена про-
лиферирующих клеток PCNA на замороженных
свободно плавающих срезах зрительного нерва и
мозга. Оценка пролиферативной активности бы-
ла проведена через 1 неделю после нанесения ме-
ханического повреждения в область глаза. Срезы
мозга и зрительного нерва, толщиной 50 мкм ин-
кубировали in situ с первичными моноклональ-
ными антителами мыши против PCNA (PC10;
Novus Biologicals, USA; 1 : 3000), при температуре
4°С в течение 48 ч. Для выявления вновь образо-
ванных нейронов, через 2 суток после травмати-
ческого воздействия использовали моноклональ-
ные антитела против нейронального протеина
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HuC/D (clone: AD2.38; Chemicon, Billerica, MA,
USA; 1 : 4000). Для визуализации ИГХ маркиро-
вания использовали стандартный ABC комплекс
Vectastain Elite ABC kit (Vector Laboratories, USA)
в соответствии с рекомендациями фирмы-произ-
водителя. Для выявления продуктов реакции
применялся субстрат красного цвета (VIP Sub-
strate Kit, Vector Labs, Burlingame, USA) в сочета-
нии с докрашиванием метиловым-зеленым по
Браше (Меркулов, 1969). Развитие ИГХ окраски
контролировали под микроскопом. Препараты
обезвоживали по стандартной методике, и заклю-
чали в среду Bio-Оptica (Италия). Для оценки
специфичности иммуногистохимической реак-
ции использовали метод негативного контроля.
Срезы мозга вместо первичных антител инкуби-
ровали с 1% раствором неиммунной сывороткой
лошади в течение 1 суток и обрабатывали, как
срезы с первичными антителами. Во всех кон-
трольных экспериментах иммунопозитивная ре-
акция отсутствовала.

Денситометрическое исследование интенсив-
ности маркирования PCNA и HuC/D в клетках
зрительного нерва и мозга форели было проведе-
но с использованием программы Axiovision на ба-
зе инвертированного микроскопа Axiovert Apo-
tome 200. На основании данных денситометриче-
ского анализа определены различные уровни
активности PCNA и HuC/D в клетках. Эти дан-
ные, наряду с морфометрическими параметрами
клеток (размерными характеристиками тел кле-
ток) были использованы для классификации и
типизации клеток, вновь образованных в период
протекания репаративного нейрогенеза в проли-
феративных зонах, а также дефинитивных цен-
трах мозга.

Выявление апоптоза с помощью TUNEL-марки-
рования. Для выявления процессов апоптоза в
зрительном нерве форели через 2 дня после нане-
сения травмы было проведено выявление фраг-
ментированных цепочек ДНК с помощью имму-
нопероксидазного TUNEL-маркирования. После
двухчасовой фиксации в 4% растворе парафор-
мальдегида, приготовленном на фосфатном буфе-
ре (0.1 М, рН 7.2), фрагментированные участки
поврежденного и не поврежденного зрительных
нервов форели промывали в течение суток в 0.1 М
фосфатном буфере. Затем материал помещали в
30% раствор сахарозы на 0.1 М фосфатном буфере
для криопротекции и выдерживали там до полного
погружения. Горизонтальные продольные срезы
толщиной 50 мкм изготавливали на замораживаю-
щем микротоме Cryo-Star HM 560 MV (Германия).
Для выявления TUNEL-позитивных структур ис-
пользовали стандартную иммунопероксидазную
систему идентификации Apoptag Peroxidase In Situ
Apoptosis Detetion Kit (Chemiсon International Inс.,
USA) в соответствии с прилагаемым фирмой-
производителем протоколом. Для визуализации

продуктов реакции срезы мозга инкубировали в
субстрате для выявления пероксидазы (VIP Sub-
strate Kit; Vector Labs, USA), контролируя разви-
тие окраски под микроскопом, затем промывали
в трех сменах фосфатного буфера и монтировали
на предметные стекла. Ядра клеток докрашивали
метиловым зеленым по методу Браше. Препара-
ты обезвоживали по стандартной методике и за-
ключали в среду Bio-Оptica (Италия).

Морфометрическую обработку осуществляли
с помощью програмного обеспечения инвертиро-
ванного микроскопа Axiovert 200 M с модулем
ApoTome и цифровыми камерами Axio Cam MRM
и Axio Cam HRC (Carl Zeiss, Германия). Измере-
ния проводили при 400-кратном увеличении в
пяти случайно выбранных полях зрения для каж-
дой области исследования. Индекс пролифера-
ции (ИП) и индекс апоптоза (ИА) определяли в
расчете на 1 мм2 среза по формулам:

ИП = n PCNA-позитивных ядер × 100%;
общее n ядер

ИА = n TUNEL-позитивных ядер × 100%.
общее n ядер

Количественная обработка морфометриче-
ских данных ИГХ маркирования PCNA и TUNEL
проведена с помощью программ Statistica 12 и Mi-
crosoft Excel 2010. Для количественной оценки ре-
зультатов использован ANOVA-тест; данные
представлены в виде среднее ± ошибка среднего
(M ± m). Значения P < 0.05, и P < 0.001 считались
статистически значимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Исследование клеточного ответа в зрительном 

нерве после повреждения. Морфология 
и TUNEL маркирование

После нанесения механического повреждения
в область глаза форели исследована морфология
зрительного нерва на стороне повреждения и
контралатеральной стороне. Морфологическая
структура зрительного нерва форели на контрала-
теральной стороне представлена на рис. 1а. В
этой области среди волокон зрительного нерва по
морфологическим критериям было идентифици-
ровано 4 типа клеток (таблица). Среднее количе-
ство клеток на профильное поле на контралате-
ральной стороне составляло 54.5 ± 3.5. Средний
апоптозный индекс в этой области составлял
4.35% (рис. 2а). На контралатеральной стороне бы-
ли выявлены одиночные TUNEL-маркированные
тельца в виде мелких гранул разного размера и бо-
лее плотных конденсированных апоптозных те-
лец (рис. 1б). В наших исследованиях TUNEL-
маркирование давало положительные результаты
при избирательном выявлении апоптозных кле-
ток, имеющих признаки фрагментации ДНК

2
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(рис. 1б–1е). После механического повреждения
глаза, распределение TUNEL-позитивных эле-
ментов в зрительном нерве было неравномерным
(рис. 1в). Эти элементы превалировали на сторо-
не повреждения, градиентно увеличиваясь по ме-
ре приближения к области травмы. Интенсивное
маркирование ядер апоптозных клеток демон-
стрировало признаки фрагментации ДНК: тем-
ные маркированные пероксидазой гранулы (апо-
птозные тельца), которые иногда формировали по-
лукольца и однородные конгломераты (рис. 1в, 1д).
Такие структуры локализовались на месте распо-
ложения ядра, равномерно распределялись по
цитоплазме, смещались к цитоплазматической
мембране или группировались у одного из полю-
сов клеточной сомы. Для TUNEL-позитивных
элементов характерно наличие неповрежденной
клеточной мембраны, вокруг них отсутствуют
очаги воспалительной инфильтрации.

После нанесения повреждающего воздействия
через 2 сут на ипсилатеральной стороне выявле-
ны участки массовой клеточной миграции, рез-
кое увеличение количества клеток 1-го и 2-го ти-
пов (рис. 1г). Такие клетки формировали продоль-
ные мигрирующие потоки, окруженные клетками
3-го типа, численность которых также значительно
возрастала (рис. 1г). Среднее число клеток на ип-
силатеральной стороне в 2.28 раза превышала та-
ковую на контралатеральной стороне. На диаграм-
ме (рис. 2а) показано соотношение количества
клеток на контра- и ипсилатеральной сторонах, со-
ставлявшее 54.5/124.5 клеток на профильное поле
соответственно. Наряду с паттернами клеточной ми-
грации на ипсилатеральной стороне было выявлено
массовое скопление апоптозных телец и идентифи-
цированы многочисленные TUNEL-маркирован-
ные элементы (рис. 1в, 2а). Средние размеры клеток
в зонах массовой локализации апоптозных телец со-
ставляли 5.3 ± 0.7/3.9 ± 0.5 мкм, а средние размеры
апоптозных телец в этих зонах – 5.9 ± 0.9/3.9 ±
± 0.5 мкм (рис. 1д). Среднее количество апоптоз-
ных телец на профильное поле на контра- и ипсила-
теральной сторонах составляло 2.5/22.5 элементов
соответственно (рис. 2а). Наряду с апоптозными
тельцами выявлены картины клеточной дегрануля-
ции, представляющие собой более ранние стадии
апоптотического процесса, а также TUNEL-мар-

кированные фрагменты дегранулирующего хро-
матина, имеющего форму полулуний (рис. 1д).
Подобные картины были характерны для скопле-
ний дегранулирующих клеток и свидетельствова-
ли о массовом характере апоптоза клеточных эле-
ментов на 2 сутки после повреждения зрительного
нерва форели. Значительное увеличение количества
клеток было обнаружено в областях, разделяющих
отдельные пучки волокон зрительного нерва – ме-
заксонах (эпиневрии) (рис. 1е). В этих зонах также
идентифицированы TUNEL-маркированные апо-
птозные тельца (рис. 1е). Соотношение индексов
апоптоза на контра- и ипсилатеральной сторонах
на 2 сутки после механического повреждения со-
ставляло 4.3/25.7% соответственно (рис. 2б).

Учитывая комплексный характер механиче-
ского повреждения, затрагивающего различные
оболочки и структуры глаза, зрительный нерв и
прилежащую глазодвигательную мускулатуру в
сочетании с соединительной тканью, наряду со
зрительным нервом были исследованы прилежа-
щие к нему мышечные волокна глазодвигатель-
ной мускулатуры (рис. 3а). Исследование морфо-
логической структуры мышечных пучков, марки-
рованных TUNEL и окрашенных метиловым
зеленым по Браше, показало, что в прослойках
соединительной ткани, окружающих мышечные
пучки, после нанесения травмы появляется боль-
шое количество клеток 1–4 типов, ранее обнару-
женных в контра- и ипсилатеральных зрительных
нервах (рис. 3а). Эти клетки также были выявле-
ны вдоль радиальных волокон на участке между
волокнами зрительного нерва и пучками приле-
жащих глазодвигательных волокон (рис. 3б). Мы
полагаем, что данные клетки, появляющиеся в
районе повреждения зрительного нерва, пред-
ставляют собой группы региональных макрофа-
гов соединительной ткани, мигрирующие к месту
нанесения травмы для утилизации поврежденных
фрагментов зрительного нерва и прилежащих
мышечных элементов.

Исследование морфологической структуры
отдельных мышечных пучков показало, что в мы-
шечных волокнах после повреждения наблюда-
ются начальные стадии апоптотического процесса,
фрагментация хроматина в виде многочисленных
TUNEL-маркированных диффузных фрагментов

Морфологические параметры и оптическая плотность иммуномаркирования PCNA в клетках зрительного нерва
форели Oncorhynchus mykiss после травматического воздействия

Типы клеток Большой диаметр, мкм Малый диаметр, мкм Оптическая плотность маркирования 
PCNA, ЕОП

1. Крупные 12.1 ± 0.8 5 ± 0.4 Мин. Макс.
2. Удлиненные 8.4 ± 0.2 4.2 ± 0.5 108 124
3. Круглые 8.6 ± 0.3 6.1 ± 0.3 107 118
4. Мелкие 6.9 ± 0.06 5 ± 0.02 97 120
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(рис. 3а, 3в). Однако мы не исключаем наличие и
некротического воспалительного процесса в этих
областях, поскольку в мышечных волокнах ино-

гда наблюдалась неупорядоченная конденсация
хроматина, без “привязки” его к ядерной мем-
бране и кариолиз, который не характерен для

Рис. 1. Морфологическая структура и апоптоз в зрительном нерве форели Oncorhynchus mykiss через 2 дня после меха-
нической травмы. а – общий вид контралатерального нерва; б – клетки (черные стрелки) и TUNEL-маркированные
гранулы в контралатеральном нерве; в – скопление апоптозных телец (черные стрелки) и клеток (красные стрелки) в
проксимальной части ипсилатерального зрительного нерва; г – паттерны клеточной миграции (клетки 1-го типа по-
казаны белами стрелками) в ипсилатеральном зрительном нерве (остальные обозначения как на в); д – массовое скоп-
ление клеток 3-го и 4-го типов в эпиневрии ипсилатерального зрительного нерва, белыми стрелками обозначены раз-
ные типы TUNEL-маркированных элементов; е – общий вид проксимальной части ипсилатерального зрительного
нерва, черными стрелками показаны мигрирующие клетки 1-го типа, белыми – TUNEL-маркированные апоптозные
тельца. Иммунопероксидазное маркирование TUNEL в сочетании с окраской метиловым зеленым по Браше. Мас-
штабный отрезок: а – 200 мкм, б–е –50 мкм.

(а) (б)

(в)

(д) (е)

(г)

2*
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апоптоза (рис. 3в). Вокруг мышечных пучков мы
наблюдали очаги воспалительной инфильтрации
(рис. 3а). В зонах, где волокна ипсилатерального
зрительного нерва прилегали к мышечным во-
локнам, была обнаружена максимальное скопле-
ние TUNEL-позитивных апоптозных телец (рис. 3г).
Участки соединительной ткани, окружающие
пучки мышечных волокон, содержали апоптоз-
ные тельца и клетки 1–4 типов (рис. 3г).

Для оценки пролиферативной активности в
поврежденном зрительном нерве использовали
ИГХ маркирование PCNA, проведенное через
1 неделю после повреждения. Результаты PCNA-
иммуномаркирования показали высокий уровень
пролиферативной активности клеток в ипсилате-
ральном зрительном нерве (рис. 4а). Среди имму-
номаркированных клеток были выявлены клетки
2, 3 и 4-го типов, однако активность PCNA была
также идентифицирована и в мигрирующих клет-
ках 1-го типа (рис. 4а, 4б). Распределение PCNA-
ип клеток было неравномерным, клетки 3-го и 4-
го типов часто формировали локальные скопле-
ния (рис. 4а). Часто мигрирующие клетки 3-го типа
располагались в виде продольных рядов в поверх-
ностных слоях отдельных пучков нервных волокон
зрительного нерва (рис. 4в), в этом случае в отдель-
ных клетках была отчетливо различима иммуно-
негативная центральная зона, и уровень активно-
сти PCNA был умеренным (рис. 5в). В некоторых
случаях можно было разделить слои, содержащие
крупные иммуномаркированные клетки 1-го ти-

па, образующие поверхностный миграционный
поток и более глубокие слои зрительного нерва, со-
держащие PCNA-ип клетки 4-го типа с высокой ак-
тивностью PCNA (рис. 4г). Клетки 2-го типа также
образовывали зоны повышенной плотности распре-
деления (рис. 4б). Соотношение общего числа кле-
ток, апоптозных телец и PCNA-ип клеток на про-
фильное поле через 1 неделю после повреждения
приведено на рис. 5а, 5б. Результаты денситомет-
рического анализа показали, что в клетках 2, 3, и
4-го типов существуют различия в значениях оп-
тической плотности (см. рис. 5в, таблицу). Дан-
ные денситометрического анализа показали, что
различия между минимальным и максимальным
значением ОП в клетках составляет 22–30%. Со-
отношение PCNA-иммуномаркированных кле-
ток в контра- и ипсилатеральном нервах форели
через 1 неделю после повреждения достоверно
отличались (рис. 5г) и со стороны повреждения
наблюдалось более чем 3-х кратное увеличение
пролиферативной активности клеток в зритель-
ном нерве.

Исследование клеточного ответа в структурах 
мозга форели после повреждающего воздействия

После травматического повреждения глаза у
форели была исследована пролиферативная ак-
тивность клеток в интегративных центрах мозга –
мозжечке и зрительном тектуме с помощью ИГХ
маркирования PCNA на гистологических срезах.

Рис. 2. Сравнительная оценка содержания клеток и TUNEL-маркированных элементов в зрительных нервах форели
Oncorhynchus mykiss через 2 дня после механической травмы. а – количество клеток, окрашенных метиловым зеленым
и TUNEL-маркированных телец (M ± m) на профильное поле в контра- и ипсилатеральном нервах (n = 5 в каждой
группе; # P < 0.05 достоверные отличия в ипси- и контралатеральном нервах; ## P < 0.001 достоверные отличия в ипси-
и контралатеральном нервах); б – количество TUNEL-маркированных элементов на профильное поле в контра- и ип-
силатеральных нервах (n = 5 в каждой группе; # P < 0.05 достоверные отличия в ипси- и контралатеральном нервах).

140

120

100

80

40
35
30
25
20
15
10
5
0

60

40

20

0
Количество

клеток
Количество апотозных

телец

К
ол

ич
ес

тв
о 

эл
ем

ен
то

в 
на

 п
ро

ф
ил

ьн
ое

по
ле

 (n
)

Зрительный нерв
(а) (б)

нерв 

нерв 

Контралатеральный 

 Контралатер. нерв 

Ипсилатеральный

Ипсилатеральный нерв

#

#

#

##

##

К
ол

ич
ес

тв
о 

T
U

N
E

L
+

 э
ле

м
ен

то
в

на
 п

ро
ф

ил
ьн

ое
 п

ол
е,

 %



ОНТОГЕНЕЗ  том 47  № 1  2016

РЕПАРАТИВНЫЙ НЕЙРОГЕНЕЗ В МОЗГЕ 21

Иммунореактивность PCNA в мозжечке форели
была выявлена в дорсальной и вентральной обла-
стях тела мозжечка. В дорсальной области, распо-
ложенной в дорсомедиальной части мозжечка,
над гранулярным слоем было выявлено крупное
скопление PCNA-ип клеток, образующих дор-
сальную пролиферативную зону (ДПЗ), описан-
ную также у других видов рыб (рис. 6а). Над ДПЗ
были идентифицированы многочисленные клет-

ки, находящиеся в состоянии радиальной и тан-
генциальной миграции (рис. 6б). В толще молеку-
лярного слоя в дорсальной области преобладали
радиально мигрирующие клетки, в поверхност-
ных слоях идентифицированы тангенциально
мигрирующие клетки (рис. 6б). Рядом с ДПЗ бы-
ло выявлено плотное скопление PCNA-иммуно-
негативных клеток, высокой плотности распре-
деления (рис. 6б). Подобное скопление иммуно-

Рис. 3. Морфологическая структура и TUNEL-маркирование прилежащей к поврежденному нерву форели глазодви-
гательной мускулатуры через 2 дня после травмы. а – поперечный срез пучков глазодвигательных мышечных волокон
(МВ), белыми стрелками показаны TUNEL-маркированные апоптозные тельца, черными – клетки, инфильтрирую-
щие пространство между мышечными пучками; б – реконструкция переходного фрагмента, поврежденного зритель-
ного нерва и прилежащей мышечной ткани, содержащего клетки 1–4 типов (клетки 3-го типа показаны белыми
стрелками, 1-го типа – красная стрелка), апоптозные тельца (черные стрелки) и радиально ориентированные волокна
(синие стрелки), вдоль которых осуществляется клеточная миграция; в – поперечный срез глазодвигательной мыш-
цы, квадратом оконтурен фрагмент, содержащий диффузный TUNEL-маркированный материал, плотные апоптоз-
ные тельца обозначены белыми стрелками, клетки межмышечного пространства показаны черными стрелками; г –
фрагмент поврежденного зрительного нерва (ЗН) в сочетании с периферическим участком глазодвигательной мышцы
(МВ), окруженный соединительной тканью (СТ), конгломераты апоптозных телец оконтурены овалами, многочис-
ленные клетки 1–4 типов показаны красними стрелками. Иммунопероксидазное маркирование TUNEL в сочетании
с окраской метиловым зеленым по Браше. Масштабный отрезок 50 мкм.

МВ

МВ

МВ
СТ

ЗН

МВ

ОН
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негативных клеток неправильной формы также
обнаружено непосредственно под ДПЗ (рис. 6б).
Мы полагаем, что данные клеточные образова-
ния представляют собой региональные нейроген-
ные ниши, образованные в результате травмати-
ческого воздействия. В толще молекулярного
слоя над ДПЗ также были локализованы PCNA-
иммунонегативные клетки округлой формы,
плотность распределения которых возрастала в
дорсальном направлении (рис. 6б). PCNA-иммуно-
позитивные элементы ДПЗ включали 4 типа клеток:
круглые и овальные высоко иммуногенные клетки,
размером 8.3 ± 0.9/6.4 ± 1.4 мкм, а также удлинен-
ные веретеновидные и палочковидные элементы
размерами 10.5 ± 0.5/6.9 ± 1.2 мкм (рис. 6а). Данные
об оптической плотности маркирования PCNA в
клетках разного типа ДПЗ и количественной

оценке PCNA-ип клеток в ДПЗ мозжечка форели
приведены на диаграмме 7а, 7б. При повреждении
оптическая плотность иммуномаркирования не-
сколько возрастает во всех типах клеток (рис. 7а, 7б).
Количество PCNA-маркированных клеток 1, 2 и
4 типов в ДПЗ через 1 неделю после механическо-
го повреждения достоверно возрастает по сравне-
нию с контролем (n = 5; p < 0.05), а количество
клеток 3-го типа значительно увеличивается (n = 5;
p < 0.001).

В вентральной области тела мозжечка концен-
трация PCNA-ип элементов была намного ниже
(рис. 6в). Отдельные PCNA-ип паренхиматозные
клетки были выявлены в молекулярном слое
(рис. 6в). В верхних слоях гранулярного слоя
встречались одиночные и/или образующие не-

Рис. 4. Локализация ядерного антигена пролиферирующих клеток (PCNA) в ипсилатеральном зрительном нерве фо-
рели через 1 неделю после повреждения. а – скопления интенсивно маркированных клеток 2-го и 3-го типов (окон-
турены овалом) в глубоких слоях поврежденного нерва; б – скопление удлиненных иммунопозитивных клеток (окон-
турено квадратом) в поверхностных слоях поврежденного нерва, красной звездочкой здесь и на фрагменте (г) показа-
на пара иммуномаркированных клеток, вышедших из митоза; в – поток умеренно маркированных мигрирующих
клеток в поверхностных слоях зрительного нерва (показан черными стрелками); г – стратификация мигрирующих
умеренно иммуномаркированных клеток 1-го типа (показаны черными стрелками) и высоко иммуногенных клеток
4-го типа (оконтурены квадратом), зона миграции ограничена пунктиром. Иммунопероксидазное маркирование PCNA.
Масштабный отрезок 50 мкм.

(a) (б)

(в) (г)
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большие скопления PCNA-ип паренхиматозные
клетки, размеры которых составляли 7.4 ± 1.6/5.7 ±
± 0.9 мкм. PCNA-ип клетки чаще всего принадле-
жали к популяции мелких гранулярных клеток.
На дорсальной стороне в гранулярном слое коли-
чество PCNA-ип клеток было намного выше
(рис. 6в). В этой области PCNA-иммуногенность
также присутствовала в мелких паренхиматозных
клетках инфраганглионарного сплетения (рис. 6г).
Иногда на территории инфраганглионарного спле-
тения выявлялись небольшие скопления PCNA-ип
и негативных клеток, образующих кластеры с вы-
сокой клеточной плотностью (рис. 6г). Мы пола-
гаем, что данные скопления представляют собой
региональные нейрогенные ниши, пролифера-
тивная активность в которых, как и в нише, рас-
положенной рядом с ДПЗ, была индуцирована в
результате нанесения механической травмы.

Иммуномаркирование PCNA в тектуме. После
механического повреждения глаза были выявле-
ны многочисленные иммунопозитивные клетки
во внутренних слоях тектума (рис. 6е): поверх-

ностном волокнистом и клеточном слое (ПВКС),
центральном сером слое (ЦСС), центральном бе-
лом слое (ЦБС), и перивентрикулярном слое
(ПВС). Размеры PCNA-ип клеток во всех слоях
варьировали от 6.2/3.4 до 9.5/6.1 и в среднем со-
ставляли 7.8 ± 1.1/4.9 ± 0.9 мкм. В маргинальном
слое были выявлены PCNA-ип клетки радиаль-
ной глии (рис. 6д), размеры тел клеток радиаль-
ной глии изменялись от 6.7/5.1 до 9.5/8, составляя
в среднем 8.4 ± 1.2/6.1 ± 1.3 мкм. Плотность рас-
пределения PCNA-ип радиальной глии была от-
носительно невысока и составляла 33 ± 7 клетки
на профильное поле при 40-кратном увеличении
объектива. Соотношение PCNA-иммуномарки-
рованных клеток радиальной глии в маргиналь-
ном слое и клеток во внутренних слоях тектума
показано на рис. 7в. Оптическая плотность имму-
номаркирования PCNA в клетках радиальной
глии варьировала, встречались высоко иммуноген-
ные клетки (114.5 ЕОП) и менее интенсивно марки-
рованные (104.4 ЕОП). Во внутренних слоях текту-
ма уровень оптической плотности PCNA-ип был
выше, чем в клетках радиальной глии и составлял в

Рис. 5. Оценка содержания пролиферирующих и апоптозных элементов в зрительных нервах форели через 1 неделю
после повреждения. а – количество TUNEL+, PCNA-ип элементов и клеток, окрашенных по Браше на профильное
поле в поврежденном нерве (n = 5 в каждой группе; # P < 0.05 достоверные отличия между PCNA+, TUNEL+ группа-
ми); б – процентное соотношение PCNA+ клеток 1–4 типов в поврежденном нерве (M ± m); в – оптическая плотность
иммуномаркирования PCNA в клетках 1–4 типов в поврежденном нерве (M ± m); г – соотношение PCNA-ип клеток
в контралатеральном и ипсилатеральном нервах на профильное поле (n = 5 в каждой группе; # P < 0.05 достоверные
отличия в ипси- и контралатеральном нервах).
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Рис. 6. Локализация PCNA в интегративных центрах мозга форели через 1 неделю после механической травмы. а –
PCNA-ип клетки в дорсальной пролиферативной зоне мозжечка (оконтурены сплошной линией), скопление PCNA-ин кле-
ток, под ДПЗ оконтурено пунктирной линией, черными стрелками показаны интенсивно маркированные овальные клетки
гранулярного слоя (ГрС), белыми – палочковидные мигрирующие клетки; б – дорсальная часть молекулярного слоя (МС)
мозжечка, скопление PCNA-ин клеток оконтурено кругом, черными стрелками показаны PCNA-ин тангенциально мигри-
рующие клетки, красными – PCNA-ин мелкие округлые клетки, белыми – слабо маркированные радиально мигрирующие
клетки; в – вентральная часть тела мозжечка, черными стрелками показаны PCNA-ип клетки в молекулярном, ганглиозном
(ГС) и гранулярном слоях; г – зона инфраганглионарного сплетения (ИФГС) в дорсальной части тела мозжечка, голубыми
стрелками показаны PCNA-ип клетки ИФГС, красными – PCNA-ин клетки в гранулярном слое, овалами оконтурены скоп-
ления PCNA-ип клеток в гранулярном слое; д – радиальная глия (оконтурена квадратом) в маргинальном слое (МС) зритель-
ного тектума, PCNA-ип клетки показаны черными стрелками, PCNA-ин – белыми стрелками, ОС – оптический слой; е –
PCNA-ип клетки в поверхностном волокнистом и клеточном слое (ПВКС), центральном сером слое (ЦСС), центральном бе-
лом слое (ЦБС), овалом оконтурено скопление PCNA-ин клеток, формирующее нейрогенную нишу. Иммунопероксидазное
маркирование PCNA на срезах in situ. Масштабный отрезок: а–в – 100 мкм, г–е – 50 мкм.
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Рис. 7. Оценка содержания пролиферирующих клеток и их денситометрических характеристик в интегративных цен-
трах мозга форели через 1 неделю после повреждения. а – оптическая плотность иммуномаркирования PCNA в клет-
ках 1–4 типов в ДПЗ мозжечка (M ± m); б – количество PCNA-ип клеток 1–4 типов в ДПЗ мозжечка (n = 5 в каждой
группе; * P < 0.05 достоверные отличия от контрольных групп; ** P < 0.001 достоверные отличия от контрольных
групп); в – соотношение PCNA-ип элементов: радиальной глии и клеток во внутренних слоях зрительного тектума
(n = 5; # P < 0.05 достоверные отличия между двумя группами); г – оптическая плотность иммуномаркирования PCNA
в радиальной глии и клеток глубоких слоев тектума (M ± m).
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среднем 123 ЕОП (рис. 7г). Максимальная уровень
оптической плотности PCNA в клетках тектума со-
ставлял 127.7 ЕОП, минимальный – 116.2 ЕОП.

Экспрессия нейронального маркера HuC/D 
в пролиферативных зонах мозга форели 

после механического повреждения
зрительного нерва

Проведенные исследования позволили уста-
новить, что в мозге взрослой форели нейрональ-
ный протеин HuC/D экспрессируется как в дефи-
нитивных центрах мозга, так и в пролиферативных
зонах. В конечном мозге форели были выявлены зо-
ны нейрогенеза, связанные с внешними границами
дорсальной и вентральной областей. Поскольку
конечный мозг костистых рыб имеет эвертиро-
ванную структуру полушарий, то пролифератив-
ные зоны (ПЗ) расположены у внешней стенки
полушарий. Было установлено, что ПЗ в медиаль-
ной зоне дорсальной области полушарий имеет
ламинарную структуру, и экспрессия HuC/D вы-
является в поверхностных слоях этой области,

что свидетельствует об очень ранней нейрональ-
ной специализации клеток, образующихся после
травматического повреждения (рис. 8а). На гра-
нице дорсальной и медиальной зон было выявле-
но максимальное количество HuC/D-ип клеток и
наиболее высокий уровень активности HuC/D
(рис. 8б) клеток, образующихся в посттравмати-
ческий период (рис. 8б, 9а, 9б). В латеральной зо-
не встречались локальные скопления HuC/D-ип
клеток (рис. 8в), однако общая толщина проли-
феративного слоя и выраженность экспрессии
HuC/D в клетках пролиферативной зоны была
минимальной (рис. 9в), а в дорсальной – напро-
тив, максимальной (рис. 8в, 9а, 9в). Общая схема
дорсальной и вентральной областей теленцефа-
лона форели, распределения пролиферативных
зон приведена на рис. 8г.

В вентральной области конечного мозга форе-
ли, соответствующей стриатарной формации
других позвоночных, экспрессия HuC/D была
выражена в дефинитивных ядрах: дорсальном и
вентральном (рис. 8д, 8е). Исследуя особенности
экспрессии нейронального протеина HuC/D, мы
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Рис. 8. Локализация нейронального протеина HuC/D в пролиферативных зонах конечного мозга и зрительного тек-
тума форели через 2 дня после механической травмы. а – HuC/D-ип клетки (черные стрелки) в пролиферативной зоне
(ПЗ) и в глубоких слоях (красные стрелки) медиальной области (Дм) конечного мозга; б – на границе между дорсаль-
ной (Дд) и медиальной (Дм) областями; в – в латеральной (Дл) области, овалом оконтурено скопление HuC/D-ип
клеток; г – схема дорсальной и вентральной областей теленцефалона форели, содержащих пролиферативные зоны на
рисунках (а–в) и (д, е); д – HuC/D-ип клетки в ПЗ (оконтурено прямоугольником) дорсального ядра вентральной об-
ласти (Вд) конечного мозга; е – вентрального ядра (Вв) вентральной области (оконтурено квадратом); ж – HuC/D-
иммунопозитивность в зрительном тектуме, (обозначения слоев тектума как на рис. 6д–6е), овалом оконтурена ней-
рогенная ниша, пунктиром – каудальная пролиферативная зона тектума; з – нейрогенная ниша (нн) в тектуме на
большем увеличении. Иммунопероксидазное маркирование HuC/D на срезах in situ. Масштабный отрезок: а–в, д, е –
100 мкм, ж – 200 мкм, з – 50 мкм.
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обнаружили, что в дефинитивных областях ко-
нечного мозга (медиальной, дорсальной и лате-
ральной зонах дорсальной области и дорсальной
и вентральной зонах вентральной области), а так-
же в ПЗ вентральной области уровень экспрессии
HuC/D значительно отличается (рис. 9а–9е). Ха-
рактерно, что вновь образованные клетки в составе
вентральной пролиферативной зоны имеют очень
высокий уровень активности HuC/D (рис. 9е), то-
гда как в нейронах дефинитивных зон интенсив-
ность иммуномаркирования HuC/D может быть
не высокой.

В зрительном тектуме активность HuC/D также
определялась в зрелых нейронных популяциях
практически во всех слоях, за исключением мар-
гинального слоя (МС) и слоя зрительных волокон
(ОС) (рис. 8ж, 9ж). HuC/D-ип клетки были выяв-
лены в слоях тектума (рис. 8ж). В поверхностном во-
локнистом и клеточном и центральном сером слоях
были обнаружены клетки различных типов, среди
которых наиболее интенсивно маркировались клет-

ки 3-го типа, с размерами 12.3 ± 14/8.5 ± 1 мкм. Дру-
гой тип клеток – вертикальные биполярные клет-
ки размерами 29.9 ± 5.6/6.6 ± 0.7 мкм, располага-
лись в центральном сером слое и имели низкий
уровень активности HuC/D, составляющий 5460 ±
± 437 ЕОП. Средние, овальные по форме клетки
3-го и 4-го типа, расположенные в поверхност-
ном волокнистом и центральном сером слоях, с
размерами 15.2 ± 3/10.1 ± 2.1 мкм и 13.4 ± 1.2/ 8.6 ±
± 1.1 мкм соответственно также имели высокий
уровень активности HuC/D.

В каудальной зоне тектума были идентифици-
рованы зоны нейрогенной активности: перивен-
трикулярный слой, толщина которого значитель-
но превышала таковую центральной и ростраль-
ной области, а также появление на территории
поверхностных слоев тектума (маргинальном и
оптическом) нейрогенных ниш (рис. 8ж, 8з). В этих
зонах активность HuC/D в центрально располо-
женных клетках не была выявлена, но HuC/D-ип
клетки располагались одиночно или небольшими

Рис. 9. Денситометрические данные иммуномаркирования нейронального протеина HuC/D в интегративных центрах
и пролиферативных зонах мозга форели через 2 дня после механической травмы (M ± m). Верхний ряд – оптическая
плотность иммуномаркирования HuC/D в нейронах 1–3 типов дорсальной (Дд), медиальной (Дм), латеральной (Дл)
областей дорсального теленцефалона; cредний ряд – в нейронах дорсального (Вд), вентрального (Вв) ядер и пролифе-
ративной зоны (ПЗВ) вентрального теленцефалона; нижний ряд – в тектуме, нейрогенной нише мозжечка и перивен-
трикулярной зоне (ПВЗ) продолговатого мозга.
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группами на периферии (рис. 8з), что свидетель-
ствует о недифференцированной плюрипотент-
ной природе клеток, входящих в состав данных
областей среднего мозга. В составе нейрогенных
ниш были обнаружены и HuC/D-негативные
мелкие клетки, размеры которых составляли 5.3 ±
± 0.4/4.7 ± 0.5 мкм; уровень оптической плотно-
сти в которых составлял 6810 ± 416 ЕОП. На тер-
ритории каудальной пролиферативной зоны тек-
тума оптическая плтность HuCD-ип клеток со-
ставляла 7721 ± 697 ОЕП, в иммунонегативных
областях 5850 ± 689 ЕОП.

В мозжечке форели через 2 дня после механи-
ческой травмы также были идентифицированы
области, содержащие HuC/D-иммунопозитив-
ность в дефинитивных клетках молекулярного,
гранулярного слоев и инфраганглионарного
сплетения, а также в зонах с нейрогенной актив-
ностью: ДПЗ, нейрогенных нишах, молекуляр-
ном и гранулярном слоях и в т. н. гранулярных
возвышениях (рис. 8а–8е).

ДПЗ расположена в дорсо-медиальной части
молекулярного слоя, непосредственно над грану-
лярным слоем (рис. 8б). В составе ДПЗ были вы-
явлены PCNA-ип/HuCD-ин клетки удлиненной
формы, и высоко HuC/D-ип клетки, окружаю-
щие ДПЗ и образующие локальные зоны повы-
шенной плотности распределения (рис. 8б). Уро-
вень оптической плотности HuC/D-ип клеток в
ДПЗ был высокий и умеренный (рис. 9з). В соста-
ве зоны были выявлены мелкие высоко иммуно-
позитивные клетки, отличающиеся по уровню
оптической плотности, размерами 8.7 ± 0.5/7.7 ±
± 1.1 мкм и 10.7 ± 0.6/8 ± 1 мкм (рис. 9з); и более
крупные клетки размерами 13.8 ± 1.2/10.4 ± 0.9 мкм,
15.3/7.4 мкм и 20.4/12.8 мкм. В мелких умеренно
маркированных клетках уровень оптической
плотности составлял 5697 ± 572 ЕОП.

После повреждения зрительного нерва в теле
мозжечка форели были выявлены локальные
нейрогенные ниши, морфологически сходные с
таковыми в тектуме (рис. 8в, г). Большая часть
нейрогенной ниши была HuC/D-иммунонега-
тивна, однако HuC/D-ип клетки располагались
вокруг и внутри ниши, что указывает на раннюю
нейродифференциацию таких клеток в посттрав-
матический период (рис. 8г). Размеры иммунонега-
тивных клеток составляли 5.9 ± 0.4/4.8 ± 0.6 мкм,
ОП 4821 ± 346 ЕОП. Внутри ниши были располо-
жены интенсивно маркированные HuC/D клет-
ки, размерами 10.7 ± 0.6/6.9 ± 2.1 мкм и 8.5 ±
± 0.4/5.6 ± 0.6 мкм. Уровень оптической плотно-
сти в таких клетках составлял 7660 ± 644 ЕОП.
Размеры умеренно маркированных клеток в нейро-
генных нишах составляли 11.8 ± 1.6/7.1 ± 1.5 мкм,
оптическая плотность – 5213 ± 533 ЕОП.

На дорсо-латеральных поверхностях тела моз-
жечка в составе молекулярного слоя идентифици-

ровали паттерны тангенциальной и радиальной кле-
точной миграции (рис. 8д, е). HuC/D-иммуноне-
гативные удлиненные клетки, окрашенные
метиловым-зеленым, формировали многослой-
ные ряды мигрирующих клеток в поверхностной
зоне молекулярного слоя, а также в его толще
(рис. 8д). Среди таких тангенциальных потоков
плотность распределения HuC/D-ип мелких кле-
ток была выше, чем в других участках молекуляр-
ного слоя. Паттерны радиальной миграции были
выявлены в латеральных областях тела мозжечка
(рис. 8е). На латеральных и дорсальной поверхностях
тела мозжечка часто регистрировались интенсивно
HuC/D-ип в поверхностных слоях (рис. 8в, 8д).

В продолговатом мозге форели после травмы
выявлены дефинитивные клетки в составе рети-
кулярной формации и клетки в перивентрику-
лярной пролиферативной зоне с активностью
HuC/D (рис. 8ж, 8з). Дефинитивные нейроны ре-
тикулярной формации имели различный уровень
активности HuC/D в крупных, средних и мелких
клетках (рис. 8ж). В перивентрикулярной области
высокий уровень экспрессии HuC/D выявлен в
клетках медиальной, латеральной и дорсальной
пролиферативных зон (рис. 8з). Таким образом,
для всех перивентрикулярных пролиферативных
зон продолговатого мозга было характерно нали-
чие морфологически гетерогенных, но интенсив-
но маркируемых HuC/D клеток (рис. 9и) по срав-
нению с дефинитивными областями РФ, содер-
жащими наиболее крупные клетки мозга, но
имеющие гетерогенную (умеренную либо низ-
кую) активность HuC/D.

ОБСУЖДЕНИЕ
Животные, развитие которых происходит без

внешних эмбриональных оболочек (рыбы и ам-
фибии) имеют весьма значительные способности
к регенерации ЦНС, в отличие от амниот (репти-
лий, птиц и млекопитающих), имеющих доволь-
но ограниченные регенеративные способности
во взрослом состоянии. Поскольку сетчатка глаза
и зрительный нерв являются функциональными
частями мозга, доступными для эксперименталь-
ного воздействия, повреждение и регенерация
зрительного нерва часто используются в качестве
модельной системы для исследования регенера-
ции нервов в ЦНС (García, Koke, 2009). При по-
вреждении зрительного нерва у мыши, наблюда-
ется дегенерация аксонов. У рыб наблюдается
энергичное прорастание нейритов (спраутинг)
через поврежденные аксоны и в течение несколь-
ких дней происходит реиннервация мозга. Пока-
зано, что после пересечения зрительного нерва
млекопитающих увеличивается количество OX42
и/или NDP-иммунопозитивной микроглии/мак-
рофагов, наблюдаемое как в сетчатке, так и в зри-
тельном нерве (Garcia-Valenzuela et al., 2005; Cen
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Рис. 10. Локализация нейронального протеина HuC/D в пролиферативных зонах мозжечка и продолговатого мозга
форели через 2 дня после механической травмы. а – общий вид тела мозжечка, черными стрелками показаны имму-
нопозитивные дифференцированные клетки ИФГС, белыми – нейроны гранулярного слоя; б – иммунолокализация
в ДПЗ, красными стрелками показаны HuC/D-ин мигрирующие клетки; в – в дорсальной части тела мозжечка, ова-
лом оконтурена нейрогенная ниша; г – фрагмент, содержащий нейрогенную нишу на большем увеличении; д – пат-
терны тангенциальной миграции HuC/D-ин клеток (красные стрелки) в поверхностных слоях молекулярного слоя;
е – радиальная миграция клеток в латеральной части тела мозжечка, овалом оконтурена нейрогенная ниша; ж – в ме-
диальной ретикулярной формации (МРФ) продолговатого мозга, белой звездочкой отмечен крупный нейрон с низ-
кой активностью HuC/D, красными стрелками показаны высокоактивные дифференцированные нейроны; з – в пе-
ривентрикулярной пролиферативной зоне (ППЗ) и латеральной ретикулярной формации (ЛРФ), белыми стрелками
показаны HuC/D-ип клетки в ППЗ. Иммунопероксидазное маркирование HuC/D на срезах in situ. Масштабный от-
резок: а, в – 200 мкм, б, г–з – 100 мкм.
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et al., 2007; Luo et al., 2007). Микроглия в состоя-
нии покоя не секретирует провоспалительные
факторы, однако, при активации микроглии на-
блюдается продуцирование большого количества
цитокинов, протеаз, свободных радикалов и раз-
личных трофических факторов (Hanisch, 2002;
Hailer, 2008). По причине секреции провоспали-
тельных цитокинов и других нейротоксических
веществ, появление микроглии обычно усугубля-
ет повреждение нейронов и способствует перехо-
ду острого воспалительного процесса в хрониче-
ский. Известно, что в развивающейся сетчатке
фактор роста нервов, продуцируемый клетками
микроглии, приводит к гибели ганглиозных кле-
ток сетчатки (Frade, Barde, 1998). У рыб, по всей
видимости, астроциты не формируют специфи-
ческий барьер для регенерации зрительного нер-
ва, однако систематических исследований в этой
области не было проведено.

Источники регенерации клеток в сетчатке и моз-
ге рыб. В сетчатке костистых рыб новые нейроны
и фоторецепторы возникают из двух нейроген-
ных ниш (Otteson, Hitchcock, 2003). Первая ниша
представлена небольшой зоной, локализованной
на периферии сетчатки, в области перехода сет-
чатки в реснитчатый эпителий (Johns, 1977). Эта
зона обычно обозначается как реснитчатая крае-
вая зона. Вторая ниша образована палочковид-
ными прогениторами, расположенными в цен-
тральной области сетчатки. Клетки этой зоны у
рыб способны продуцировать палочковидные
фоторецепторы после повреждения сетчатки
(Johns, 1982). Недавние исследования показали,
что палочковые прогениторные клетки являются
производными Мюллеровской глии, обладаю-
щей свойствами стволовых клеток (Bernardos
et al., 2007).

Установлено, что новые нейроны во взрослом
мозге млекопитающих возникают из клеток ра-
диальной глии, являющейся функциональным
аналогом стволовых клеток (Kriegstein, Alvarez-
Buylla, 2009). Во взрослом мозге рыб были уста-
новлены различные источники прогениторных
клеток. Одна из популяций прогениторных кле-
ток имеет фенотип радиальной глии (Pellegrini
et al., 2007; Ganz et al., 2010; Rothenaigner et al.,
2011; Chapouton et al., 2011). Эти клетки способны
как к самовозобновлению, так и продуцированию
различных типов клеток, что определяет основные
характеристики стволовых клеток (Rothenaigner
et al., 2011). Для другой популяция прогениторов
характерно отсутствие экспрессии канонических
глиальных белков (Kaslin et al., 2009; Ganz et al., 2010;
Rothenaigner et al., 2011). В мозжечке данио D. rerio
такие клетки фенотипически сходны с нейроэпи-
телиальными клетками (Kaslin et al., 2009).

В сетчатке клетки реснитчатой краевой зоны и
Мюллеровская глия обладают свойствами ство-

ловых клеток, в частности, они способны к
асимметричный митозам и являются самовозоб-
новляющимися. Происхождение стволовых кле-
ток в реснитчатой краевой зоне до конца не ясно.
Предполагают, что нейроретинальные стволовые
клетки происходят из реснитчатой краевой зоны,
совместно с популяцией пролиферирующих кле-
ток, прилежащих к пигментному эпителию из об-
щих стволовых клеток личиночного глаза (Weh-
man et al., 2005). Напротив, палочковые прогенито-
ры, которые продуцируют палочковые рецепторы в
интактной сетчатке, происходят из медленно деля-
щейся популяции Мюллеровской глии, рассеян-
ной среди дифференцированных клеток сетчатки
(Bernardos et al., 2007).

После повреждения клетки Мюллеровской
глии в сетчатке рыб дедифференцируются в клет-
ки прогениторного типа, что является основой
регенерации всех типов клеток, утраченных во
время повреждения (Yurco, Cameron, 2005; Thum-
mel et al., 2008). В случае, когда зона повреждения
имеет отчетливую локализацию, пролиферирую-
щие клетки появляются в непосредственной бли-
зости от зоны повреждения, большей частью в на-
ружном ядерном слое (Stenkamp, 2007). Однако
имеются данные, что увеличение пролифератив-
ной активности может также наблюдаться и на
некотором удалении от зоны повреждения, что
вероятно указывает на существование диффуз-
ных факторов, регулирующих подобный ответ
(Yurco, Cameron, 2005). Время возникновения
пролиферации клеток, индуцированной в резуль-
тате повреждения удивительно сходно в сетчатке,
мозге и спинном мозге (Zupanc, Sirbulesku, 2011).
Например, после введения токсина в полость гла-
за в сетчатке данио пролиферирующие клетки
беспорядочно распределены во всех трех слоях
сетчатки (Fimbel et al., 2007). Через 3 дня после
травмы пролиферирующие клетки локализованы
преимущественно во внутреннем ядерном слое и
их число продолжает увеличиваться, достигая
максимального значения к 5 дню.

Пролиферация и апоптоз в зрительном нерве фо-
рели после повреждения. Проведенные исследова-
ния показали, что после механического поврежде-
ния глаза в зрительном нерве форели наблюдаются
как процессы апоптоза, так и пролиферативная ак-
тивность. Эти процессы преобладают на стороне
повреждения, так количество TUNEL-маркиро-
ванных телец в 6.5 раза, а количество пролифери-
рующих клеток в 2.8 раза превышают таковые на
противоположной стороне. Структура зритель-
ного нерва форели, как и других рыб, образована
аксонами ганглиозных клеток сетчатки и клетка-
ми глии (Шванновскими клетками, олигодендро-
цитами и астроцитами), а также имеет некоторое ко-
личество соединительной ткани, содержащей мак-
рофаги/микроглию, активизирующимися в ответ на
повреждающее воздействие. На сегодняшний день



ОНТОГЕНЕЗ  том 47  № 1  2016

РЕПАРАТИВНЫЙ НЕЙРОГЕНЕЗ В МОЗГЕ 31

общая картина взаимодействий астроцитов/гангли-
озных клеток во время регенерации ганглиозных
клеток у рыб недостаточно изучена. Так, в иссле-
дованиях на золотой рыбке при раздавливании
зрительного нерва на 7 день была выявлена сеть
GFAP-иммунопозитивных реактивных астроци-
тов (Nona et al., 1994). Появление таких клеток
совпадало с прорастанием поврежденных аксо-
нов зрительного нерва. Однако поврежденная об-
ласть оставалась GFAP-негативной и, таким об-
разом, астроциты были исключены из зоны по-
вреждения в процессе регенерации. В
исследованиях Нона с соавторами было высказа-
но, что волокна зрительного нерва золотой рыбки
регенерируют настолько быстро, что они не успе-
вают миелинизироваться до достижения ими
мозга (Nona et al., 2000). Предполагается, что в ре-
генерирующих аксонах зрительного нерва про-
цесс формирования миелина детерминируется не
только глиальными клетками, но и дополнитель-
ными факторами микроокружения зрительного
нерва, природа которых пока не ясна.

Анализ морфологических параметров, харак-
тер PCNA-иммунопозитивности, уровень опти-
ческой плотности маркирования PCNA в клетках
зрительного нерва форели позволил выделить
4 типа клеток. Эти данные свидетельствуют о ге-
терогенности популяции пролиферирующих кле-
ток в зрительном нерве. Мы полагаем, что проли-
ферирующими клетками могут быть клетки мик-
роглии и Шванновские клетки. Данные на
золотой рыбке свидетельствуют, что в зоне повре-
ждения зрительного нерва появляются Шваннов-
ские клетки неизвестного происхождения, кото-
рые отсутствуют в зоне повреждения до начала
миелинизации аксонов. По данным Нона с соав-
торами, такие Шванновские клетки начинают
пролиферировать после того, как в процессе реге-
нерации несколько аксонов достигают мозга, и
только затем небольшое количество клеток выхо-
дит из клеточного цикла и присоединяется к реге-
нерирующим аксонам, участвуя в формировании
миелина. После 3 месяцев в зоне повреждения
зрительного нерва золотой рыбки ремиелиниза-
ция завершается. Регенерирующие аксоны ди-
стально (рядом с мозгом) от зоны повреждения
становятся миелинизированы при участии олиго-
дендроцитов и одновременно Шванновских кле-
ток (Nona et al., 1992).

В настоящее время взаимоотношения между
фагоцитирующими клетками сетчатки и регене-
рацией аксонов в зрительном нерве рыб слабо
изучены. В исследованиях на золотой рыбке было
установлено, что в процессе регенерации зри-
тельного нерва значительно усиливается экс-
прессия молекул клеточной адгезии в не нейро-
нальных клетках (Battisti et al., 1992). Было пока-
зано, что зрительный нерв золотой рыбки
содержит макроглию и микроглию, а также попу-

ляцию клеток моноцитарного ряда (гранулярных
макрофагов), которые считались уникальными
для золотой рыбки (Battisti et al., 1995). Было уста-
новлено, что гранулярные макрофаги и микро-
глия в зрительном нерве золотой рыбки являются
OX-42-иммунопозитивными. В течение 1 часа
после раздавливания зрительного нерва количе-
ство OX-42-иммунопозитивных клеток увеличи-
вается в зоне травмы, оставаясь на высоком уров-
не до завершения процесса прорастания аксонов,
а затем число данных клеток снижается. В зри-
тельном нерве золотой рыбки микроглия (но не
гранулярные макрофаги) проявляют фагоцитар-
ную активность. Астроциты, которые хорошо
морфологически идентифицируются в интакт-
ном нерве, в течение 1 часа после повреждения
существенно изменяют свою морфологическую
структуру и становятся трудно диагностируемы-
ми. Олигодендроглия в поврежденном нерве зо-
лотой рыбки не была достоверно установлена до
окончания формирования миелина в регенериру-
ющих волокнах. Установлено, что гранулярные
макрофаги способны продуцировать тенасцин и
трансформирующий фактор роста (TGF-beta 1).
Присутствие тенасцина дополнительно связыва-
ют с наличием астроцитов и/или микроглии. Та-
ким образом, быстрый ответ не нейрональных
клеток при повреждении, их быстрая фагоцитар-
ная активность и секреция ростовых факторов
способствуют быстрой регенерации зрительного
нерва. Согласно нашим данным после поврежде-
ния глаза в зрительном нерве форели был зареги-
стрирован апоптоз, а также обнаружены призна-
ки массовой клеточной миграции. Максимальная
концентрация апоптозных телец была обнаруже-
на в зонах массового скопления клеток в эпи-
невральных областях, что, вероятно, свидетель-
ствует о значительной массовой гибели клеток и
последующего усиления фагоцитарной активно-
сти микроглии. Наличие клеточной миграции,
идентифицированной на 2 сутки после поврежде-
ния, также свидетельствует об усилении клеточ-
ного потока, направленного к зоне травмы и ин-
терпретируется нами как инвазия макрофагами.
Мы предполагаем, что такие участки зрительного
нерва могут соответствовать зонам реактивного
глиоза, возникающего в ответ на повреждение,
природу которого мы планируем прояснить в
дальнейших исследованиях.

Мы полагаем, что среди апоптозных структур
были представлены гетерогенные типы клеток,
включающие макроглию зрительного нерва (аст-
роциты и Шванновские клетки), а также рези-
дентные фибробластоподобные клетки, появля-
ющиеся в результате повреждающего воздей-
ствия. В доступной литературе мы не обнаружили
данных, обсуждающих процессы апоптоза не
нейрональных клеток зрительного нерва рыб. На
сегодняшний день в исследованиях регенерации
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зрительного нерва у низших позвоночных наибо-
лее исследованным можно считать участие ган-
глиозных клеток сетчатки в процессе регенера-
ции (Devadas et al., 2000; Zhou, Wang, 2002; Kuster-
mann et al., 2008). Некоторые параллели могут
быть проведены между исследованиями регене-
рации зрительного нерва у млекопитающих и
рыб, во многом потому, что существует выражен-
ные отличия в экспрессии генов, установленные
для данных групп позвоночных. Например, экс-
прессия гена Bcl-2, который согласно данным Чо
с соавторами (Cho et al., 2005) может играть опре-
деляющую роль при регенерации зрительного
нерва как у мыши, так и у рыб. Феноменологиче-
ское сходство может быть также связано с апо-
птозом ганглиозных клеток, вследствие повре-
ждения зрительного нерва. Несмотря на то, что у
данио данный феномен in situ до конца не иссле-
дован, были установлены изменения в количестве
и распределении ганглиозных клеток после повре-
ждения зрительного нерва (Zhou, Wang, 2002). По-
казано, что в сетчатке взрослого данио существует
приблизительно от 40000 до 56000 ганглиозных
клеток, плотность распределения которых зави-
сит от их локализации. После раздавливания зри-
тельного нерва, в ходе регенерации приблизи-
тельно 20% ганглиозных клеток погибает в про-
цессе апоптоза (Zhou, Wang, 2002). Недавние
исследования органотипической культуры сет-
чатки взрослого данио показали низкий процент
апоптоза (10%) ганглиозных клеток, установлен-
ного с помощью маркирования TUNEL эксплан-
тов сетчатки после 3 дней культивирования in vitro
(Kustermann et al., 2008). Однако после 10 дневно-
го культивирования, TUNEL-маркирование вы-
являло около 50% популяции ганглиозных кле-
ток; вероятно в результате аксотомии, необходи-
мой для приготовления экспланта сетчатки и
последующего удаления пигментного эпителия.
Исследования с маркированием BrdU показали,
что потеря ганглиозных клеток в экспланте впо-
следствии не компенсировалась, несмотря на об-
ширную пролиферацию других типов клеток. В
исследованиях Кустермана с соавторами не было
выявлено пространственной гипертрофии ган-
глиозных клеток в аксотомированных эксплан-
тах, которые были описаны в сетчатке золотой
рыбки в ходе регенерации зрительного нерва по-
сле аксотомии (Devadas et al., 2000). Эти отличия
в наблюдениях in vivo и in vitro показывают, что
сигналы, присутствующие в интактном организ-
ме и отсутствующие в экспланте сетчатки, могут
быть ключевыми при выживании ганглиозных
клеток и активации прорастания аксонов. Таким
образом, на сегодняшний день существует необ-
ходимость в дополнительных исследованиях,
проясняющих отражает ли аксональный спрау-
тинг ганглиозных клеток выживание субпопуля-
ции этих клеток или же ганглиозные клетки воз-

никают de novo путем дифференцировки предше-
ственников стволовых клеток.

Значительный прогресс в понимании основ-
ных закономерностей успешной регенерации при
ампутации каудальной части спинного мозга был
достигнут в исследованиях на электрической
гимнотиформной рыбе аптеронотусе Apteronotus
leptorhynchus (Zupanc, 2009). В исследованиях на
данном виде было продемонстрировано успеш-
ное восстановление утраченного фрагмента
спинного мозга, ампутированного вместе с ча-
стью хвостового плавника. Одной из начальных
стадий репаративного процесса, развивающегося
после травмы, является значительная гибель кле-
ток в зоне травмы путем апоптоза. Согласно дан-
ным Зупанка, первые клетки с признаками апо-
птоза, возникают в зоне повреждения уже через
пять минут после травмы, далее их количество
постепенно возрастает, достигая максимального
значения в течение нескольких часов (Zupanc
et al., 1998). На второй день количество таких кле-
ток в спинном мозге аптеронотуса постепенно
снижается, достигая фонового уровня примерно
через 3 недели. В течение этого периода лишь не-
которые клетки подвергаются некрозу. Апоптоз,
как механизм элиминации поврежденных в ре-
зультате травмы клеток мозга рыб существенно
отличается от такового у млекопитающих (Vajda,
2002). У последних, основным способом элими-
нации поврежденных клеток в зоне травмы явля-
ется некроз (Liou et al., 2003). Апоптоз же затраги-
вает незначительный объем клеток в прилегаю-
щих к травме областях. Наличие некроза в зоне
травмы млекопитающих является одной из при-
чин развития последующего вторичного воспале-
ния в зоне повреждения (Kerr et al., 1995), что в
свою очередь вызывает дальнейшее нарастание
некротического ответа в области травмы, в ре-
зультате которого формируются большие поло-
сти, лишенные клеток. Эти полости, как правило,
ограничены зоной реактивных астроцитов, со-
здающих как механический, так и биохимиче-
ский барьеры, затрудняющие рост нервных воло-
кон и миграцию клеток в зону повреждения. В от-
личие от некроза при апоптозе отсутствуют
признаки воспалительной реакции, а сами клет-
ки впоследствии уничтожаются с помощью мак-
рофагов/микроглии (Elmore, 2007). Именно такие
изменения в зрительном нерве форели мы наблюда-
ли на 2 сутки после повреждения. Изначально чис-
ленность фагоцитов в области повреждения незна-
чительна, но примерно через три дня после нане-
сения травмы количество макрофагов начинает
возрастать как в самой ране, так и в прилежащих
областях (Nagamoto-Combs et al., 2007). Эти дан-
ные в полной мере согласуются с нашими наблю-
дениями на зрительном нерве форели. Таким об-
разом, превалирование процессов “чистой” кле-
точной смерти при развитии репаративных
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процессов в ЦНС рыб является важнейшей осо-
бенностью, лежащей в основе регенеративной
способности взрослого мозга рыб.

Исследование пролиферативной активности в
зрительном нерве форели через 1 неделю после
повреждения показало наличие большого коли-
чества клеток в состоянии пролиферации, обра-
зующих зоны повышенной плотности. Эти скоп-
ления образованы овальными клетками 2-го и
3-го типов, и особыми веретеновидными удли-
ненными клетками, находящимися, как мы полага-
ем, в состоянии миграции. Маркирование PCNA
позволяло идентифицировать клетки, в которых
происходит экспрессия дополнительной ДНК-
полимеразы δ, наблюдающееся во время S-фазы
митоза. Экспрессия PCNA в клетках сохраняется
в течение 24 ч после окончания митоза (Wulli-
mann, Puelles, 1999). Исследование распределе-
ния пролиферирующих и мигрирующих элемен-
тов в зрительном нерве форели показало, что для
активно пролиферирующих клеток характерно
образование ограниченных зон повышенной
плотности распределения, тогда как для мигриру-
ющих клеток характерно поверхностное и диф-
фузное расположение среди волокон зрительного
нерва. Анализ денситометрических параметров
иммуномаркирования PCNA позволил устано-
вить, что высокая оптическая плотность харак-
терна для овальных клеток 2-го и 3-го типов, то-
гда как ОП в крупных клетках 1-го и мелких клет-
ках 4-го типов была ниже на 22–30%. Согласно
данным Браво и МакДональд Браво (Bravo, Mac-
Donald Bravo, 1987), для постмитотических кле-
ток при маркировании PCNA характерно сниже-
ние активности на 30%. Это позволяет предпола-
гать, что в зрительном нерве присутствовали как
пролиферирующие элементы (мы полагаем, что
это клетки глии), так и постмитотические клетки,
сохраняющие активность PCNA, уровень кото-
рой снижен по сравнению с клетками, находящи-
мися в состоянии пролиферации или непосред-
ственно вышедшими из митоза. Мы предполагаем,
что популяции пролиферирующих клеток представ-
лены элементами глии (Шванновскими клетками,
олигодендроглией и/или астроцитами), участвую-
щими в формировании посттравматического реак-
тивного глиоза. Мигрирующие постмитотиче-
ские крупные клетки, вероятно принадлежат к
популяции резидентных макрофагов, мелкие слабо
маркированные PCNA клетки являются элемента-
ми микроглии; обе популяции слабо маркирован-
ных клеток (1-го и 4-го типов) могут представлять
элементы иммунной системы, мобилизованные в
ответ на повреждающее воздействие. Соотношение
PCNA-иммуномаркированных клеток в контра- и
ипсилатеральном зрительных нервах форели через
1 неделю после повреждения достоверно отлича-
лись. При этом на стороне повреждения наблю-
далось более чем 3-х кратное увеличение проли-

феративной активности клеток. Мы считаем, что
подобное увеличение объема клеток в зритель-
ном нерве на стороне повреждения связано как с
пролиферацией глиальных клеток и микроглии,
так и с миграцией резидентных макрофагов из
прилежащей соединительной ткани.

Если проводить аналогию с процессом регене-
рации зрительного нерва млекопитающих, то на-
блюдения, проведенные на золотой рыбке, поз-
воляют сделать заключение, что реактивные аст-
роциты в зрительном нерве могут формироваться
из популяции Шванновских клеток (Nona et al.,
2000). В первичной культуре астроциты, получен-
ные из новорожденных, крыс экспрессируют не-
урегулины и их рецепторы, которые in vivo при-
влекают Шванновские клетки к аксонам во время
развития, способствующие миелинизации пери-
ферических нервов (Francis et al., 1999). Установ-
лено, что ганглиозные клетки ингибируют диффе-
ренцировку Шванновских клеток, пока их аксоны
не достигнут мозга. Механизм, задерживающий
миелинизацию прорастающих аксонов, подразу-
мевает участие Notch сигнального пути (Wang
et al., 1998). В зрительном нерве развивающихся
крыс олигодендроциты экспрессируют Notch1, а
ганглиозные клетки Jagged1, который выступает в
качестве лиганда Notch. Такие взаимодействия
подавляют дифференцировку олигодендроцитов
до завершения процесса достижения аксонов
ганглиозных клеток тектума (Wang et al., 1998).
Астроциты также могут модулировать микро-
окружение зрительного нерва. В исследованиях
Мака и Волбурга (Mack, Wolburg, 2006) было
установлено, что астроциты рыб связаны посред-
ством плотных контактов и десмосом. При иссле-
довании регенерации поврежденных волокон
зрительного нерва у Astatotilapia burtoni была вы-
явлена экспрессия белков плотных контактов, в
частности клаудина-1 в астроцитах, локализован-
ных рядом с новообразованными аксонами ган-
глиозных клеток. Авторы интерпретируют дан-
ную находку, демонстрирующую различные
свойства мембран астроцитов, модифицирующих
нейроглиальные взаимодействия, которые могут
в конечном итоге определять особое микроокру-
жение зрительного нерва. В ЦНС млекопитаю-
щих астроциты взаимосвязаны посредством ще-
левых контактов, но наличие плотных контактов
ранее показано не было. Недавно было установ-
лено, что олигодендроциты развивающегося зри-
тельного нерва данио экспрессируют мРНК кон-
тактина 1, тогда как у взрослой рыбы экспрессия
была обнаружена в глиальных клетках слоя зри-
тельных волокон сетчатки (Schweitzer et al., 2007).
Контактины являются протеинами суперсемей-
ства иммуноглобулинов и предполагается их уча-
стие в распознавании клеток. После повреждения
зрительного нерва как в олигодендроцитах, так и
в ганглиозных клетках уровень контактина 1 у

3



34

ОНТОГЕНЕЗ  том 47  № 1  2016

ПУЩИНА и др.

взрослых рыб значительно выше, чем в процессе
эмбрионального развития. Предполагается, что
олигодендроциты могут играть важную роль в
процессе успешной регенерации ЦНС, возможно
оказывая более значительное влияние в непо-
средственной близости от места повреждения
(Schweitzer et al., 2007).

Пролиферативный ответ в интегративных цен-
трах мозга форели после повреждения глаза. После
повреждающего воздействия пролиферативная
активность была обнаружена в мозжечке и зри-
тельном тектуме, являющимся целевой первич-
ной ретинальной проекцией. После механиче-
ской травмы глаза, пролиферативная активность
была обнаружена в дорсальной матричной зоне
мозжечка форели, а также среди единичных па-
ренхиматозных клеток, расположенных в базаль-
ной части молекулярного слоя, инфраганглио-
нарном сплетении и гранулярном слое. Были ве-
рифицированы локальные PCNA-ин скопления
клеток, которые мы идентифицировали в каче-
стве региональных нейрогенных ниш, активиро-
ванных в результате травматического воздей-
ствия. Пролиферативная активность в ДПЗ моз-
жечка форели, выявленная нами, также была
отмечена в мозжечке данио D. rerio (Grandel et al.,
2006) и аптеронотуса A. leptorhynchus (Zupanc
et al., 2005). В мозге данио за 30 минутный период
образуется примерно 6000 клеток, что соответ-
ствует 0.2% клеток всего мозга (Hirnsch, Zupanc,
2007). Количественные исследования, проведен-
ные на мозжечке аптеронотуса показали, что за
2-часовой период у этого вида образуется при-
мерно 100000 клеток, что соответствует 0.06% кле-
ток всего мозга (Zupanc, Horschke, 1995). После
травматического воздействия PCNA-ип была вы-
явлена в трех типах клеток мозжечка форели, сре-
ди которых выделялась популяция высокоактив-
ных овальных клеток (ОП 116 ± 4.5 ЕОП), и менее
интенсивно маркированной популяции удлинен-
ных клеток (ОП 103 ± 3.2 ЕОП). Мы полагаем,
что высокоиммуногенные клетки в составе ДПЗ
представляют собой популяцию клеток, находя-
щихся в состоянии митоза, а менее интенсивно
маркированные удлиненные клетки являются
постмитотическими элементами, мигрирующи-
ми из ДПЗ в направлении к области повреждения
в составе радиальных и тангенциальных мигра-
ционных потоков.

Другая популяция клеток, участвующая в про-
лиферативном ответе ЦНС форели на механиче-
ское повреждение, представлена PCNA-негатив-
ными плотными локальными скоплениями кле-
ток, обнаруженными непосредственно над и под
ДПЗ, а также в инфраганглионарном сплетении.
Мы предполагаем, что эти скопления PCNA-ин
клеток представляют активированные в результа-
те травмы нейрогенные ниши, что согласуется с
данными Зупанка с соавторами (Zupanc et al.,

1996, 2005). Согласно этим данным в теле мозжеч-
ка нейральные стволовые клетки (НСК) находят-
ся в специфических пролиферативных зонах
“нейрогенных нишах”, расположенных в моле-
кулярном слое. Потомки пролиферировавших
клеток мигрируют по специфическим магистра-
лям в гранулярный слой, где они равномерно рас-
пределяются (Candal et al., 2005; Zupanc et al., 2005).
Во время такой ориентированной миграции в моз-
жечке молодые клетки направляются волокнами ра-
диальной глии. Третью популяцию представляют
PCNA-ип клетки, расположенные одиночно или
небольшими скоплениями в нижней трети молеку-
лярного слоя и в гранулярном слое.

Зрительный тектум представляет другой инте-
гративный центр среднего мозга форели, являю-
щийся первичной ретинальной проекцией. Ранее
пролиферативная активность мезенцефалических
матричных зон методом маркирования PCNA была
исследована у Carassius carassius (Margotta et al.,
2002). Было установлено, что маркирование PCNA
позволяет идентифицировать паттерны распределе-
ния митотически активных клеток мозга, которые
формируют морфогенетические поля – матричные
зоны. Матричные зоны, маркируемые PCNA, так-
же были идентифицированы в среднем мозге у
взрослого осетра Acipenser shrenkii (Puschina,
Obukhov, 2011).

При повреждении зрительного нерва у форели
PCNA-иммунопозитивность была выявлена в
клетках радиальной глии, единичных паренхима-
тозных клетках внутренних слоев тектума и в пе-
ривентрикулярной области. Поскольку известно,
что популяция радиальной глии в мозге рыб не
является однородной, существуют быстро и мед-
ленно пролиферирующие клетки (Adolf et al.,
2006), мы предполагаем, что после повреждения в
тектуме форели пролиферативная активность
усиливается именно в медленно пролиферирую-
щих клетках радиальной глии. Это предположе-
ние основано на данных денситометрического
исследования активности PCNA в клетках ради-
альной глии. Плотность распределения PCNA-ип
радиальной глии была невысока по сравнению с
распределением одиночных паренхиматозных
PCNA-ип клеток в глубоких слоях тектума. Мы
полагаем, что после повреждения глаза в тектуме
начинает пролиферировать лишь часть популя-
ции радиальной глии. Среди клеток радиальной
глии выделялись немногочисленные клетки с высо-
кой активностью PCNA (114 ЕОП), что позволяет
интерпретировать такие клетки в качестве нейро-
нальных предшественников (Malatesta et al., 2008),
находящихся в состоянии асимметричных мито-
зов, что было ранее установлено для РГ в исследо-
вании Ноктора с соавторами (Noctor et al., 2004).
Другая, более многочисленная популяция РГ в
тектуме форели имела более низкие показатели
оптической плотности (104 ЕОП); такие клетки
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нами рассматривались в качестве постмитотиче-
ских элементов.

Особенно крупное скопление PCNA-ип не-
больших клеток было выявлено в каудальной пе-
ривентрикулярной зоне тектума, также обнару-
женное и у других видов рыб (Ekström et al., 2001;
Zupanc et al., 2005).

Таким образом, в интегративных центрах моз-
га форели через 1 неделю после повреждения об-
наружена пролиферативная активность во вто-
ричной матричной зоне мозжечка, радиальной
глии тектума, первичной перивентрикулярной
зоне тектума и отдельных паренхиматозных клет-
ках. Были идентифицированы паттерны радиальной
и тангенциальной миграции клеток в мозжечке,
включающие как PCNA-ип, так и PCNA-ин эле-
менты. Идентифицированы PCNA-ин нейроген-
ные ниши, особенно многочисленные в дорсаль-
ной части тела мозжечка и тектуме.

В мозге взрослой форели процессы перси-
стентного нейрогенеза не высоки и усиление
пролиферации в матричных зонах мозжечка, по-
явление нейрогенных ниш, PCNA-ип радиаль-
ной глии и единичных пролиферирующих клеток
в паренхиме мозжечка и зрительного тектума яв-
ляются комплексной реакцией мозга на нанесе-
ние механической травмы глаза.

Нейрогенез в пролиферативных зонах мозга фо-
рели в ответ на повреждающее воздействие. После
механической травмы зрительного нерва в про-
лиферативных зонах мозга форели была выявле-
на значительная пролиферативная активность.
Вновь образованные клетки в этих областях диф-
ференцируются в различные типы клеток, в том
числе в нейроны. Для оценки количества нейро-
нов, образованных в результате механической
травмы сетчатки и зрительного нерва, были ис-
следованы пролиферативные области мозга,
включающие перивентрикулярную и вторичные
пролиферативные зоны конечного мозга, текту-
ма, мозжечка и мозгового ствола форели. Полу-
ченные данные свидетельствуют об интенсивном
образовании новых нейронов в различных цен-
трах головного мозга. Так, процессы нейрогенеза
были зарегистрированы в дорсальных и вентраль-
ных матричных зонах эвертированного конечно-
го мозга форели. В исследованиях на данио при
повреждении конечного мозга в дорсальном те-
ленцефалоне, вновь образованные клетки начи-
нают экспрессировать нейрональный протеин
HuC/D через 3–4 дня после повреждения (Ayari
et al., 2010; Kroehne et al., 2011; Kishimoto et al.,
2012). Эти новые нейроны появляются как рядом
с зоной травмы, так и в удаленных от поврежден-
ной зоны областях. В последующие дни количе-
ство HuC/D-экспрессирующих клеток градуаль-
но возрастает, особенно в зоне повреждения.
Пространственно-временной паттерн распреде-

ления таких клеток свидетельствует, что вновь
образованные клетки приобретают фенотипиче-
ские свойства, характерные для нейронов во вре-
мя миграции к зоне повреждения (Zupanc, Sir-
bulescu, 2013).

По нашим наблюдениям у форели, при повре-
ждении глаза наиболее интенсивное образование
новых клеток через 2 дня после травмы было ха-
рактерно для дорсальной пролиферативной зоны.
В этой области была идентифицирована макси-
мальная плотность распределения мелких недиф-
ференцированных HuC/D-ип клеток, располо-
женных под HuC/D-ин слоем пролиферирующих
клеток. Подобные процессы были выявлены и в
других зонах дорсальной области – медиальной и
латеральной, имеющие структурные особенности
в организации, в частности медиальная ПЗ была
более крупной по сравнению с латеральной ПЗ. В
вентральной области толстый слой HuC/D-ин
клеток был выявлен как в дорсальном, так и в
вентральном ядрах. В этих структурах отчетливо
проявляется послойная организация, отделяю-
щая ПЗ от дефинитивных HuC/D-ип дифференци-
рованных клеток. В вентральном ядре выявлены не-
дифференцированные HuC/D-ип клетки, располо-
женные на территории ПЗ, что свидетельствует о
ранней нейрональной дифференцировке клеток,
образованных в посттравматический период. Од-
нако на территории конечного мозга форели по-
сле повреждения нами не были выявлены типич-
ные нейрогенные ниши, как в других отделах
нервной системы – тектуме и мозжечке. Тем не
менее, на территории дорсальной зоны дорсаль-
ной области наряду с HuC/D-ип недифференци-
рованными клетками глубокой зоны были обнару-
жены HuC/D-ин недифференцированные клетки.
Мы считаем, что появление таких элементов на
территории Дд является реакцией на травму. Плот-
ность распределения HuC/D-ин клеток в Дд была
достаточно высока, что может свидетельствовать о
специфических формах нейрогенных ниш в ко-
нечном мозге форели, ранее не верифицирован-
ных у рыб.

В тектуме и мозжечке форели, после нанесе-
ния механической травмы в область глаза харак-
терна активизация крупных региональных ней-
рогенных ниш, локализованных в дорсальной ча-
сти тела мозжечка (в молекулярном слое),
оптическом слое тектума и более мелких в обла-
сти инфраганглионарного сплетения, латераль-
ных зонах тела мозжечка. Другой особенностью
репаративного нейрогенеза в тектуме форели яв-
ляется появление PCNA-ип клеток радиальной
глии в поверхностных слоях тектума. Мы полага-
ем, что данная особенность связана с адаптивны-
ми свойствами данного центра мозга форели,
представляющего собой направленную ретиналь-
ную проекцию и имеющую тесную функциональ-
ную связь с зоной повреждения. Увеличение про-

3*



36

ОНТОГЕНЕЗ  том 47  № 1  2016

ПУЩИНА и др.

лиферативной активности в каудальной зоне тек-
тума форели, также является одним из признаков
повышения пролиферативного потенциала мозга
и рассматривается нами в качестве дополнитель-
ного репаративного резерва мозга форели. Увели-
чение скорости нейрогенеза в пролиферативных
зонах мозга форели, в частности в перивентрику-
лярной зоне продолговатого мозга, в сочетании с
высокой активностью HuC/D в клетках перивен-
трикулярной зоны, по нашей оценке, также явля-
ется комплексной реакцией ЦНС на репаратив-
ный стимул.

Методом ретроградного трайсирования в со-
четании с маркированием BrdU в мозжечке A. lep-
torhynchus было показано, что в результате коло-
того повреждения в гранулярном слое возникают
клетки, фенотипически сходные с утраченными в
результате травмы (Zupanc, Ott, 1999). Эти новые
клетки направляются в область травмы GFAP-
иммунопозитивными волокнами радиальной
глии (Clint, Zupanc, 2001). В исследованиях с по-
вреждением спинного мозга, вновь образованные
клетки развиваются в HuC/D-позитивные и серо-
тонин-позитивные нейроны и S100-позитивные и
GFAP-позитивные эпендимоциты и глиальные
клетки (Takeda et al., 2008; Sirbulescu et al., 2009).

Таким образом, проведенные исследования
позволяют заключить, что после повреждения
глаза и зрительного нерва в пролиферативных зо-
нах конечного мозга, зрительного тектума, моз-
жечка и ствола мозга взрослой форели наблюда-
ется усиление продуцирования новых нейронов
уже через 2 дня после повреждающего воздей-
ствия, в отличие от D. rerio, у которого подобный
ответ возникает через 3–4 дня (Ayari et al., 2010). В
конечном мозге взрослой форели наиболее ин-
тенсивный нейрогенез наблюдается в дорсальной
зоне на территории пролиферативной зоны Dd. В
зрительном тектуме значительно усиливается
нейрогенез в каудальной перивентрикулярной
пролиферативной зоне, среди паренхиматозных
клеток в составе слоев тектума. На территории
поверхностных слоев (маргинального и оптиче-
ского) тектума были идентифицированы нейро-
генные ниши, содержащих пролиферирующие
PCNA-ип/HuCD-ин клетки и HuCD-ип клетки.
В мозжечке было установлено достоверное уве-
личение пролиферации клеток в дорсальной про-
лиферативной зоне, среди единичных паренхи-
матозных клеток молекулярного и гранулярного
слоев, в латеральной части тела мозжечка выявле-
ны нейрогенные ниши, сходные по структуре с
таковыми в зрительном тектуме. В продолговатом
мозге идентифицирована высокая активность пери-
вентрикулярной пролиферативной зоны, а также
прилежащих областей дорсальной, латеральной и
медиальной ретикулярной формации, содержащих
высокий уровень активности HuC/D. Таким обра-
зом, проведенные исследования позволяют за-

ключить, что для нейронов, образованных в ре-
зультате репаративного процесса, характерен бо-
лее высокий уровень экспрессии нейронального
маркера HuC/D, по сравнению с клетками в де-
финитивных центрах мозга. Исходя из получен-
ных данных, мы предполагаем активное участие
данного нейронального пептида в процессах по-
стэмбрионального и репаративного нейрогенеза.

Работа выполнена при финансовой поддержке
гранта Президента РФ (МД-4318.2015.4) и Про-
граммы фундаментальных исследований ДВО
РАН “Дальний Восток” на 2015–2017 гг. (проект
№ 15-I-6-116, раздел III).
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Reparative proliferation and neurogenesis in the brain integrative centers after mechanical eye injury in an
adult trout Oncorhynchus mykiss have been studied. We have found that proliferation and neurogenesis in
proliferative brain regions, the cerebellum, and the optic tectum were significantly enhanced after the eye in-
jury. The cerebellum showed a significant increase in the proliferative activity of the cells of the dorsal prolif-
erative zone and parenchymal cells of the molecular and granular layers. One week after the injury, PCNA-
positive radial glia cells have been identified in the tectum. We have found for the first time that the eye trau-
ma resulted in the development of local clusters of undifferentiated cells forming so called neurogenic niches
in the tectum and cerebellum. The differentiation of neuronal cells detected by labeling cells with antibodies
against the protein HuC/D occurred in the proliferative zones of the telencephalon, the optic tectum, cere-
bellum, and medulla of a trout within 2 days after the injury. We have shown that the HuC/D expression is
higher in the proliferative brain regions than in the definitive neurons of a trout. In addition, we have exam-
ined cell proliferation, migration, and apoptosis caused by the eye injury in the contra- and ipsilateral optic
nerves and adjacent muscle fibers 2 days after the trauma. The qualitative and quantitative assessment of pro-
liferation and apoptosis in the cells of the optic nerve of a trout has been made using antibodies against PCNA
and the TUNEL method.

Keywords: proliferation, teleosts, reparative neurogenesis, apoptosis, radial glia, neurogenic niche, secondary
proliferative region, PCNA, HuCD, TUNEL-labeling 
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