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имели незамкнутый прототрох, состоящий из
ресничек длиной 20–25 мкм и апикальный сул-
танчик ресничек длиной 33–35 мкм. В теле на-
блюдался хаотичный спрутинг тубулин-ИР воло-
кон (рис. 5е). Иммунореактивность к 5-НТ выяв-
лялась всего в нескольких клетках и малом
количестве отростков (рис. 5е).

P. dumerilii. На момент фиксации (50–55 ч по-
сле оплодотворения) личинки имели продолгова-
тую форму, длину 240–260 мкм, хорошо развитый
замкнутый прототрох, состоящий из ресничек
длиной 20–25 мкм, ресничные образования в ка-
удальной области (паратрох и телотрох), а также
три пары хет. Апикальный султанчик ресничек
уже редуцировался (рис. 6а). Имагинальная нерв-

ная система была уже хорошо развита и включала
одиннадцать 5-НТ-ИР нейронов (рис. 6а).

Раствор миансерина или не влиял на развитие
личинок (20 мкМ), или был токсичен (50 мкМ).
Аналогичным образом, раствор PCPA или не вли-
ял на развитие личинок (10 мкМ), или был токси-
чен (20 мкМ).

Инкубация в 5-НТР приводила к концентра-
ционно-зависимому замедлению развития. В кон-
центрации 0.5 мМ личинки на момент фиксации
находились на стадии ранней трохофоры: они име-
ли округлую форму, длину 180–200 мкм, замкнутый
прототрох из ресничек длиной 12–15 мкм, тело-
трох, состоящий из отдельных пучков ресничек, и
апикальный султанчик. Паратрох отсутствовал
(рис. 6б). Нервная система соответствовала ста-

Рис. 5. Трохофоры P. maculata после фармакологической модуляции уровня синтеза серотонина. Иммунохимическое
маркирование 5-НТ (черный) и α-тубулина (фиолетовый). Вид с вентральной стороны; (а) – контроль. Трохофора
имеет развитую нервную систему и характерный набор ресничных структур: ас – апикальный султанчик ресничек;
пт – прототрох; ро – реснички в ротовом отверстии. Присутствуют все 5-НТ-ИР нейроны, характерные для
трохофоры этой стадии (см. Voronezhskaya et al., 2003). (б) –  инкубация в 10 мкМ РСРА. Внешне трохофора не
отличается от контроля. Количество 5-НТ-ИР нейронов меньше, чем в контроле, а реакция слабее. (в) – инкубация в
20 мкМ РСРА. Внешне трохофора не отличается от контроля, но количество 5-НТ-ИР клеток еще меньше, а реакция
еще слабее. (г) – инкубация в 0,5 мМ 5-НТР. Трохофора выглядит менее развитой, выявляются три 5-НТ-ИР нейрона:
первый каудальный нейрон (кн) и две клетки со слабой реакцией (стрелки). (д) – инкубация в 1 мМ 5-НТР. Трохофора
выглядит еще менее развитой. Выявляется только первый каудальный нейрон (кн). (е) – инкубация в 1 мМ 5-НТ.
Трохофора выглядит менее развитой; в теле наблюдается хаотический спрутинг нервных отростков (стрелки).
Выявляются два каудальных и один дорзальный нейрон (стрелки). Масштабные линейки: 10 мкм.
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дии ранней трохофоры, при этом, все 5-НТ-ИР
нейроны выявлялись, хотя интенсивность имму-
нореакции в некоторых из них была понижена
(рис. 6б). В концентрации 1 мМ развитие было
практически остановлено: личинки находились на
стадии протрохофоры, имели длину 180–190 мкм,
апикальный султанчик и незамкнутый прототрох
(рис. 6в). Выявлялись только два 5-НТ-ИР ней-
рона: первый каудальный и первый апикальный
(рис. 6в).

Инкубация в растворе 5-НТ приводила к нару-
шению развития: абнормальному спрутингу нерв-
ных отростков (по иммуномечению α-тубулина).
Так, в концентрации 10 мкМ личинки, судя по раз-
мерам, находились на стадии ранней трохофоры,
но не имели развитого прототроха и апикального
султанчика, а в их нервной системе присутствовало
множество хаотически ветвящихся отростков, хотя
контуры церебрального ганглия и вентральных

нервных стволов можно было распознать (рис. 6г).
В концентрации 50 мкМ наблюдались лишь хао-
тически ветвящиеся волокна (рис. 6д). Никаких
5-НТ-ИР структур после инкубации в 5-НТ не
выявлялось.

После инкубации в растворе FMRFa (10–
100 мкМ) личинки не отличались от контрольных
ни по общему строению, ни по 5-НТ-ИР нейро-
нам (рис. 6е).

ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты нашего исследования показали,
что у всех изученных видов трохофорных живот-
ных нейрогенез начинается с периферических
транзиторных нейронов и на стадии трохофоры
(по данным иммунохимического маркирования
антителами против 5-НТ, FMRFa и α-тубулина)
все нейроны за редкими исключениями имеют

Рис. 6. Личинки P. dumerilii после фармакологической модуляции уровня синтеза 5-НТ и FMRFa. Иммунохимическое
маркирование 5-НТ (черный) и α-тубулина (фиолетовый). Вид с вентральной стороны; (а) – контроль. Метатрохофо-
ра имеет характерный набор ресничных структур: па – паратрох; пт – прототрох; те – телотрох; хе – хеты. Присут-
ствуют все 5-НТ-ИР нейроны, характерные для метатрохофоры этой стадии (см. Starunov et al., 2017). (б) – инкубация
в 0.5 мМ 5-НТР. Личинка находится на стадии ранней трохофоры; 5-НТ-ИР нейроны соответствуют стадии ранней
трохофоры; ас – апикальный султанчик ресничек. (в) – инкубация в 1 мМ 5-НТР. Личинка находится на стадии про-
трохофоры, выявляются только два 5-НТ-ИР нейрона: каудальный нейрон (кн) и апикальный нейрон (ан). (г) – ин-
кубация в 10 мкМ 5-НТ; α-тубулин-ИР структуры демонстрируют хаотичный спрутинг нервных отростков, хотя среди
них можно определить вентральные стволы (стрелки) и церебральный ганглий (жирная стрелка); 5-НТ-ИР нейроны
не выявляются. (д) – инкубация в 50 мкМ 5-НТ; α-тубулин-ИР структуры демонстрируют хаотичный спрутинг без
возможности идентифицировать части нервной системы. (е) – инкубация в 100 мкМ FMRFa; личинка не отличается
от контрольной. Масштабные линейки: 10 мкм.
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комплекс признаков, позволяющих считать их
сенсорными. Это периферическое расположе-
ние, наличие базальных отростков, связывающих
его с центральными отделами нервной системы,
и апикального дендрита, выходящего на поверх-
ность тела и имеющего терминальное утолщение,
а также (не всегда) реснички на конце дендрита
или в ампульной полости (в случае латеральных
клеток трохофоры хитона). Вероятнее всего, эти
клетки являются хемосенсорными, так как они
имеют черты, характерные для хемосенсорных
нейронов (апикальный дендрит с ресничками на
поверхности), и не обладают признаками, харак-
терными для сенсорных нейронов другой модаль-
ности (Croll, 1983; Shepperd, 1988).

Локализация, форма и медиаторная специ-
фичность ранних сенсорных клеток и ход их от-
ростков различаются у трохофор разных видов
(рис. 7). У трохофоры хитона сначала появляются
две пары пионерных нейронов латерально в пре-
трохальной области, а их центральные отростки
идут вперед в область будущего церебрального
ганглия, проходят в контралатеральную область,
поворачивают назад и маркируют зону формиро-
вания вентральных нервных стволов. По морфо-
логии эти клетки соответствуют так называемым
“ампулярным” сенсорным нейронам, описан-
ным у ряда моллюсков и полихет, у которых ди-
стальная часть заполнена плотно упакованными
ресничками (Haszprunar et al., 2002). Чуть позже
дифференцируется группа 5-НТ-, и FMRFa-ИР
нейронов в апикальной области, отростки кото-
рых идут в зону формирования церебрального
ганглия (рис. 7а). Таким образом, ранние нейро-
ны у трохофоры хитона – это набор из несколь-
ких десятков периферических сенсорных клеток
разного типа: с апикальными ресничками, без
ресничек и ампулярные. Следом за ними в осно-
вании АСО появляются нейроны без признаков
сенсорной модальности.

У двустворчатых моллюсков M. trossulus и С. gi-
gas все ранние нейроны сенсорные и имеют пучки
апикальных ресничек (рис. 7б). Все они появля-
ются в эписфере, а затем часть формирует АСО, а
одна пара смещается назад и посылает базальные
отростки, маркирующие вентральные стволы бу-
дущей ЦНС (Voronezhskaya et al., 2008). Между
тем, у пресноводного двустворчатого моллюска
Dreissena polymorpha, который, в отличие от дру-
гих пресноводных двустворок, развивается через
стадию трохофоры и велигера подобно морским
Bivalvia, конфигурация ранних нейронов иная.
Самые первые нейроны появляются в АСО, но их
отростки не выходят за пределы апикального
нейропиля, а остов будущей ЦНС маркирует оди-
ночная сенсорная 5-НТ-ИР клетка, которая по-
является позже и расположена вентрально в зад-
ней части личинки (Battonyai et al., 2015).

Среди гастропод, у голожаберного моллюска
T. diomedea ранние 5-НТ-ИР нейроны в количе-
стве трех сенсорных и двух не сенсорных появля-
ются в АСО, а их базальные отростки не выходят
за пределы апикального нейропиля (Kempf et al.,
1997). Остов будущей ЦНС очерчивают базаль-
ные отростки четырех периферических FMRFa-ИР
сенсорных клеток, расположенных в задней части
тела и несущих апикальные реснички (рис. 7в). У
большого прудовика паттерн пионерных нейро-
нов схож, отличается только число клеток: два
5-НТ-ИР апикальных сенсорных нейрона и три
задних FMRFa-ИР клетки (рис. 7г). Однако в отли-
чие от тритонии только у части задних клеток обна-
руживаются признаки сенсорной модальности.

У полихет паттерн периферических пионер-
ных нейронов сильно отличается. У P. maculata,
который имеет долго живущую в планктоне
планктотрофную личинку, все ранние нейроны
сенсорные, причем первыми появляются клетки
на заднем конце тела, которые маркируют остов
будущей ЦНС, а потом к ним присоединяются
нейроны в АСО. Самый первый нейрон располо-
жен строго каудально, иммунореактивен к серо-
тонину и несет апикальные реснички, а его ба-
зальные отростки маркируют вентральные ство-
лы и нерв прототроха. Затем к нему добавляются
еще два 5-НТ-ИР и три FMRFa-ИР нейрона, от-
ростки которых также маркируют области фор-
мирования ЦНС. Все они сенсорные и располо-
жены в задней половине тела (рис. 7д). Появляю-
щиеся в это время нейроны в АСО, как и у
гастропод, не посылают отростки за пределы апи-
кальной области. Таким образом, у P. maculata все
обнаруженные у трохофоры 5-НТ-ИР и FMRFa-
ИР нейроны сенсорные. У близкого вида P. du-
merilii, имеющего коротко живущую лецитотроф-
ную личинку, паттерн пионерных нейронов не-
сколько отличается (Starunov et al., 2017). Так же,
как у филлодоце, все начинается с появления ка-
удального сенсорного нейрона, но он иммунореак-
тивен и к 5-НТ, и к FMRFa. Дорзальные 5-НТ-ИР
клетки и задние FMRFa-ИР клетки отсутствуют,
зато в построении остова будущей ЦНС участву-
ют апикальные и латеральные клетки, две из ко-
торых не имеют признаков сенсорных (рис. 7е).

Сравнение полученных результатов позволяет
сделать два вывода. Во-первых, значительные от-
личия в числе, расположении, морфологии и меди-
аторной специфичности ранних периферических
нейронов у разных видов заставляют предполо-
жить, что эти нейроны не гомологичны. Во-вто-
рых, то, что у трохофорных животных с разными
типами развития (свободноплавающая или инкап-
сулированная личинка, планктотрофная или ле-
цитотрофная трохофора) нейрогенез всегда начи-
нается с периферических нейронов с признаками
сенсорной модальности, заставляет предположить,
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что функции этих нейронов схожи и вероятнее все-
го связаны с модуляцией программы развития.

Ранее, на основании сравнительного иммуно-
химического изучения нейрогенеза различных
представителей трохофорных животных мы пред-
положили, что базовый сценарий закладки нерв-
ной системы состоит из следующих этапов: сна-
чала дифференцируются периферические пио-
нерные нейроны, отростки которых формируют
остов, вдоль которого впоследствии будет форми-
роваться дефинитивная нервная система. Затем
формируется личиночная нервная система, орга-

низация которой коррелирует с типом личиноч-
ного развития: у планктотрофных личинок с дли-
тельным ларвальным периодом она устроена
сложнее, чем у лецитотрофных. АСО есть всегда,
а значит, является неотъемлемой частью личи-
ночной нервной системы. Затем вдоль путей,
проложенных пионерными нейронами, начинает
формироваться дефинитивная нервная система,
личинка вступает в метаморфоз и превращается в
ювенильное животное. Пионерные нейроны ис-
чезают, а личиночная нервная система дегенери-
рует или частично включается в состав имаги-

Рис. 7. Схема расположения ранних периферических сенсорных нейронов у представителей Trochozoa: I. hacodadensis
(а), C. gigas и M. trossulus (б), T. diomedea (в), L. stagnalis (г), P. maculata (д) и P. dumerilii (е). Относительные размеры не
соблюдены. Вид с вентральной стороны. В каждой паре слева схема 5-НТ-ИР нейронов, а справа FMRFa-ИР нейро-
нов. Объяснение см. в тексте.

(a) (б)

(в) (г)

(д) (е)
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нальной (Voronezhskaya et al., 2002, 2003, 2008,
2010; Nezlin, 2010). Полученные данные позволя-
ют сделать одно существенное дополнение: нейро-
генез трохофорных животных всегда начинается с
появления сенсорных (вероятнее всего хемосен-
сорных) периферических нейронов, а базальные
отростки некоторых из них формируют остов буду-
щей дефинитивной нервной системы.

Тот факт, что сенсорные нейроны первыми
дифференцируются в процессе онтогенеза, поз-
воляет предположить, что для реализации про-
граммы развития зародышу важно воспринимать
какие-то растворенные в воде химические сигна-
лы. Единственным известным к настоящему вре-
мени химическим веществом, которое восприни-
мается сенсорными нейронами личинки и изме-
няет ход ее развития (вызывает переход в особую,
“спящую” форму), является “дауэровский феро-
мон”, выделяемый личинками нематоды Caenor-
habditis elegans (Bargman, Horvitz, 1991; Jeong et al.,
2005). Однако подобный механизм, по-видимо-
му, присутствует и в развитии трохофорных жи-
вотных. Так, у пресноводных легочных моллюс-
ков L. stagnalis и H. trivolvis апикальные сенсорные
нейроны инкапсулированных личинок восприни-
мают химические сигналы, испускаемые взрослы-
ми особями, и участвуют в регуляции темпов раз-
вития (Voronezhskaya et al., 2004, 2008). Можно
предположить, что и у других видов трохофорных
животных ранние сенсорные нейроны участвуют в
регуляции развития, и результаты наших фармако-
логических экспериментов это подтверждают.

Фармакологическое воздействие на развиваю-
щихся личинок P. maculata и P. dumerilii начинали
на стадии, когда еще отсутствуют ранние перифе-
рические нейроны, и заканчивали на стадии раз-
витой трохофоры или метатрохофоры. То, что
миансерин не оказывал влияния на развитие, мо-
жет говорить о том, что этот блокатор серотони-
новых рецепторов хоть и обладает широким спек-
тром действия, но не является специфичным для
эмбриональных рецепторов этих полихет. Одна-
ко для моллюска H. trivolvis было показано, что
именно миансерин является наиболее эффектив-
ным блокатором 5-НТ рецепторов, участвующих
в регуляции биения ресничек у эмбрионов (Gold-
berg et al., 1994) и модуляции темпов развития со
стороны нейронов АСО (Voronezhskaya et al.,
2004). Подавление синтеза серотонина инкуба-
цией в РСРА приводило к тому, что реакция в
5-НТ-ИР нейронах ослабевала или исчезала, и
тем не менее общая морфология личинок P. mac-
ulata и паттерн FMRFа-ИР элементов соответ-
ствовали контрольным. Разумеется, мы не могли
добиться полного прекращения синтеза серото-
нина всеми эмбриональными нейронами, так как
более высокие концентрации РСРА были токсич-
ными. Между тем, известно, что видимому гла-
зом изменению яркости флуоресценции при од-

ной и той же концентрации антител соответству-
ет изменение содержания соответствующего
моноамина более чем в два раза (Diefenbach et al.,
1995; Croll et al., 1997; Ivashkin et al., 2015). Такого
изменения в содержании вещества должно быть
достаточно для выраженного эффекта, если он по-
тенциально присутствует. Необходимо отметить,
что ослабление синтеза в РСРА было концентраци-
онно-зависимым: в растворе с более высокой кон-
центрацией блокатора выявлялось меньше нейро-
нов, и все равно, морфология личинок и паттерн
FMRFа-ИР элементов не отличались от контроля.
Таким образом, полученные нами результаты поз-
воляют предположить, что ни потеря чувствитель-
ности к серотонину, ни снижение его синтеза, не
приводят к нарушению развития.

После инкубации в растворах предшественни-
ка синтеза серотонина 5-НТР (то есть повышения
уровня эндогенного серотонина) морфология ли-
чинок и паттерн 5-НТ-ИР нейронов сильно отли-
чались от контрольных. У обоих видов общая
морфология и паттерн 5-НТ-ИР элементов у ли-
чинок, инкубированных в 5-НТР, соответствуют
в зависимости от концентрации стадии ранней
трохофоры или даже протрохорфоры. Иными
словами, через 50–60 ч после оплодотворения,
когда контрольные личинки достигли соответ-
ствующей стадии, личинки с повышенным уров-
нем синтеза 5-НТ развились лишь до стадии, со-
ответствующей 30–40 ч, то есть были почти в два
раза младше. Эффект торможения развития ин-
кубацией в предшественнике синтеза был конце-
нрационно-зависимым и сильнее проявлялся в
большей концентрации.

При инкубации в растворе 5-НТ (то есть повы-
шении уровня экзогенного серотонина) развитие
личинок также затормаживалось, но наблюдался
еще и концентрационно-зависимый хаотичный
спрутинг нервных волокон. Мы предполагаем,
что ранние периферические 5-НТ-ИР нейроны
участвуют не только в регуляции темпов личи-
ночного развития, но и в установлении паттерна
нервной системы. Ранее было предположено, что
АСО личинок полихет и моллюсков – это не
только сенсорный, но и эндокринный орган, вы-
деляющий гормоны, которые влияют на эмбрио-
нальное или личиночное развитие и поведение
(Lacalli, 1984; Kempf et at., 1997). Кроме того, на
основании электронномикроскопических ре-
зультатов было показано, что в нервной системе
брюхоногих моллюсков может происходить не-
посредственный выброс 5-НТ в гемолимфу (Her-
nadi et al., 1989; Elekes, 1991). Таким образом, ком-
пактный нейропиль АСО, состоящий из отростков
с множественными варикозами, может служить
местом активного выделения 5-НТ, создавая, та-
ким образом, градиент этого медиатора в теле ли-
чинки. Ранее мы предположили, что выделяемый
нейропилем АСО медиатор участвует в навигации
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конусов роста нейритов пионерных нейронов
(Voronezhskaya et al., 2003). Результаты наших
фармакологических экспериментов подтвержда-
ют эти предположения.

Вероятнее всего 5-НТ-ергические нейроны
АСО создают передне-задний градиент концен-
трации серотонина, важный для нейродифферен-
цировки и навигации отростков дифференциру-
ющихся нейронов. Повышение концентрации
предшественника синтеза усиливает синтез и вы-
брос серотонина, но не влияет на градиент, по-
этому происходит торможение развития, но кон-
фигурация нервной системы и расположение
нейронов сохраняются. Повышение концентра-
ции экзогенного серотонина неизбежно уничто-
жает градиент и приводит к необратимым нару-
шениям развития. Таким образом, можно пред-
положить, что 5-НТ-ИР нейроны АСО участвуют
и в регуляции темпов развития, и в управлении
нейрогенезом.

Для трохофор катушки было предположено,
что рост нейритов 5-НТ-содержащей клетки бло-
кируется при увеличении в ней синтеза серотони-
на (Diefenbach et al., 1995), и, наоборот, число
ветвлений увеличивается при падении уровня се-
ротонина (Baker et al., 1993). Вполне вероятно,
что аналогичный механизм действия серотонина
проявляется и в случае клеток другой медиатор-
ной специфичности, вызывая блокировку или
нарушение роста отростков периферических пи-
онерных нейронов. Ранее мы показали, что уве-
личение синтеза 5-НТ в апикальных нейронах
катушки и дофамина в апикальных нейронах
прудовика происходит в ответ на химические
сигналы из внешней среды (Voronezhskaya et al.,
2004). Можно предположить, что торможение
развития, включая нейрогенез, через усиление
активности 5-НТ-ергических сенсорных нейро-
нов является базовым механизмом регуляции ли-
чиночного развития трохофорных животных.

Инкубацию в растворе FMRFa проводили, по-
скольку среди ранних нейронов есть клетки им-
мунореактивные к антителам против этого ней-
ропептида. Тот факт, что FMTFa не влиял на ли-
чиночное развитие, позволяет предположить, что
именно продукция серотонина, а не пептида, ран-
ними периферическими нейронами участвует в по-
ляризации личинки, необходимой для навигации
отростков пионерных нейронов.

Известно, что формирование периферической
иннервации конечностей членистоногих всегда
начинается с сенсорных пионерных нейронов
(Bate 1976; Bentley, Keshishian, 1982; Ho, Good-
man, 1982; Klose, Bentley, 1989; Boyan, Williams,
2007). Наши данные показывают, что у репрезен-
тативных представителей трохофорных живот-
ных, имеющих бифазный жизненный цикл, фор-
мирование центральной нервной системы всегда

начинается с периферических сенсорных нейро-
нов, некоторые из которых являются пионерны-
ми. При этом увеличение активности перифери-
ческих сенсорных нейронов оказывает влияние
на темпы развития и нейрогенез. Какие именно
сигналы воспринимают ранние сенсорные ней-
роны, остается неизвестным.
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Neuronal development of the majority of trochozoan animals with biphasic pelago-bentic life cycle starts
from transient peripheral neurons, which do not belong to the central nervous system and are mainly located
in the apical sensory organ and in the hyposphere. Some of these neurons are pioneer and send neurites that
form a scaffold upon which the adult central nervous system later develops. In representative species of mol-
lusks and polychaetes, immunolabeling with the antibodies against neurotransmitters serotonin and FMR-
Famide and acetylated α-tubulin revealed that the structure of almost all early peripheral neurons is typical
for sensory, most probably chemosensory cells: f lask shape, and cilia at the end of the apical dendrite or inside
the distal ampoule. Morphology, transmitter specificity, location, and projections of the early sensory cells
differ in trochophores of different species, thus suggesting different origin of these cells. In polychaete larvae,
pharmacological inhibition of serotonin synthesis in early peripheral neurons did not affect the development,
whereas its increase resulted in developmental arrest and neural malformations, suggesting that early periph-
eral sensory neurons are involved in developmental regulation.

Keywords: Trochozoa, trochophore, sensory neurons, pioneer neurons, apical sensory organ, 5-HT, FMRFamide,
tubulin, regulation of development


