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В ЗРИТЕЛЬНОМ НЕРВЕ И МОЗГЕ ПОСЛЕ МЕХАНИЧЕСКОГО 
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После механической травмы глаза изучено распределение транскрипционного фактора Рах2+ в оптиче-
ском нерве форели Oncorhynchus mykiss на стороне повреждения и контралатеральном нерве. Установлено,
что травма оптического нерва форели приводит к увеличению количества Рах2+ реактивных астроцитов,
особенно в области головки и проксимальной части зрительного нерва, участвующих в начальных стадиях
регенерации аксонов оптического нерва. При повреждении зрительного нерва в отделах мозга форели,
имеющих направленные ретинальные входы – диенцефалоне и зрительном тектуме, выявлено значи-
тельное увеличение гетерогенной популяции Рах6+ клеток. Часть Рах6+ клеток имеет недифференциро-
ванный фенотип и входит в состав реактивных нейрогенных ниш, расположенных в перивентрикулярной
зоне и паренхиматозных областях мозга. Другая популяция Рах6+ клеток имеет фенотип радиальной глии
и возникает в результате активации конститутивных нейрогенных доменов, а также в составе вновь обра-
зованных реактивных нейрогенных ниш. Таким образом, в результате повреждения зрительного нерва в
отделах мозга, имеющих направленные ретинальные проекции и отделах мозга не имеющих ретинальных
проекций, а также удаленных областях, возникает выраженный нейрогенный ответ, связанный с появле-
нием реактивных нейрогенных ниш и радиальной глии. Полученные результаты свидетельствуют, что по-
вреждение зрительного нерва ведет к усилению реактивного нейрогенеза в мозге взрослой форели.

Ключевые слова: транскрипционный фактор Pax2, Pax6, зрительный нерв, репаративный нейроге-
нез, радиальная глия, конститутивная и реактивная нейрогенная ниша
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ВВЕДЕНИЕ
В последнее время появляется все больше дан-

ных, что процессами пролиферации и дифферен-

цировки клеток, а также их гибели в ЦНС позво-
ночных управляют семейство регуляторных генов
PАХ. Эти гены регулируют пролиферацию, мигра-
цию, дифференцировку клеток и апоптоз (Thom-
son, Ziman, 2011). Доказательства, полученные на
различных моделях, подтверждают филогенетиче-
скую консервативность функций генов этого се-
мейства у животных (Soukkarieh, 2007; Thomson,
Ziman, 2011). В процессе развития ЦНС гены се-
мейства Pax6 участвуют в клеточной и региональ-
ной специфичности, пролиферации, поддержа-
нии свойств прогениторных клеток и нейрональ-
ной дифференцировки, а также антиапоптозной
функции (Thomson, Ziman, 2011). Имеющиеся на
сегодняшний день данные свидетельствуют о
критической роли Pax генов в пре- и постнаталь-
ном развитии ЦНС. Как полагают, именно Рах
гены обеспечивают возможные молекулярные
механизмы, с помощью которых они регулируют
пролиферацию и дифференцировку нейрональ-
ных клеток (Horie, Sango, 2003; Soukkarieh, 2007).
Наряду с участием Pax генов в эмбриогенезе, в ис-
следованиях показан высокий уровень экспрес-

Сокращения: Pax2– – Pax2-иммунонегативный; Pax2+ –
Pax2-иммунопозитивный; Pax6– – Pax6-иммунонегатив-
ный; Pax6+ – Pax6-иммунопозитивный; Вв – вентральная
зона вентральной области конечного мозга; Вд – дорсальная
зона вентральной области конечного мозга; Вл – латераль-
ная зона вентральной области конечного мозга; Вт – вен-
тральный таламус; ГОН – головка оптического нерва; Дд –
дорсальная зона дорсальной области конечного мозга; Дл –
латеральная зона дорсальной области конечного мозга; Дт –
дорсальный таламус; Дц – центральная зона дорсальной об-
ласти конечного мозга; ЗТО – задне-туберальная область;
ИГХ – иммуногистохимия; ИОС – интраорбитальный сег-
мент; МК – мозжечковый крест; МС – маргинальный
слой; НСК – нейральная стволовая клетка; ОН – оптиче-
ский нерв; ОП – оптическая плотность; ОТ – оптический
тектум; ПВЗ – перивентрикулярная зона; ПВС – перивен-
трикулярный слой; ПЗ – пролиферативная зона; ПОк –
крупноклеточное ядро преоптической области; ПОм – мел-
коклеточное ядро преоптической области; РГ – радиальная
глия, РСК – ретикулоспинальные клетки; РФ – ретикуляр-
ная формация; ЦБС – центральный белый слой; ЦСБС –
центральный серый и белый слой; ЦСС – центральный серый
слой; ЯОЛ – октаво-латеральные эфферентные нейроны.
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сии Pax6 для поддержания фенотипов клеток-
предшественников у взрослых животных, а также
для сохранения пластичности зрелых нейронов в
ответ на различные экологические раздражители
(Gerber et al., 2002). Известно, что отсутствие экс-
прессии Pax6 в постнатальном развитии астроци-
тов уменьшает их нейрогенный потенциал (Heins
et al., 2002).

Исследование экспрессии субъединиц тран-
скрипционного фактора Pax6 (Pax6а и Pax6b со-
ответственно) в мозге развивающихся эмбрионов
данио D. rerio показало, что обе субъединицы экс-
прессируются в сетчатке, а также в развивающем-
ся теленцефалоне, диенцефалоне и стволе мозга
(Kleinjan et al., 2008). Наиболее интересным и по-
казательным считается факт обнаружения экс-
прессии данных генов на территории передне-
мозговых нейромеров, а также границе средне-
мозгового тегментума и продолговатого мозга
данио (Wullimann, Muller, 2004). Наличие интен-
сивной экспрессии Pax6 в данных областях мозга
данио и других позвоночных в период раннего
эмбриогенеза показано в нескольких работах
(Stoykova, Gruss, 1994; Wullimann, Muller, 2004),
однако локализация данного транскрипционного
фактора в более поздние периоды онтогенеза к
настоящему времени изучена недостаточно. Осо-
бое внимание к исследованию локализации Pax6
в мозге позвоночных стало развиваться после
установления участия данного фактора в процес-
сах репаративного нейрогенеза позвоночных жи-
вотных и человека (Thomson, Ziman, 2011). Нали-
чие белкового продукта Pax6 в перивентрикуляр-
ных областях мозга молоди симы связано с
участием данного фактора в процессах конститу-
тивного нейрогенеза, хорошо выраженного у мо-
лоди лососевых рыб (Пущина и др., 2012). Пока-
зано, что Pax6 широко экспрессируется в мозге
тихоокеанской симы в различные периоды пост-
эмбрионального развития, однако паттерны им-
мунолокализации маркируемых клеток при ран-
нем развитии (годовалая молодь) и в более позд-
ние периоды (двухгодовалая молодь и старше)
значительно отличаются (Пущина и др., 2012).
Установлено, что на границах переднемозговых
нейромеров маркирование Pax6 позволяет выяв-
лять структуру этих нейромеров, поскольку се-
лективно маркирует различные типы клеток, рас-
положенных на территории перивентрикулярных
пролиферативных зон, а также мигрирующие и
клетки, находящиеся в начальной стадии нейро-
нальной дифференцировки, локализованные в
более глубоких субвентрикулярных слоях.

Транскрипционный фактор Pax2 принимает
участие в развитии зрительной системы позво-
ночных животных (Thomson, Ziman, 2011). У
взрослых животных экспрессия Pax2 сохраняется
в субпопуляции Мюллеровых клеток и астроци-
тов сетчатки и головки зрительного нерва (Parrilla

et al., 2009). Установлено, что во время развития
зрительной системы, головка зрительного нерва
играет важную роль в пространственной организа-
ции, выходящих из сетчатки аксонов зрительного
нерва (Oster et al., 2004). Особую роль в развитии
этого процесса играют нейроэпителиальные клет-
ки, экспрессирующие транскрипционный фактор
Pax2, регулирующий рост аксонов в составе зри-
тельного нерва (Parrilla et al., 2013). Повреждение
зрительного нерва используется часто в качестве
удобной экспериментальной модели для исследо-
вания процессов регенерации ЦНС рыб, подоб-
ные исследования в частности были проведены
на золотой рыбке Carassius auratus (Matsukawa
et al., 2004; Parrilla et al., 2009, 2013) и данио D. rerio
(Becker, Becker, 2008).

Ранее проведенные исследования на взрослой
форели показали, что в результате повреждения
оптического нерва (ОН) форели, в различных от-
делах мозга активизируется пролиферация и ней-
рогенез в нейрогенных нишах зрительного текту-
ма и мозжечка (Пущина и др., 2016). Пролифера-
тивная активность была также обнаружена в
клетках поврежденного зрительного нерва (Push-
china et al., 2016).

Целью настоящей работы является исследова-
ние динамики иммунолокализации белковых
продуктов транскрипционных факторов Pax2 и
Pax6 в зрительном нерве и различных областях го-
ловного мозга взрослой форели, (в которых ранее
было установлено наличие Pax6 в раннем постэм-
бриональном периоде развития) в условиях меха-
нической травмы глаза. В задачи настоящего ис-
следования входило: 1) исследование распределе-
ния фенотипов Pax2+ и Pax2– клеток в различных
нейроанатомических зонах зрительного нерва фо-
рели через 1 нед. после травмы, 2) изучение локали-
зации белкового продукта транскрипционного
фактора Pax6 в областях мозга форели имеющих
направленные ретинальные проекции (зритель-
ный тектум, ядра таламуса, преоптическая об-
ласть), зонах мозга, лишенных прямых ретиналь-
ных входов (конечный мозг), а также простран-
ственно удаленных от области травмы областях
мозга (ядра черепно-мозговых нервов, ретику-
лярная формация ствола) в условиях интактности
и после повреждения зрительного нерва.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе было использовано 90 особей форели

Oncorhynchus mykiss, в возрасте 12–18 мес. Масса
тела животного составляла 300–450 г, длина тела –
40–46 см. Животные были получены с Рязановско-
го экспериментально-производственного рыбовод-
ного завода в 2016 году. Для адаптации форель
содержали в аквариумах с пресной водой при
температуре 16–17°С, с одноразовым кормлени-
ем. Cоотношение освещенного и темного пери-
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одов в сутках составляло 14/10 ч. Содержание
растворенного кислорода в воде – 7–10 мг/дм3,
что соответствует нормальному насыщению. Все
экспериментальные манипуляции с животными
были проведены в соответствии с правилами, ре-
гулируемыми уставом Национального научного
центра морской биологии, Ресурсного центра
ННЦМБ ДВО РАН и Этического комитета, ре-
гламентирующего гуманное обращение с экспери-
ментальными животными. Животные были ане-
стезированы в 0.1% растворе трикаин метансуль-
фоната MS222 (Sigma, США) в течение 10–15 мин.

Повреждение зрительного нерва и подготовка
материала для ИГХ исследования. После анестезии
во внутричерепную полость обездвиженного жи-
вотного вводили 0.1 М фосфатный буфер (pH 7.2),
содержащий 4% раствор параформальдегида. По-
сле префиксации мозг извлекали из внутричереп-
ной полости и фиксировали в растворе парафор-
мальдегида при 4°С в течение 2 ч. Затем мозг пя-
тикратно промывали в растворе 30% сахарозы
при 4°С в течение 48 ч для криопротекции. Се-
рийные фронтальные и трансверсальные срезы
мозга готовили на замораживающем микротоме
Cryo-Star HM 560 MV (Германия).

Механическая травма правого глаза форели бы-
ла произведена в соответствии с ранее описанной
методикой (Пущина и др., 2016; Pushchina et al.,
2016). С помощью стерильной иглы (Carl Zeiss,
Oberkochen, Germany) наносили механическое
повреждающее воздействие в область глаза на
глубину 1 см, при котором повреждали роговицу
и слизистую оболочку глаза, сетчатку, хрусталик,
а также головку зрительного нерва с прилежащи-
ми к нему тканями. Изменения гистологической
структуры прилежащих глазодвигательных мы-
шечных волокон, данные ИГХ маркирования
PCNA в клетках зрительного нерва, а также иден-
тификация клеток с признаками апоптоза в по-
врежденном зрительном нерве, свидетельствую-
щие об изменении его структуры вследствие на-
несенной механической травмы обсуждались
ранее (Пущина и др., 2016). В результате травма-
тического воздействия повреждали центральную
часть сетчатки, пигментный эпителий сетчатки,
головку зрительного нерва с прилежащей глазо-
двигательной мускулатурой (Pushchina et al.,
2016). Контралатеральный зрительный нерв ис-
пользовали в качестве контроля. Непосредствен-
но после нанесения механического повреждения
животных выпускали в аквариум с пресной водой
для восстановления и дальнейшего мониторинга.

Иммуногистохимия. Для исследования локали-
зации транскрипционных факторов Pax2 в зри-
тельном нерве и Pax6 в интегративных центрах
мозга и зрительных ядер таламуса форели ис-
пользовали иммунопероксидазное маркирование
на замороженных свободно плавающих срезах

зрительного нерва и мозга. Оценка активности
транскрипционных факторов была проведена че-
рез 1 нед. после нанесения механического повре-
ждения. Замороженные срезы зрительного нерва
толщиной 50 мкм инкубировали in situ с первич-
ными поликлональными антителами кролика
против Pax2 (Сlone: Poly 19010; Catalog No.
901001; Biolegend, San Diego, CA, США; 1 : 300),
при температуре 4°С в течение 48 ч. Для визуали-
зации маркера использовали кроличью стрепта-
видин-биотиновую систему визуализации (HRP
conjugated Anti-Rabbit IgG SABC Kit; Catalog No.
SA1022; Boster Biological Technology, Pleasanton,
CA, США). Для выявления продуктов реакции
применялся субстрат красного цвета (VIP Sub-
strate Kit, Cat. No. SK-4600; Vector Labs, Burlin-
game, США) в сочетании с докрашиванием мети-
ловым зеленым (Меркулов, 1969).

Для выявления белкового продукта тран-
скрипционного фактора Pax6, через 1 нед. после
травматического воздействия использовали мо-
ноклональные антитела против транскрипцион-
ного фактора Pax6 (clone: AD 2.38; Chemicon, Bil-
lerica, MA, США; 1 : 400). Для визуализации ИГХ
маркирования использовали стандартный ABC
комплекс Vectastain Elite ABC kit (Cat. No. 6100;
Vector Laboratories, США) в соответствии с реко-
мендациями фирмы-производителя. Для выявле-
ния продуктов реакции применялся субстрат
красного цвета (VIP Substrate Kit, Vector Labs,
Burlingame, США) в сочетании с докрашиванием
метиловым зеленым (Меркулов, 1969). Развитие
ИГХ окраски контролировали под микроскопом.
Препараты обезвоживали по стандартной мето-
дике, и заключали в среду Bio-Оptica (Италия).

Для оценки специфичности иммуногистохи-
мической реакции использовали метод негатив-
ного контроля. Срезы мозга вместо первичных
антител инкубировали с 1% раствором неиммун-
ной сывороткой лошади в течение 1 сут и обраба-
тывали, как срезы с первичными антителами. Во
всех контрольных экспериментах иммунопози-
тивная реакция отсутствовала.

Денситометрическое исследование интенсив-
ности ИГХ маркирования Pax2 и Pax6 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 Pax2 и Pax6 в клетках. Эти данные,
наряду с морфометрическими параметрами кле-
ток были использованы для классификации и ти-
пизации иммунопозитивных клеток, вновь обра-
зованных в период протекания репаративного от-
вета в пролиферативных зонах и дефинитивных
центрах мозга.
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Анализ содержания белковых продуктов Pax2 и
Pax6 методом вестернблоттинга. Для вестерн-
блоттинга было использовано 10 интактных осо-
бей взрослой форели и 10 особей после механиче-
ской травмы глаза. Извлекали поврежденный ип-
силатеральный и контралатеральный зрительный
нервы у животных, отделяя волокна зрительных
нервов от прилежащих тканей и помещали в 0.01 М
Трис-HCl (рН 7.2) буфер. Мозг животных извле-
кали из черепа в 0.01 М Трис-HCl (рН 7.2) буфер
и акуратно отделяли конечный мозг, промежу-
точный мозг, зрительный тектум и ствол мозга.
Образцы зрительных нервов, конечного и проме-
жуточного мозга, тектума и ствола и аналогичные
отделы мозга форели, взятые через 1 нед. после
повреждения глаза быстро охлаждали и гомоге-
низировали в троекратных объемах охлажденного
на льду буфера в стеклянном гомогенизаторе Pot-
ter-Elvehim PTFE (Sigma, Aldrich, США). Буфер
для гомогенизации содержал 20 мМ Трис-HCl бу-
фера (рН 7.2) с добавлением 0.25 М сахарозы, 10 мМ
ЭГТА, 2 мМ ЭДТА, и ингибиторы протеаз: 2 мМ
PMSF, 50 мг/мл лейпептина, 25 мг/мл апротини-
на, 10 мг/мл пепстатина, и 2 мМ дитиотреитола.
Образцы гомогенатов мозга форели центрифуги-
ровали в течение 15 мин при 15000 g в роторе Beck-
man Coulter Ti50. Содержание белкового продукта
Pax2 определяли в зрительных нервах, а Pax6– в го-
могенатах конечного, промежуточного отделов
мозга, тектума и ствола головного мозга. Аликвоты
гомогенатов в объеме 50 мг наносили на полосу
движения белка и разделяли с помощью додецил-
сульфата натрия в полиакриламидном-гель-элек-
трофорезе (SDS PAGE) на 10% полиакриламидном
геле. После электрофореза выделенный белок аку-
ратно переносили на нитроцеллюлозную мембра-
ну и оставляли на ночь в 0.01 М Трис-HCl буфере
(рН 8.0) с добавлением 0.15 М NaCl, содержащим
4% бычьего сывороточного альбумина (Sigma,
США). Мембраны промывали в дистиллирован-
ной воде и инкубировали с первичными моно-
клональными антителами мыши против тран-
скрипционного фактора Pax6 (clone: AD 2.38;
Chemicon, Billerica, MA, США; в разведении 1 : 200)
и поликлональными антителами кролика против
транскрипционного фактора Pax2 (clone: Poly
19010; Catalog No. 901001; Biolegend, San Diego,
CA, США; в разведении 1 : 400) в 0.01 М Трис-HCl
буфере, содержащим 1% БСА и 0.2% Tween 20 в
течение 3 ч при комнатной температуре. Затем
мембраны промывали при встряхивании в 0.01 М
Трис-HCl буфере, содержащем 0.2% Tween-20 и
инкубировали с вторичными антителами лошади
против антител мыши (Vector Labs, Burlingame,
США) или биотинилированными антителами ос-
ла (Goat-anti-Mouse IgG Secondary antibody HRP;
Cat. No. HAF007; Novus Biologicals; Littleton, CO,
США) в том же буфере в течение 1 ч. После трое-
кратных промывок в течение 10 мин каждая, мем-

браны помещали в 0.01 М Трис-HCl буфер (рН 7.2).
Иммуногистохимическую реакцию проявляли с
помощью авидин-биотиновой системы визуали-
зации ABC (Vectastain Elite АВС Kit, Vector Labs,
Burlingame, США) и стрептавидин-биотиновой
системы визуализации (HRP conjugated Anti-Rab-
bit IgG SABC Kit; Catalog No. SA1022; Boster Bio-
logical Technology, Pleasanton, CA, США). Для вы-
явления продуктов реакции применялся суб-
страт красного цвета (VIP Substrate Kit, Cat.
No. SK-4600; Vector Labs, Burlingame, США).
После развития окраски мембраны промывали в
дистиллированной воде и высушивали. Для ко-
личественной оценки полученные блоты скани-
ровали с помощью денситометра Bio-Rad GS 670
(США). Молекулярная масса транскрипционно-
го фактора Рах6 сравнивалась с предварительно
окрашенными маркерами молекулярной массы
(Sigma, США) и соответствовала изоформе проте-
ина с молекулярной массой 47 кДа. Молекулярная
масса транскрипционного фактора Рах2 сравнива-
лась с предварительно окрашенными маркерами
молекулярной массы (Sigma, США) и соответ-
ствовала 46 кДа.

Морфометрическая обработка. Морфометри-
ческую обработку осуществляли с помощью про-
грамного обеспечения инвертированного микро-
скопа Axiovert 200 M с модулем ApoTome и циф-
ровыми камерами Axio Cam MRM и Axio Cam
HRC (Carl Zeiss, Германия). Измерения проводи-
ли при 400-кратном увеличении в пяти случайно
выбранных полях зрения для каждой области ис-
следования.

Статистическая обработка. Количественная
обработка морфометрических данных ИГХ мар-
кирования Рах2 и Рах6 проведена с помощью
программ Statistica 12 и Microsoft Excel 2010. Для
количественной оценки результатов использован
ANOVA-тест; данные представлены в виде сред-
нее ± Стандартное отклонение (M ± m). Значения
P < 0.01, P < 0.05 и P < 0.001 считались статистиче-
ски значимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Распределение фактора Pax2 в зрительных нер-
вах. Для контроля специфичности антител про-
тив Pax2 был использован вестернблоттинг. В ис-
следованиях на данио (Krauss et al., 1991) и золо-
той рыбке (Parilla et al., 2009) было установлено,
что изоформе протеина Pax2 соответствует моле-
кулярная масса 46 кДa. В исследованиях на форе-
ли через 1 нед. после повреждения ОН была иден-
тифицирована полоса протеина, соответствующая
данной молекулярной массе (рис. 1а). Количе-
ственное соотношение транскрипционного фак-
тора Pax2 в ипси- и контралатеральном нервах сви-
детельствуют о значительном увеличении содержа-
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ния данного протеина на стороне повреждения
(рис. 1а).

Оценка количества Pax2+ клеток была прове-
дена на стороне поврежденного нерва и на кон-
тралатеральной стороне. ИГХ маркирование Pax2
было выявлено в ядрах, а также 3 типах клеток,
морфологические параметры которых приведены
в табл. 1. Согласно результатам исследования,
экспрессия Pax2+ была обнаружена в ядрах и
морфологически гетерогенных клетках, которые
были разделены нами на 3 основные группы
(табл. 1). Среди иммунопозитивных клеток встре-
чались мелкие округлые клетки, соответствую-
щие астробластам, овальные клетки различной
степени удлиненности, соответствующие астро-

цитам, а также узкие биполярные клетки средних
и крупных размеров, соответствующие мигриру-
ющей популяции астроцитов.

При иммуномаркировании Pax2 в контралате-
ральном нерве распределение Pax2– клеток было
неравномерное, в центральной части нерва опре-
делялись скопления небольших удлиненных аст-
роцитов, среди которых встречались мелкие не-
многочисленные Pax2+ астробласты, формирую-
щие отдельные пары клеток (рис. 1б). Крупные
удлиненные палочковидные Pax2– астроциты, рас-
полагались в периферических областях нерва, где
также располагались зоны повышенной плотности
распределения Pax2+ астробластов и удлиненных
астроцитов (рис. 1б). В дистальной части зритель-

Рис. 1. Pax2 в зрительном нерве форели Oncorhynchus mykiss через 1 нед. после травмы. (а) – одиночная полоса проте-
ина, соответствующая молекулярной массе 46 кДа в контра- и ипсилатеральном нерве форели; (б) – иммуномаркиро-
вание Pax2 в проксимальной части контралатерального нерва, Pax2+ клетки показаны красными стрелками, Pax2–
округлые клетки (белые стрелки), Pax2– удлиненные клетки (черные стрелки), овалом обведено скопление Pax2–
клеток в центральной части нерва; (в) – Pax2 в дистальной части контралатерального нерва, парные Pax2+ мелкие аст-
робласты показаны оранжевыми стрелками, пунктиром отграничена периферическая часть нерва; (г) – Pax2-марки-
рование в головке зрительного нерва, содержащей участки с повышенной плотностью распределения Pax2+ клеток
(оранжевые стрелки) в дорсальной части (ограничена пунктиром) и Pax2– морфологически гетерогенные клетки в
вентральной части. (а) – вестернблоттинг, (б–г) – иммунопероксидазное маркирование Pax2 в сочетании с окраской
метиловым зеленым по Браше. Масштабный отрезок: (б, в) – 100 мкм, (г) – 50 мкм.

(а) (б)

(в) (г)

Зрительный нерв

Контралатеральный Ипсилатеральный

Pax2 46 кДа
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Таблица 1. Морфометрические параметры Pax2+ и Pax2– клеток (M ± m) зрительных нервов форели Oncorhyn-
chus mikiss через 1 нед. после механической травмы

Типы клеток
Мелкие Средние Крупные Ядра

размеры клеток,
мкм

размеры клеток,
мкм

размеры клеток,
мкм

размеры ядер,
мкм

Pax2+ ипсилатерал. 7.8 ± 0.5/4.3 ± 0.9 9.8 ± 0.5/4.3 ± 0.9 12.4 ± 1.7/3.7 ± 1.0 4.8 ± 1.5/3.8 ± 0.3
Pax2+ контралатерал. 7.8 ± 1.1/4.1 ± 1.5 10.4 ± 0.3/4.1 ± 2.0 – 4.5 ± 0.7/2.9 ± 0.6
Pax2– 7.9 ± 0.3/4.1 ± 0.9 10.4 ± 1.3/2.8 ± 0.6 – 5.5 ± 0.76/3.4 ± 0.3

ного нерва волокна контралатерального зрительно-
го нерва содержат редкие парные Pax2+ мелкие аст-
робласты (рис. 1в). В области головки зрительного
нерва были идентифицированы смежные участки,
содержащие волокна с большим количеством
Pax2+ клеток дорсальной части и Pax2– морфоло-
гически гетерогенные клетки в вентральной части
(рис. 1г).

Соотношение Pax2+ и Pax2– клеток в головке
оптического нерва (ГОН), интраорбитальном
сегменте (ИОС), проксимальной и дистальной
частях контралатерального нерва показаны на
рис. 2а. На стороне повреждения соотношение
Pax2+ и Pax2– астроцитов в различных областях
нерва представлено на рис. 2б. Максимальное ко-
личество Pax2+ астроцитов было выявлено в ГОН
и проксимальной части ипсилатерального нерва
(рис. 2в), тогда как в ИОС и дистальной части по-
врежденного нерва плотность распределения
Pax2+ клеток была ниже. Процентное соотноше-
ние содержания Pax2+ и Pax2– астроцитов в кон-
тра- и ипсилатеральных нервах было сходным
(рис. 2г).

В ГОН и проксимальной части поврежденного
зрительного нерва плотность распределения Pax2+
клеток превышала в 10–13 раз таковую на контра-
латеральной стороне (рис. 2в, 3а). В ГОН была
выявлена максимальная плотность распределе-
ния овальных и удлиненных средних и крупных
Pax2+ астроцитов (рис. 3б). В проксимальной ча-
сти ОН наблюдалась высокая плотность распре-
деления Pax2+ клеток (рис. 3в). В дистальной зо-
не поврежденного ОН плотность распределения
Pax2+ клеток была значительно ниже, и преоблада-
ли Pax2– клетки. Сходный паттерн распределения
был выявлен и в ИОС (рис. 2б). В поврежденном
нерве были обнаружены области повышенной плот-
ности распределения Pax2– астробластов, содержа-
щие также скопления Pax2+ клеток в дорсальной
части и по периферии, и одиночные Pax2– удли-
ненные клетки, расположенные в центральной ча-
сти (рис. 3г). Такие очаги мы идентифицировали
в качестве зон, содержащих реактивные астроб-
ласты, представляющие потенциальные центры
регенерации поврежденных зрительных волокон
в ОН форели.

Экспрессия транскрипционного фактора Pax6
в мозге форели

Анализ содержания содержания Pax6 в мозге фо-
рели методом вестернблоттинга. Антитела против
транскрипционного фактора Рах6, тестирован-
ные с помощью вестернблоттинга выявляли изо-
форму протеина с молекулярной массой 47 кДа
(рис. 4). Для определения экспрессии в гомогена-
тах мозга форели антитела к Pax6 использовали
при концентрации 2 мг/мл. Сравнительное содер-
жание белкового продукта массой 47 кДа в различ-
ных отделах мозга форели показало (рис. 4), что
после повреждения глаза обнаружено значитель-
ное увеличение его экспрессии в конечном и про-
межуточном отделах мозга. Высокий уровень экс-
прессии Pax6 в условиях интактности наблюдался
в тектуме и стволе мозга форели, после травмы в
тектуме уровень экспрессии фактора несколько
усилился, а в стволе произошло некоторое сни-
жение экспрессии Рах6 (рис. 4).

Иммуногистохимический анализ содержания 
белкового продукта транскрипционного фактора 

Pax6 в мозге форели

Pax6 в конечном мозге интактной форели. В ко-
нечном мозге контрольных животных ИГХ мар-
кирование Pax6 определялось в дорсальной и
вентральной областях. В них было выявлено два
уровня активности ИГХ маркирования: интен-
сивный (130 ± 9.7 ЕОП), при котором сома клет-
ки полностью маркирована Pax6 и умеренный
(70 ± 12.6 ЕОП), при котором наблюдалось менее
интенсивное маркирование цитоплазмы и отчет-
ливо визуализировались ядра нейронов (рис. 5а).
Интенсивное маркирование Pax6 было выявлено
в клетках всех морфологических типов (табл. 2).
Такие клетки были найдены в трех областях дор-
сальной (Дд, Дл и Дц) и двух областях вентраль-
ной (Вд и Вл) зон теленцефалона. Умеренный тип
активности Pax6 был выявлен в большинстве
маркированных нейронов всех зон теленцефало-
на (табл. 2).

В Дд нами были выделены 4 типа Pax6+ кле-
ток, отличающихся по морфологическим пара-
метрам и интенсивности иммуномаркирования
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Рис. 2. Сравнительная оценка содержания Pax2+ и Pax2– клеток в зрительных нервах форели Oncorhynchus mykiss через
1 нед. после травмы. (а) – соотношение Pax2+ и Pax2– клеток в головке зрительного нерва (ГОН), интраорбитальном сег-
менте (ИОС), проксимальной (ПЧ) и дистальной (ДЧ) частях контралатерального нерва (M ± m); (б) – аналогичное соот-
ношение на стороне повреждения (n = 5 в каждой группе, # P < 0.05 достоверные межгрупповые отличия); (в) – плотность
распределения Pax2+ астроцитов в контра- и ипсилатеральном зрительных нервах форели (n = 5 в каждой группе; * P < 0.05
достоверные отличия контра- и ипсилатеральных групп; ** P < 0.001 достоверные отличия контра- и ипсилатеральных
групп); (г) – процентное соотношение содержания Pax2+ и Pax2– астроцитов в контра- и ипсилатеральных нервах.
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Pax6 (табл. 2). Интенсивное маркирование Pax6
было выявлено в небольших и более крупных
овальных, мультиполярных и биполярных клет-
ках (табл. 2; рис. 5а). В Дл плотность распределе-
ния Pax6+ клеток была выше, чем в Дд, характер
иммуномаркирования нейронов в Дл был анало-
гичный Дд (табл. 2). В центральной части дор-
сальной зоны Дц было выделено несколько групп
Pax6+ нейронов овальной, би- или мультиполяр-
ной морфологии нескольких размерных групп
(табл. 2; рис. 5б). В вентральной области конеч-
ного мозга форели экспрессия Pax6+ определя-
лась в двух зонах: дорсальной Вд и латеральной
Вл. В Вд интенсивная экспрессия Pax6+ выявле-
на в двух популяциях мелких недифференциро-
ванных клеток с высокой плотностью распреде-
ления в дорсальной части зоны (табл. 2; рис. 5в),
а умеренная – в популяциях овальных, более
крупных клеток, расположенных в медиальной и
вентральной зонах (табл. 2; рис. 5в). В Вл интен-
сивная экспрессия Pax6 была обнаружена в наи-

более мелких недифференцированных, двух по-
пуляциях овальных и мультиполярных клетках,
одиночных либо парных, диффузно распределен-
ных по территории зоны (табл. 2). Умеренная ин-
тенсивность Pax6 выявлялась в более многочислен-
ных овальных и мультиполярных нейронах, кото-
рые обычно окружали интенсивно маркированные
клетки (табл. 2). Соотношение интенсивно и уме-
ренно маркированных клеток в различных областях
конечного мозга представлено на рис. 5г.

Pax6 в конечном мозге после повреждения ОН.
После повреждения ОН в перивентрикулярной
зоне Дд определялся слой интенсивно маркиро-
ванных клеток, расположенных непосредственно
под слоем иммунонегативных клеток (рис. 6а).
Маркированные Pax6 клетки были представлены
недифференцированными мелкими либо оваль-
ными формами с высоким либо умеренным им-
муномаркированием (табл. 2; рис. 6а). После
травматического повреждения зрительного нерва
в конечном мозге в дорсальной и вентральной об-
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Рис. 3. Pax2 в поврежденном зрительном нерве форели Oncorhynchus mykiss через 1 нед. после травмы. (а) – Pax2+ аст-
роциты (овальные клетки показаны оранжевыми стрелками, удлиненные мигрирующие клетки показаны голубыми
стрелками) и Pax2– клетки (белые стрелки) в проксимальной части поврежденного нерва; (б) – в головке зрительного
нерва (удлиненные Pax2– клетки показаны черными стрелками); (в) – общий вид распределения Pax2+ клеток в
проксимальной части поврежденного нерва, скопление клеток в центральной области нерва ограничено пунктирным
контуром; (г) – зоны повышенной плотности распределения Pax2– клеток (врезка), окруженные скоплениями Pax2+
астробластов в дорсальной части и по периферии, одиночные Pax2– удлиненные клетки (голубые стрелки), располо-
жены в центральной части нерва. Иммунопероксидазное маркирование Pax2 в сочетании с окраской метиловым зеле-
ным по Браше. Масштабный отрезок: (а, б) – 100 мкм, (в, г) – 200 мкм.

(а)

(в) (г)

(б)

Рис. 4. Репрезентативное изображение иммуноблотов содержания белкового продукта транскрипционного фактора
Pax6 в мозге форели Oncorhynchus mykiss. Одиночная полоса протеина, соответствующая молекулярной массе 47 кДa
присутствовала в конечном, промежуточном отделах мозга, зрительном тектуме и стволе мозга форели у контрольных
животных и после повреждения зрительного нерва.

Теленцеф. Диенцеф. Тектум
Ствол
мозга

47 кДа
Контроль

Повреждение

Pax6

ластях было выявлено появление Pax6+ клеток,
имеющих фенотип радиальной глии (рис. 6б–6д).
Плотная сеть волокон РГ выявлялась Дл, постепен-
но снижаясь в вентральном направлении (рис. 6б).

В вентральной области наибольшая плотность
распределения РГ была обнаружена в латеральной
(табл. 2; рис. 6в) и вентральной (табл. 2; рис. 6г) зо-
нах. В Вв волокна РГ были сгруппированы в виде
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Рис. 5. Pax6 в конечном мозге интактной форели Oncorhynchus mykiss. (а) – в дорсальной зоне дорсальной области (Дд),
интенсивно маркированные клетки показаны белыми стрелками, умеренно – красными, белыми квадратами оконту-
рены кластеры умеренно маркированных клеток; (б) – в центральной части дорсальной зоны (Дц), черными стрелка-
ми показаны маркированные волокна, в квадратах – гетерогенные маркированные кластеры иммунопозитивных кле-
ток; (в) – в дорсальном ядре вентральной зоны (Вд). Иммунопероксидазное маркирование Pax6 в сочетании с окрас-
кой метиловым зеленым по Браше. Масштабный отрезок: (а–в) – 100 мкм. (г) – соотношение интенсивно и умеренно
маркированных Pax6 клеток (M ± m) в дорсальной (Дд), латеральной (Дл), центральной (Дц) зонах дорсальной обла-
сти и дорсальной (Вд) и латеральной (Вл) зонах вентральной области теленцефалона интактной форели (n = 5 в каж-
дой группе; ** P < 0.001 достоверные отличия между умеренно и интенсивно маркированными клетками).
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дискретного очага, окруженного сосудами и им-
мунонегативными клетками (рис. 6г). В поверх-
ностных слоях перивентрикулярной зоны опре-
делялась плотная сеть Рах6+ волокон, маркиро-
ванные клетки располагались в виде локальных
скоплений в субвентрикулярной зоне. В дорсаль-
ной части вентральной области (Вд) клетки РГ
были организованы в виде небольших пучков,
разделенных промежутками (табл. 2; рис. 6д).
Плотность распределения Рах6+ радиальной
глии и тел маркированных клеток в вентральной
области достоверно превышали (р < 0.05) таковой
в дорсальной области (рис. 6е).

Pax6 в промежуточном мозге интактной форели.
У контрольных животных в промежуточном моз-
ге иммуномаркирование Рах6 было выявлено в
преоптической области и перивентрикулярных
ядрах таламуса. В преоптической области Рах6+

клетки были идентифицированы в крупнокле-
точной ПОк (рис. 7а) и мелкоклеточной частях
ПОм ядра (рис. 7б). В ПОк интенсивное марки-
рование Рах6 было выявлено в овальных, бипо-
лярных и крупных мультиполярных нейронах
(табл. 2). В ПОм интенсивное и умеренное мар-
кирование Рах6 было выявлено в мелких недиф-
ференцированных клетках и более крупных
овальных клетках двух типов (табл. 2). Маркиро-
ванные клетки были расположены в субвентри-
кулярной зоне непосредственно под слоем ин-
тенсивно маркированных Рах6 перивентрикуляр-
ных клеток (рис. 7б).

В таламусе маркирование Рах6 исследовали в
перивентрикулярных ядрах: дорсальном (Дт) и
вентральном (Вт). На уровне нейроэпителиальной
конститутивной нейрогенной зоны, расположен-
ной между Р2 и Р3 нейромерами, интенсив-
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Таблица 2. Морфометрические параметры Pax6+ клеток (М ± m) в пролиферативных зонах и глубоких слоях
мозга форели Oncorhynchus mykiss в условиях интактности и после механической травмы

Области мозга
Тип клеток

Интактные животные Повреждение зрительного нерва

размеры клеток,
мкм

оптическая 
плотность, 

ЕОП

тип
клеток

размеры клеток,
мкм

оптическая 
плотность,

ЕОП

Теленцефалон
Дд 8.5 ± 0.2/6.8 ± 1.0 134.2 ± 6.7 Недиффер. 7.7 ± 1.3/4.9 ± 1 156.7 ± 4.9
Недифференц. 8.0 ± 0.8/6.6 ± 1.7 62.3 ± 5.6
Овальные 11.3 ± 1.2/8.7 ± 1.6 132.6 ± 5.3 – – –

10.9 ± 0.9/7.8 ± 1.0 77.4 ± 6.1
Мультиполярные 14.5 ± 0.7/9.8 ± 1.9 131.1 ± 6.2 – – –
Биполярные 17.8 ± 1.0/8.0 ± 0.5 130.6 ± 4.3 – – –
Дл 6.9 ± 0.3/5.2 ± 0.6 106.0 ± 4.2 Недиффер. 7.1 ± 0.4/4.8 ± 0.9 124 ± 3.7
Недифференц. 8.9 ± 1.0/8.0 ± 0.2 68.4 ± 7.1 8.7 ± 1.2/7.5 ± 0.4 72.5 ± 5.2
Овальные 9.6 ± 0.6/7.5 ± 0.7 110 ± 5.3 РГ 11.3 ± 3/5.7 ± 1.3 134.2 ± 7.4

10.3 ± 0.2/8.1 ± 0.4 85 ± 8.6
Мультиполярные 14.3 ± 0.3/6.9 ± 1.5 108.0 ± 6.3 – – –

74.5 ± 3.2
Дц 28.1 ± 0.6/21.5 ± 1.5 136.4 ± 5.8 – – –
Овальные 33.3 ± 2.0/22.5 ± 2.9 74.2 ± 4.7
Мультиполярные 37.3 ± 2.3/25.9 ± 1.5 132.8 ± 3.9 – – –
Мультиполярные 43.6 ± 1.5/25.2 ± 1.6 131.8 ± 7.3 – – –

41.2 ± 0.9/21.4 ± 4.3 76.5 ± 7.9
Мультиполярные 53.9 ± 2.7/32.1 ± 3.8 68.2 ± 6.3
Вд 5.7 ± 0.9/4.5 ± 1.2 135.3 ± 8.3 РГ 11.4 ± 3.1/7 ± 0.9 132.4 ± 5.2
Недифференц. 6.6 ± 0.3/5.4 ± 0.3 81.5 ± 6.9
Недифференц. 7.8 ± 0.5/5.9 ± 0.7 137.2 ± 6.3 – 7.1 ± 0.6/4.7 ± 0.5 130.9 ± 3.8
Овальные 7.2 ± 0.2/5.3 ± 0.5 74.5 ± 5.7
Вл 6.5 ± 0.5/5.2 ± 0.4 151.8 ± 8.4 – 6.2 ± 0.7/4.4 ± 0.6 133.7 ± 3.6
Недифференц.
Овальные 9.8 ± 0.3/5.0 ± 1.3 135.2 ± 6.1 – 10.2 ± 0.4/6.1 ± 1.2 126.3 ± 4.1

9.9 ± 0.7/7.4 ± 1.3 82.5 ± 9.1 9.8 ± 0.9/8.2 ± 1.0 67.5 ± 3.2
Овальные 11.6 ± 0.6/7.6 ± 0.5 138.8 ± 5.3 РГ 12.5 ± 2.8/6.2 ± 0.8 136.7 ± 5.4

12.1 ± 0.5/8.8 ± 1.0 73.5 ± 7.7
Мультиполярные 14.3 ± 0.3/7.9 ± 0.4 139.4 ± 8.1 – – –

14.0 ± 0.7/9.3 ± 1.2 79.5 ± 6.2
Вв РГ 11.7 ± 1.7/5.3 ± 1.2 135.1 ± 3.5

– – – Недиффер. 6.8 ± 0.4/5.1 ± 0.6 132.3 ± 7.2
– – – Овальные 9.4 ± 0.3/5.2 ± 0.6 128.2 ± 5.2

9.9 ± 0.4/6.2 ± 0.8 65.3 ± 2.7
Диенцефалон

ПОк 10.6 ± 0.3/7.3 ± 1.7 133.7 ± 6.6 Недиффер. 7.8 ± 1.3/5.6 ± 1.1 153.6 ± 1.7
Овальные 96.8 ± 17.4

Биполярные 14.3 ± 0.9/7.6 ± 0.1 100.9 ± 6.5 Овальные 9.9 ± 0.9/6.6 ± 1.4 152.8 ± 5.2

Мультиполярные 22.2 ± 3.0/17.2 ± 1.2 144.0 ± 1.6 – –
ПОм 5.7 ± 0.5/4.1 ± 0.7 96.3 ± 13.4 Недиффер. 7.7 ± 2.5/5.2 ± 1.4 151.8 ± 3.4
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Недифференц.
Овальные 8.5 ± 0.3/5.6 ± 0.5 105.3 ± 2.7 Овальные 11.0 ± 1.2/6.6 ± 0.9 154.5 ± 1.5

10.2 ± 0.5/7.1 ± 1.4 97.1 ± 2.6
Дт 7.4 ± 0.4/5.8 ± 1.4 127.5 ± 15.3 Недиффер. 5.2 ± 0.8/4.8 ± 0.6 139.5 ± 4.0
Недифференц.
Овальные 9.1 ± 0.6/7.2 ± 1.5 101.7 ± 10.3 Овальные 9.4 ± 0.7/7.7 ± 1.3 160.8 ± 1.3
Биполярные 13.0 ± 1.1/7.0 ± 1.5 97.6 ± 11.2 Мигрир. 13.3 ± 3.7/6.6 ± 2 140.0 ± 1.9

P2 100.0 ± 5.3
Мультиполярные 17.6 ± 0.9/8.0 ± 1.9 114.8 ± 14.4 Мигрир. 8.7 ± 1.5/5.8 ± 1.2 145.3 ± 4.6

P3 106.1 ± 6.5
Вт 7.6 ± 0.4/5.5 ± 1.1 163.0 ± 10.2 Недиффер. 7.4 ± 0.8/5.3 ± 0.9 154.0 ± 7.7
Недифференц.
Овальные 10.2 ± 0.8/5.9 ± 1.6 156.1 ± 6.8 Овальные 9.4 ± 0.6/6.3 ± 1.2 147.2 ± 4.8
Биполярные 13.6 ± 0.8/8.6 ± 1.3 166.7 ± 4.2 Мультипол. 23.2 ± 0.7/10.3 ± 0.7 113.2 ± 10.4

Тектум
МС 6.2 ± 0.8/4.5 ± 0.3 85.1 ± 3.8 Недиффер. 5.5 ± 0.7/4.5 ± 0.4 141.8 ± 1.4
Недифференц.
Овальные 8.1 ± 0.6/5.3 ± 0.5 85.2 ± 3.4 РГ 8.2 ± 0.9/5.4 ± 0.6 123.0 ± 1.5

12.1 ± 0.7/7.3 ± 0.5 124.1 ± 1.6
ЦСС 7.2 ± 0.4/5.1 ± 0.5 123.4 ± 19 Недиффер. 6.9 ± 0.3/4.8 ± 0.5 79.2 ± 11
Недифференц.
Овальные 9.0 ± 0.7/6.5 ± 1.4 144.7 ± 5.7 – – –

11.3 ± 0.8/6 ± 0.8 84.9 ± 13.8
Биполярные 14.8 ± 1.7/6.6 ± 0.8 129.9 ± 29.9 Биполярн. 14.3 ± 1.6/6.4 ± 0.9 82.4 ± 8
ЦСБС 7.1 ± 0.2/5.8 ± 1 109.0 ± 23.6 Недиффер. 7.1 ± 0.3/5.7 ± 0.8 72.8 ± 5.3
Недифференц.
Овальные 8.9 ± 0.4/5.4 ± 0.3 90.5 ± 12.8 Овальные 8.7 ± 0.6/5.5 ± 0.5 78.7 ± 7.4

11.6 ± 0.8/7.4 ± 1.8 95.2 ± 18.0
Биполярные 17.4 ± 2.7/5.7 ± 1.3 109.1 ± 14.6 – – –

28.6 ± 3.7/5.9 ± 0.7 111.0 ± 24.6
ЦБС 7.1 ± 1/4.2 ± 0.6 105.8 ± 20.1 Недиффер. 7.2 ± 0.8/4.3 ± 0.5 98.4 ± 6.3

Недифференц.
Овальные 12 ± 1.5/5.8 ± 2.6 131.4 ± 16 Овальные 10.8 ± 1.3/5.5 ± 1.4 80.9 ± 13.2
Биполярные 16.3 ± 1.3/5.5 ± 1 127.6 ± 5.0 – – –
ПВС 5.9 ± 0.2/4.4 ± 0.4 135.4 ± 6.9 Недиффер. 6.1 ± 0.4/4.5 ± 0.6 103.5 ± 3.9

Недифференц.
Овальные 8.2 ± 0.1/5.1 ± 0.5 143.3 ± 8.3 Овальные 8.2 ± 0.5/5.2 ± 0.7 102.7 ± 15.1

83.9 ± 11.4

Продолговатый мозг*
яV* 25.9 ± 1.9/16.7 ± 3.8 169.4 ± 16.2 * 21.9 ± 3.2/13.3 ± 1.5 136.7 ± 4.3

* 31.9 ± 1.5/19.6 ± 6.5 164.1 ± 11.1 * 30.0 ± 2.5/20.9 ± 2.3 119.7 ± 19.4

Области мозга
Тип клеток

Интактные животные Повреждение зрительного нерва

размеры клеток,
мкм

оптическая 
плотность, 

ЕОП

тип
клеток

размеры клеток,
мкм

оптическая 
плотность,

ЕОП

Таблица 2.   Продолжение
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* В продолговатом мозге большинство Pax6+ нейронов имели мультиполярную морфологию.

* 44.2 ± 5.2/22.5 ± 4.1 175.2 ± 2.9 * 51.8 ± 9.2/30.6 ± 9.0 132.6 ± 4.4
* 75.3 ± 4.7/27.1 ± 6.9 159.3 ± 13.2 * – –

яVI* 20.0 ± 0.8/15.0 ± 0.8 139.3 ± 12.5 * 19.1 ± 1.9/11.9 ± 1.4 166.8 ± 4.1
* 30.4 ± 3.1/18.2 ± 3.4 146.9 ± 5.8 * 35.8 ± 7.7/18.6 ± 4.7 148 ± 17.3

102.5 ± 7.3
* 41.1 ± 3.1/19.9 ± 3.6 158.7 ± 3.4 Биполярн. 39.3 ± 17.7/11.4 ± 1.9 140.3 ± 3.7

яVII* 31.8 ± 1/15.9 ± 1.7 186.6 ± 1.3 * 31.8 ± 1.5/13.6 ± 1.4 155.2 ± 10
* 45.9 ± 4.1/26.4 ± 6.2 185.8 ± 2.7 * 43.9 ± 6.3/23.1 ± 5.7 157.1 ± 6.6
* 57.7 ± 3.9/22.9 ± 7.9 191.5 ± 1.3 * 54.2 ± 5.2/21.8 ± 5.1 161.9 ± 4.7
* 79.2 ± 6.5/25.7 ± 4.3 182.2 ± 4.2 * 75.4 ± 6.2/23.6 ± 5.7 150.1 ± 9.4
* 98.4 ± 7.3/24.4 ± 8.2 174.4 ± 8.1 * 96.2 ± 6.7/20.4 ± 5.2 144.1 ± 15.4

РСК* 30.8 ± 3/17.6 ± 7.5 155.9 ± 4.9 * 24.5 ± 2.1/14.0 ± 2.7 139.2 ± 5.6
* 41.2 ± 3/24.6 ± 7.4 154.9 ± 12.3 * 32.2 ± 5.7/16.9 ± 3.6 148.9 ± 4.6
* 55.8 ± 5.2/25 ± 6.5 163.2 ± 1 * 62.6 ± 9.4/31.0 ± 9.9 138.9 ± 8.6

ЯОЛ* 28.4 ± 4.1/13.2 ± 3.4 172.6 ± 4.3 * 25.7 ± 3.7/15.4 ± 4.5 158.4 ± 3.3
* 43.7 ± 2.5/21.3 ± 5.7 178.8 ± 5.7 * 40.9 ± 4.2/19.6 ± 4.2 155.2 ± 5.7

яIX* 19.5 ± 4.1/15.2 ± 3.6 136.7 ± 2.9 * 18.3 ± 3.1/13.2 ± 6.6 110.4 ± 3.5
* 33.3 ± 5.8/18.6 ± 3.0 143.9 ± 3.8 * 31.3 ± 7.8/15.6 ± 5.8 108.4 ± 5.8

яX* 25.7 ± 2.9/13.3 ± 4.4 135.9 ± 1.8 * 22.6 ± 7.1/11.3 ± 8.4 112.8 ± 4.3
* 33.4 ± 3.1/17.7 ± 2.3 129.7 ± 6.9 * 30.4 ± 5.1/15.7 ± 4.0 105.3 ± 4.7

Area postrema 6.0 ± 0.6/4.2 ± 0.4 103.4 ± 5.2 Недиффер. 5.8 ± 0.4/4.1 ± 0.6 96.3 ± 3.2
Недифференц.
Овальные 8.5 ± 0.8/4.3 ± 0.5 113.0 ± 4.1 Овальные 8.9 ± 0.7/4.5 ± 0.8 89.0 ± 4.5
ВРФ* 18.3 ± 3/12.1 ± 2.1 145.1 ± 4.2 * 16.3 ± 4.1/11.9 ± 3.3 92.0 ± 6.6

Области мозга
Тип клеток

Интактные животные Повреждение зрительного нерва

размеры клеток,
мкм

оптическая 
плотность, 

ЕОП

тип
клеток

размеры клеток,
мкм

оптическая 
плотность,

ЕОП

Таблица 2. Окончание

ность маркирования Рах6 в перивентрикуляр-
ных клетках была ниже, чем в прилежащих об-
ластях (рис. 7в). В вентральном ядре мелкие
недифференцированные Рах6+ клетки, распола-
гались под слоем перивентрикулярных клеток, а
овальные клетки и биполярные нейроны – в бо-
лее глубоких слоях (табл. 2; рис. 7г). Вентральнее
таламического нейромера (Р3) располагалась еще
одна конститутивная нейрогенная зона, содержа-
щая немногочисленные интенсивно маркиро-
ванные Рах6 клетки двух типов: мелкие недиф-
ференцированные и удлиненные мигрирующие
(рис. 7г).

Данные количественного анализа показали, что
после травматического повреждения ОН форели
было обнаружено увеличение количества Рах6+
клеток на территории матричных зон промежуточ-
ного мозга и в прилежащих к ним областях клеточ-
ной миграции, а также увеличение плотности рас-
пределения радиальной глии (рис. 8а–г). Через

1 нед. после повреждения в ПОм наблюдалось
значительное увеличение интенсивно маркиро-
ванных Рах6+ нейронов (р < 0.05) и существенное
увеличение умеренно маркированных Рах6+ кле-
ток (р < 0.01) (рис. 8а). В ПОк в результате повре-
ждения было выявлено существенное увеличение
интенсивно и умеренно Рах6+ маркированных
нейронов, а также Рах6– клеток (р < 0.01) (рис. 8б).
В дорсальном таламусе после повреждения наблю-
дали экстремальное повышение количества интен-
сивно маркированных Рах6+ клеток (р < 0.05) и су-
щественное увеличение умеренно маркирован-
ных Рах6+ и Рах6– клеток (р < 0.01) (рис. 8в). В
вентральном таламусе после повреждения ОН на-
блюдалось значительное увеличение интенсивно
маркированных Рах6 нейронов (р < 0.05), а также
повышение Рах6– клеток (р < 0.01) (рис. 8г). Дан-
ные иммуноблоттинга подтверждают общее уве-
личение экспрессии Рах6 в диенцефалоне после
травматического повреждения ОН (рис. 4).
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Рис. 7. Pax6 в промежуточном мозге интактной форели Oncorhynchus mykiss. (а) – в крупноклеточном ядре (ПОк) пре-
оптической области (ПОк оконтурено красным прямоугольником), белыми стрелками показаны крупные Pax6+ ней-
роны, красными – мелкие Pax6+ нейроны, черными – Pax6+ клетки перивентрикулярной области, белыми звездоч-
ками отмечены Pax6– клетки; (б) – в мелкоклеточном ядре (ПОм) преоптической области; (в) – в дорсальном тала-
мическом ядре (Дт), скопление интенсивно маркированных Pax6 недифференцированных клеток показано белой
стрелкой, умеренно маркированные Pax6 клетки, окружающие отогнутый пучок Мейнерта (опм) – голубой стрелкой,
нейроэпителиальная конститутивная нейрогенная ниша показана черным треугольником, окружающие ее интенсив-
но маркированные перивентрикулярные скопления Pax6+ клеток соответствуют Р2 и Р3 нейромерам; (г) – в вен-
тральном таламическом ядре (Вт), обозначения как на (в). Иммунопероксидазное маркирование Pax6 в сочетании с
окраской метиловым зеленым по Браше. Масштабный отрезок: (а–г) – 100 мкм.
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Рис. 6. Pax6 в конечном мозге форели Oncorhynchus mykiss через 1 нед. после повреждения зрительного нерва. (а) – в
дорсальной зоне (Дд), белыми стрелками показаны интенсивно маркированные клетки, красными – умеренно мар-
кированные, черными – волокна радиальной глии, белыми квадратами оконтурены нейроэпителиальные реактивне
нейрогенные ниши, содержащие маркированные клетки; (б) – в латеральной зоне (Дл), голубыми стрелками показа-
ны Pax6– клетки нейроэпителия, желтыми – волокна радиальной глии, зелеными – клетки эндотелия сосудов, крас-
ным овалом оконтурены мигрирующие вдоль волокон радиальной глии умеренно маркированные клетки, красными
звездочками – Pax6– клетки в составе реактивных нейрогенных ниш паренхиматозной локализации, белыми звездоч-
ками – Pax6– клетки в составе нейроэпителиальных реактивных нейрогенных ниш, белым пунктиром показаны на-
правления радиальной миграции клеток; (в) – в латеральной зоне (Вл), обозначения как на (а) и (б); (г) – в вентраль-
ной зоне (Вв), черным овалом оконтурено скопление волокон радиальной глии; (д) – в дорсальной зоне (Вд), голубым
овалом оконтурена реактивная нейрогенная ниша, содержащая интенсивно маркированные клетки, в крупном белом
квадрате – скопление умеренно маркированных клеток в глубоких слоях Вд. Иммунопероксидазное маркирова-
ние транскрипционного фактора Pax6 в сочетании с окраской метиловым зеленым по Браше. Масштабный отре-
зок: (а–д) – 100 мкм. (е) – соотношение интенсивно маркированных Pax6 недифференцированных клеток и радиаль-
ной глии (M ± m) в дорсальной и вентральной областях теленцефалона форели после травмы (n = 5 в каждой группе;
# P < 0.05 достоверные межгрупповые отличия).
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Pax6 в промежуточном мозге форели после по-
вреждения ОН. После повреждения в дорсальной
мелкоклеточной части преоптической области
(ПО) регистрировалось большое количество Рах6+
клеток без признаков дифференцировки, распо-
ложенных в перивентрикулярной и субвентрику-
лярной зонах (рис. 9а). В ПОм встречались оваль-
ные клетки среднего размера и мелкие с высокой
интенсивностью маркирования, а мигрировав-
шие клетки располагались в более глубоких слоях
диенцефалона (табл. 2; рис. 9а). В вентральной
крупноклеточной части ПОк после поврежде-
ния была выявлена сеть Рах6+ радиальной глии
(рис. 9б, 9в), а также недифференцированные и
овальные клетки в перивентрикулярной и суб-
вентрикулярной областях, формирующие реак-
тивные нейрогенные ниши (рис. 9в). На террито-
рии дорсального таламуса в матричной зоне, рас-
положенной между границами Р2/Р3 нейромеров,
после травмы идентифицировалась значительная
пролиферативная активность и существенное
увеличение Рах6– нейроэпителиальных клеток в
поверхностных слоях, Рах6+ клеток в субвентри-
кулярных слоях (рис. 9г). В области дорсального
Р2 и вентрального Р3 нейромеров выявлялась
плотная сеть волокон радиальной глии (рис. 9д).
Клеточный состав перивентрикулярной и субвен-

трикулярной областей Дт, Мт и Вт характеризовал-
ся морфологической неоднородностью (табл. 2).
На границе нейромеров Р2/Р3 идентифицирова-
ли плотное скопление Рах6– клеток (рис. 9г), ко-
торое не выявлялось у интактных животных.

В заднетуберальной области (ЗТО) обнаруже-
на высокая плотность распределения Рах+ кле-
ток субвентрикулярной локализации вокруг ото-
гнутого пучка Мейнерта (рис. 9е) и большое ко-
личество недифференцированных Рах6– клеток в
дорсальной части ЗТО (рис. 9е) с высокой плот-
ностью распределения волокон РГ в вентральной
части таламуса (рис. 9ж). В переднем таламиче-
ском ядре после повреждения обнаружена высо-
кая интенсивность маркирования Рах6 (табл. 2).
Мелкие недифференцированные и крупные бипо-
лярные клетки характеризовались высокой интен-
сивностью маркирования Рах6 (табл. 2; рис. 9з).
Скопления Pax6– клеток в перивентрикулярной
области дорсальной части ЗТО маркировала гра-
ницы нейромеров и локальные скопления клеток
РГ в вентральном таламусе (рис. 9ж, 9и).

В диенцефалоне форели, после травматиче-
ского повреждения глаза было выявлено значи-
тельное увеличение плотности распределения пе-
ривентрикулярных нейроэпителиальных клеток,

Рис. 8. Сравнительная оценка содержания Pax6+ и Pax6– клеток в ядрах промежуточного мозга форели Oncorhynchus
mykiss через 1 нед. после травмы. (а) – в мелкоклеточном преоптическом ядре (ПОм); (б) – в крупноклеточном пре-
оптическом ядре (ПОк); (в) – в дорсальном таламусе; (г) – в вентральном таламусе. (n = 5 в каждой группе; * P < 0.01
достоверные отличия от контрольной группы; ** P < 0.05 достоверные отличия от контрольной группы.)
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Рис. 9. Pax6 в промежуточном мозге форели Oncorhynchus mykiss через 1 нед. после повреждения зрительного нерва.
(а) – в мелкоклеточном преоптическом ядре (ПОм), черными стрелками указаны нейроэпителиальные клетки, сини-
ми – маркированные клетки субвентрикулярной зоны, красными – иммунонегативные клетки глубоких слоев; (б) –
в ростральной части крупноклеточного преоптического ядра (ПОк), красными стрелками показаны Pax6– клетки,
желтыми – волокна радиальной глии, голубыми овалами оконтурены нейроэпителиальные реактивные нейрогенные
ниши, в красном овале – реактивная ниша субвентрикулярной локализации; (в) – в каудальной части ПОк, белым
пунктиром оконтурен участок схождения волокон радиальной глии; (г) – в матричной зоне, между Р2 и Р3 нейроме-
рами, скопление Pax6– нейроэпителиальных клеток показано голубой треугольной стрелкой, Pax6+ клетки показаны
голубыми стрелками, реактивные нейрогенные ниши оконтурены голубыми овалами, розовым овалом оконтурена ре-
активная ниша субвентрикулярной локализации, желтым контуром и стрелками показаны Pax6+ клетки и нейроген-
ные ниши паренхиматозной локализации; (д) – в дорсальном таламусе, красными стрелками показаны Pax6– нейро-
эпителиальные клетки, черными – радиальная глия, белыми – Pax6+ клетки субвентрикулярной локализации; (е) –
в заднетуберальной области (ЗТО), в квадрате показан участок морфогенетического поля, прилежащий к отогнутому
пучку Мейнерта (ОПМ), черными треугольниками показаны реактивные нейроэпителиальные ниши; (ж) – в ро-
стральном отделе вентрального таламуса, в красном овале Pax6– клетки, мигрирующие вдоль волокон радиальной
глии; (з) – в переднем таламическом ядре (ПТЯ), красными овалами обведены реактивные нейрогенные ниши парен-
химатозной локализации; (и) – в каудальной части вентрального таламуса. Иммунопероксидазное маркирование Pax6
в сочетании с окраской метиловым зеленым по Браше. Масштабный отрезок – 100 мкм.
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контактирующих с просветом мозгового желу-
дочка (рис. 9а–9в). На территории ПЗ между ней-
ромерами Р2 и Р3 обнаружено большое количе-
ство Рах6+ клеток в субветрикулярной зоне и
среди мигрировавших клеток (рис. 9г). Слабо
маркированные волокна РГ прослеживались от
перивентрикулярной области, окружающей ПЗ
по направлению к переднему таламическому яд-
ру (рис. 9з), однако более интенсивное маркиро-
вание РГ наблюдалось на территории Р2 и Р3 ней-
ромеров. После травмы в области претектального
нейромера Р1 клетки формировали плотное мор-
фогенетическое поле в зоне, прилегающей к ото-
гнутому пучку Мейнерта (рис. 9е).

Pax6 в оптическом тектуме интактной форели. В
оптическом тектуме (ОТ) контрольных живот-
ных распределение Pax6 было выявлено в клет-
ках маргинального слоя (МС), центрального се-
рого (ЦСС), центрального серого и белого слоев
(ЦСБС), центральный белого (ЦБС) и перивен-
трикулярного серого слоев (ПВС). В МС и ПВС
было выявлено 2 типа клеток – недифференци-
рованные мелкие и овальные клетки (табл. 2). Во
внутренних слоях тектума ЦСС, ЦСБС и ЦБС
идентифицировали также Pax6+ биполярные клет-
ки различных размеров и морфологии (табл. 2). Об-
щий вид иммуномаркирования Pax6 в тектуме
представлен на рис. 10а. В маргинальном слое
умеренное маркирование Pax6 выявлено в по-
верхностно расположенных мелких недифферен-
цированных клетках и более крупных овальных
клетках с радиальными отростками (рис. 10б).
Под слоем поверхностных иммунопозитивных
клеток выявлены скопления мелких Pax6– кле-
ток (рис. 10б). В ЦСС Pax6+ клетки были пред-
ставлены мелкими недифференцированными
интенсивно маркированными и двумя типами
овальных клеток с интенсивным и умеренным
маркированием Pax6, а также Pax6– клеток (табл. 2;
рис. 10в). В ЦСБС высокая интенсивность мар-
кирования Pax6 обнаружена в крупных верти-
кальных биполярных клетках (рис. 10г). В ЦБС
высокая интенсивность маркирования Pax6 была
выявлена в трех типах клеток (табл. 2; рис. 10д). В
ПВС выявлена максимальная плотность распре-
деления Pax6+ недифференцированных и оваль-
ных клеток (рис. 10д). Толщина ПВС была мини-
мальной в дорсальной части и максимальной в
латеральной части ОТ.

Pax6 в оптическом тектуме форели после повре-
ждения ОН. После повреждения в МС зрительно-
го тектума форели определялись интенсивно
маркированные Pax6 клетки, имеющие фенотип
радиальной глии. По сравнению с интактными
животными после травматического повреждения
ОН интенсивное иммуномаркирование Pax6 в
нейронах всех слоев зрительного тектума практи-
чески отсутствовало, при этом во всех зонах тек-
тума выявлялись одиночные мелкие недиффе-

ренцированные Pax6– клетки и их небольшие
скопления (рис. 11а, 11г–11е).

В дорсальной зоне тектума плотность распре-
деления РГ была минимальной (рис. 12а). Клетки
РГ отличались морфологической гетерогенно-
стью и высокой интенсивностью маркирования
Pax6 (табл. 2; рис. 12а, 12б). Над слоем Pax6+ РГ
определялся слой Pax6– мелких клеток, форми-
рующих различные скопления (рис. 11а, 11б). Среди
таких клеток встречались мелкие округлые интен-
сивно маркированные Pax6+ клетки, одиночные,
либо образующие небольшие кластеры (рис. 11б).
Здесь же были выявлены скопления Pax6– кле-
ток, образующие реактивные нейрогенные ни-
ши пиальной и паренхиматозной локализации
(рис. 11а). Иногда выявлялись паттерны ради-
альной миграции Pax6– клеток вдоль волокон
РГ (рис. 11а, 11в).

В медиальной зоне тектума плотность распреде-
ления Pax6+ РГ в маргинальном слое была выше,
чем в дорсальной зоне (рис. 11б, 11г). Количество
интенсивно маркированных клеток медиальной зо-
ны также превышало таковое дорсальной (рис. 12а).
Над слоем клеток РГ выявлялись одиночные реак-
тивные нейрогенные ниши пиальной локализа-
ции, с интенсивно маркированными Pax6 клетка-
ми без отростков (рис. 11в, 11г). В отличие от дор-
сальной зоны в МС медиальной зоны не было
идентифицировано реактивных ниш пиальной
локализации (рис. 11в, 11г). В латеральной зоне
тектума в МС была выявлена максимальная плот-
ность распределения и высокая интенсивность
маркирования Pax6 в РГ (рис. 11д, 11е; 12а). Pax6+
клетки РГ были организованы в виде небольших
пучков, включающих 2–3 клетки, их отростки
прослеживались на значительном расстоянии
вглубь маргинального слоя, вплоть до слоя опти-
ческих волокон (рис. 11е). На территории ЦСС и
ЦСБС были выявлены крупные скопления мел-
ких, недифференцированных, слабо маркиро-
ванных Pax6 либо Pax6– клеток, формирующих
кластеры вновь образованных клеток, мигрирую-
щие вдоль волокон РГ (рис. 11д). Над слоем ин-
тенсивно маркированных клеток РГ в латераль-
ной зоне, как и в других зонах тектума были выяв-
лены небольшие реактивные нейрогенные ниши
субпиальной локализации (рис. 11е). После трав-
мы на территории каудальной пролиферативной
зоны тектума было выявлено максимальное ко-
личество реактивных нейрогенных ниш субпи-
альной и перивентрикулярной локализации. В
отличие от дорсальной и медиальной зон тектума,
после травматического повреждения ОН в лате-
ральной зоне нейрогенные ниши были наиболее
выраженными и крупными (рис. 11е).

Анализ количественного распределения Pax6-
маркированных клеток и радиальной глии в ОТ
форели у контрольных животных и после механи-
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Рис. 10. Pax6 в зрительном тектуме интактной форели Oncorhynchus mykiss. (а) – общий вид иммуномаркирования Pax6
в тектуме, МС – маргинальный слой, ОС – слой зрительных волокон, ЦСС – центральный серый слой, ЦСБС – цен-
тральный серый и белый слой, ЦБС – центральный белый слой, стрелками показаны сосуды; (б) – в поверхностных
слоях, белые стрелки – Pax6+ клетки МС, в белом прямоугольнике конститутивная нейрогенная ниша, желтые стрел-
ки – Pax6– клетки, красные стрелки – клетки с умеренной интенсивностью маркирования Pax6; (в) – в центральном
сером слое, красные стрелки – интенсивно маркированные проекционные нейроны, белые стрелки – слабо марки-
рованные проекционные клетки, зеленые стрелки – клетки сосудов; (г) – в центральном сером и белом слое, голубым
овалом оконтурен кластер Pax6+ клеток, остальные обозначения как на (в); (д) – в центральном белом слое; (е) – в
перивентрикулярном сером слое. ПВС – перивентрикулярный серый слой, иммунопероксидазное маркирование
транскрипционного фактора Pax6 в сочетании с окраской метиловым зеленым по Браше. Масштабный отрезок: (а) –
200 мкм, (б–е) – 100 мкм.
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Рис. 11. Pax6 в зрительном тектуме форели Oncorhynchus mykiss через 1 нед. после повреждения зрительного нерва. (а) –
в дорсальной зоне тектума, черными стрелками показаны интенсивно маркированные клетки и их скопления, крас-
ными – радиальная глия, белыми – недиффернцированные маркированные клетки глубоких слоев, в черных прямо-
угольниках реактивные нейроэпителиальные нейрогенные ниши с Pax6– клетками, в красных овалах – реактивные
нейрогенные ниши с Pax6– клетками паренхиматозной локализации; (б) – фрагмент дорсальной зоны при большем
увеличении, голубыми стрелками показаны Pax6– клетки; (в) – в медиальной зоне тектума, белой стрелкой показана
слабо маркированная горизонтальная биполярная клетка в ЦСС, черным прямоугольником оконтурена перивентр-
рикулярная реактивная нейрогенная ниша; (г) – фрагмент медиальной зоны при большем увеличении, белыми стрел-
ками показаны слабо маркированные Pax6 клетки; (д) – в латеральной зоне тектума, голубым пунктиром оконтурено
крупное скопление мелких, недифференцированных слабо мигрирующих клеток, красным пунктиром оконтурены
реактивные нейрогенные ниши перивентрикулярной локализации; (е) – фрагмент латеральной зоны при большем
увеличении, обозначения см. (а). Иммунопероксидазное маркирование Pax6 в сочетании с окраской метиловым зеленым
по Браше. Масштабный отрезок: (а, в, д) – 200 мкм, (б, г, е) – 50 мкм.
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Рис. 12. Количественное распределение Pax6-маркированных клеток и радиальной глии в тектуме форели у интакт-
ных животных и после повреждения зрительного нерва. (а) – количество Pax6+ радиальной глии в маргинальном слое
дорсальной, медиальной и латеральной зонах тектума (M ± m); (б) – количество интенсивно маркированной
(Pax6+++) радиальной глии, умеренно маркированных (Pax6++) клеток и Pax6– клеток (M ± m) в маргинальном слое
тектума (n = 5 в каждой группе; * P < 0.01 достоверные отличия от контрольных групп; ** P < 0.05 достоверные отличия
от контрольных групп); (в) – центральном сером слое, обозначения как на (б) (n = 5 в каждой группе; ** P < 0.05 до-
стоверные отличия от контрольных групп); (г) – в центральном сером и белом слое (n = 5 в каждой группе; * P < 0.01
достоверные отличия от контрольных групп); (д) – в центральном белом слое (n = 5 в каждой группе; * P < 0.01 досто-
верные отличия от контрольных групп); (е) – в перивентрикулярном слое (n = 5 в каждой группе; * P < 0.01 достовер-
ные отличия от контрольных групп).
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ческой травмы глаза представлен на рис. 12. Срав-
нительная характеристика плотности распреде-
ления Pax6+ РГ в дорсальной, медиальной и лате-
ральной зонах тектума МС показала, что в данных
областях при повреждении ОН наблюдается соот-
ветственное увеличение количества позитивной
РГ, однако достоверных отличий между зонами
выявлено не было (рис. 12а). Сравнительное рас-
пределение Pax6+ РГ в МС достоверно (р < 0.01)
возрастало после повреждения ОН. Значительное
увеличение Pax6– клеток (р < 0.05), окрашенных
метиловым зеленым также было установлено по-
сле повреждения, тогда как число умеренно мар-
кированных Pax6 клеток после травмы возрастало
незначительно (рис. 12б). В ЦСС у контрольных
животных были выявлены немногочисленные ин-
тенсивно маркированные Pax6 нейроны (рис. 12в).
После повреждения интенсивно маркированных
Pax6 клеток обнаружено не было, однако выяви-
ли многократное увеличение количества умерен-
но маркированных клеток (р < 0.05), и незначи-
тельное снижение Pax6– клеток по сравнению с
контролем (рис. 12в). В ЦСБС в условиях интакт-
ности также присутствовали интенсивно марки-
рованные Pax6 нейроны различных типов, кото-
рые не выявлялись после повреждения, как и в
ЦСС (рис. 12в, 12г). После повреждения ОН коли-
чество умеренно маркированных клеток в ЦСБС
достоверно возрастало (р < 0.01) и значительно уве-
личивалось количество Pax6- клеток (р < 0.01),
окрашенных метиловым зеленым (рис. 12г). В
ЦБС не было установлено достоверного увеличе-
ния количества Pax6+ клеток, но число Pax6–
клеток было достоверно ниже (р < 0.01), чем у
контрольных животных (рис. 12д). В ПВС после
повреждения ОН было выявлено достоверное
возрастание (р < 0.01) количества умеренно мар-
кированных Pax6 клеток (рис. 12е).

Pax6 в стволе мозга интактной форели. В стволе
мозга контрольных животных интенсивное мар-
кирование Pax6 было выявлено в перивентрику-
лярной области, клетках, прилежащих к мягкой
мозговой оболочке, и проекционных нейронах
РФ и ядер черепно-мозговых нервов (рис. 13а, 13б).
В главном ядре тройничного нерва высокая интен-

сивность маркирования Pax6 была идентифициро-
вана в четырех типах нейронов (табл. 2; рис. 13а). В
ядре отводящего VI нерва было выявлено интен-
сивное и умеренное маркирование Pax6 (табл. 2;
рис. 13б). Интенсивно маркировались крупные
нейроны межпучковой области (рис. 13б). В вен-
тральной части РФ определялись конститутив-
ные нейрогенные ниши, содержащие мелкие
умеренно маркированные нейроны (рис. 13б). В
ядре лицевого VII нерва маркированные Pax6
нейроны формировали гетерогенную популяцию
(рис. 13в). На территории латеральной РФ было
обнаружено скопление умеренно маркированных
Pax6 и Pax6– клеток (рис. 13в). Высокая интен-
сивность маркирования Pax6 была определена и в
ПВЗ ствола, на дне IV желудочка, формируя не-
прерывный слой клеток, а также со стороны моз-
жечка, где интенсивно маркированные клетки
формировали небольшие кластеры (рис. 13в). На
протяжении всего медуллярного отдела ствола
высокая интенсивность маркирования Pax6 была
выявлена в ретикулоспинальных нейронах (РСК)
и октаво-латеральных эфферентных нейронах
(ЯОЛ) (табл. 2; рис. 13г), ядрах IX и X нервов
(рис. 13д), скоплении нейронов в области аrea post-
rema (рис. 13д). В перивентрикулярной области бы-
ли обнаружены интенсивно маркированные клетки,
образующие конститутивные нейрогенные ниши
(рис. 13д). В каудальных медуллярных областях бы-
ли идентифицированы Pax6+ волокна в области
мозжечкового креста (МК) и ПВЗ (рис. 13е). Не-
большие скопления Pax6+ клеток распределялись в
латеральной РФ и вентральной РФ (табл. 2). Вдоль
всего медулярного отдела у интактных животных
были обнаружены немногочисленные мелкие ин-
тенсивно маркированные Pax6 клетки во внеш-
них слоях мозга, контактирующих с мягкой моз-
говой оболочкой (рис. 13б–13г).

Pax6 в стволе мозга форели после повреждения
ОН. В стволе мозга после повреждения выявлены
локальные скопления мелких Pax6– клеток, от-
сутствующих в условиях интактности (рис. 14а).
Такие группы недифференцированных клеток,
определяемые нами, как реактивные нейроген-
ные ниши, часто располагались среди проводя-

Рис. 13. Pax6 в стволе мозга интактной форели Oncorhynchus mykiss. (а) – в главном ядре тройничного нерва, (ЯV оконтурено
красным прямоугольником), черными стрелками показаны маркированные нейроны перивентрикулярной области, крас-
ными – умеренно маркированные клетки межпучковой области, НтрV – нисходящий тракт тройничного нерва, ВВТ – вто-
ричный вкусовой тракт; (б) – в ядре отводящего нерва (ЯVI оконтурено голубым квадратом), черными кругами оконтурены
конститутивные нейрогенные ниши, черными стрелками показана радиальная глия пиальной локализации, голубой стрел-
кой показана умеренно маркированная клетка, МПк – межпучковая клетка; (в) – в ядре лицевого нерва (ЯVII оконтурено
черным прямоугольником), голубыми прямоугольниками оконтурены перивентрикулярные конститутивные нейрогенные
ниши, красным пунктиром оконтурены скопления умеренно маркированных клеток латеральной ретикулярной формации,
мпп – медиальный продольный пучок; (г) – в октаволатеральном ядре (ЯОЛ, оконтурено пунктиром), ретикулоспинальные
клетки (РСК, оконтурено черным овалом); (д) – в ядре блуждающего нерва (ЯХ, оконтурено овалом), маркированные клет-
ки в области area postrema оконтурены белым овалом, белыми стрелками – маркированные клетки субвентрикулярной зоны,
остальные обозначения как на (в); (е) – в области мозжечкового креста (МК), скопление умеренно маркированных клеток
в латеральной ретикулярной формации оконтурено овалом, в прямоугольнике – маркированные клетки вентромедиальной
ретикулярной формации. Иммунопероксидазное маркирование Pax6 в сочетании с окраской метиловым зеленым по Браше.
Масштабный отрезок: (а, б) – 100 мкм, (в–е) – 200 мкм.
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щих путей латеральной ретикулярной формации,
многие скопления были пронизаны волокнами
РГ (рис. 14б). В перивентрикулярной области, на
территории ядер IX–X нервов отмечалась повы-
шенная плотность распределения Рах6+ РГ, вдоль
волокон которой регистрировались многочислен-

ные мигрирующие Рах6– клетки (рис. 14б). У про-
света IV желудочка над слоем Рах6+ РГ были вы-
явлены мелкие округлые Рах6– недифференциро-
ванные клетки, а также элементы многорядного
Рах6– нейроэпителия (рис. 14б, 14в). В латераль-
ной части ствола были идентифицированы до-
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вольно крупные ПВЗ с высокой плотностью кле-
ток и максимальной активностью Рах6 (рис. 14г). В
субвентрикулярной зоне визуализировалось скоп-
ление клеток с умеренной либо низкой активно-
стью Рах6 (рис. 14г). Слабая интенсивность марки-
рования Рах6 была выявлена в М-клетке (рис. 14д).
Из прележащей перивентрикулрной области, со-
держащей интенсивно маркированные перивен-
трикулярные клетки и интенсивно маркированные
клетки субвентрикулярной области, мигрирующие
вдоль иммунопозитивных волокон РГ (рис. 14д). В
постравматический период было зарегистрировано
появление волокон и клеток РГ, расположенных в
субпиальной области ствола (рис. 14е). В ретикуло-
спинальных клетках (РСК) после травмы было вы-
явлено интенсивное маркирование Рах6 (табл. 2;
рис. 14ж). Среди крупных мультиполярных нейро-
нов ретикулярной формации мы наблюдали обшир-
ные скопления реактивных нейрогенных Рах6– ниш
паренхиматозной локализации (рис. 14ж). Клетки
ядра VI нерва маркировались Рах6 (рис. 14з), ин-
тенсивность их маркирования была выше, чем у
интактных животных (табл. 2). Вентральнее ядра
отводящего нерва были обнаружены крупные би-
полярные, средние и мелкие нейроны, окружен-
ные скоплениями недифференцированных Рах6–
клеток внутри ядра и в прилежащих областях
(табл. 2; рис. 14з). Интенсивное маркирование
Рах6 сохранялось также в крупных соматосенсор-
ных нейронах главного ядра тройничного нерва и
клетках ЛРФ (рис. 14и).

ОБСУЖДЕНИЕ
В результате проведенного исследования было

установлено, что экспрессия транскрипционных
факторов Pax2 и Pax6 в зрительном нерве и цен-
трах головного мозга взрослой форели имеет су-
щественные отличия в условиях интактности и
после механической травмы зрительного нерва.
Установленные отличия во всех случаях свиде-
тельствуют об усилении экспрессии данных тран-
скрипционных факторов в условиях травмы, что
свидетельствует об участии регуляторных генов
семейства PAХ в процесах репаративного нейро-
генеза.

Транскрипционный фактор Pax2
при повреждении зрительного нерва рыб

Pax2 принадлежит к семейству транскрипци-
онных факторов Pax2/5/8, для которых характер-
но наличие парного домена, ДНК-связывающих
доменов формирующих октапептид, взаимодей-
ствующий с другими пептидами и ингибиторного
домена (Parrilla et al., 2012). Во время эмбриональ-
ного развития Pax2 участвует в репарации сосуди-
стой оболочки, дифференцировке глиальных
предшественников и регулирует направление ро-

ста аксонов ганглиозных клеток сетчатки через
головку зрительного нерва и оптическую хиазму
(Soukkarieh, 2007). Pax2 обеспечивает астроци-
тарный фенотип клеток у взрослых позвоночных,
а также регулирует рост аксонов у различных видов
рыб (Stanke et al., 2010; Parrilla et al., 2012). У D. rerio
ген Pax2 представлен двумя изоформами: рax2a и
рax2b. Паттерн экспрессии гена Pax2a в значитель-
ной степени сходен с экспрессией гена рax2 мле-
копитающих.

Ген рax2b участвует в развитии зрительного
нерва, однако его экспрессия отсрочена во време-
ни по сравнению с рax2a (Pfeffer et al., 1998). Экс-
прессия Pax2 в астроцитах зрительного нерва ра-
нее была обнаружена у данио (Macdonald et al.,
1997) и у золотой рыбки C. auratus (Parrilla et al.,
2009). Согласно оценке Макдональда и его коллег
(Macdonald et al., 1997) в зрительном нерве данио
25% Pax2+ клеток соответствуют ретикулярным
астроцитам. Результаты исследований Парилла и
ее коллег показали, что содержание Pax2+ астро-
цитов в зрительном нерве золотой рыбки суще-
ственно ниже, чем у данио, но при этом у C. aura-
tus выявлено градиентное распределение Pax2+
клеток (Parrilla et al., 2009).

Результаты вестернблоттинга показывают, что
в поврежденном нерве форели уровень экспрес-
сии Pax2 значительно выше, чем в контралате-
ральном нерве. Ранее результаты иммуноблот-
тинга показали, что у данио уровень экспрессии
Pax2 значительно превышает таковой золотой
рыбки (Parrilla et al., 2009).

Исследование распределения Pax2+ клеток бы-
ло проведено в нейроанатомических зонах зри-
тельного нерва форели, в которых ранее было по-
казано наличие Pax2+ клеток у других видов рыб
(Macdonald et al., 1997; Parrilla et al., 2009). Такой
подход позволил нам сопоставить результаты, по-
лученные на форели с уже известными данными о
локализации Pax2+ клеток у других видов рыб.

Согласно результатам исследования локализа-
ции Pax2 в зрительном нерве форели, иммуно-
маркирование выявлено как в ядрах глиальных
клеток, так и в гетерогенной популяции астроци-
тов, которые были отнесены нами к трем размер-
ным группам (табл. 1). В частности, среди иммуно-
позитивных клеток в соответствии с классифика-
цией Парилла (Parrilla et al., 2009) были выявлены
мелкие круглые клетки, представляющие астроб-
ласты, овальные клетки различной степени удли-
ненности, соответствующие астроцитам, а также
узкие биполярные клетки средних и крупных раз-
меров, соответствующие мигрирующей популя-
ции астроцитов. На стороне повреждения, в со-
ставе ОН преобладали более крупные Pax2+ аст-
роциты, что дополнительно свидетельствует в
пользу морфологической гетерогенности Pax2+
клеток, участвующих в репаративном ответе. При
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Рис. 14. Pax6 в стволе мозга форели Oncorhynchus mykiss через 1 нед. после повреждения зрительного нерва. (а) – реак-
тивные нейрогенные ниши в стволе мозга, черным пунктиром оконтурен вентрокаудальный реактивный кластер, рас-
положенный в основании тектума, красным овалом – субпиальный реактивный кластер, в черных овалах – реактив-
ные кластеры паренхиматозной локализации, черная треугольная стрелка указывает на гетерогенные скопления кле-
ток в составе нейрогенних ниш; (б) – реактивные нейрогенные ниши в перивентрикулярной и субвентрикулярной
областях, белыми стрелками показаны Pax6– клетки, черными – Pax6+ клетки, в белом овале – субвентрикулярный
реактивный кластер, в черном – паренхиматозный реактивный кластер; (в) – в ядре лицевого нерва (ЯVII –оконтуре-
но прямоугольником); (г) – перивентрикулярная реактивная нейрогенная зона (оконтурена овалом) в латеральной
части ствола; (д) – в области М-клетки, субвентрикулярный реактивный нейрогенный кластер оконтурен пунктиром,
более крупная реактивная нейрогенная зона ограничена однородным овалом; (е) – Pax6+ клетки и волокна радиаль-
ной глии (черные стрелки) в субпиальной области ствола; (ж) – реактивные паренхиматозные кластеры Pax6– клеток
(красные стрелки) в области ретикуло-спинальных клеток (РСК, черные стрелки); (з) – Pax6+ нейроны отводящего
нерва (ЯVI в черном прямоугольнике), Pax6+ радиальная глия субпиальной локализации (черные стрелки), паренхи-
матозные нейрогенные кластеры (красные стрелки); (и) – Pax6+ нейроны главного ядра тройничного нерва (ЯV) и ла-
теральной ретикулярной формации (в красном квадрате), окруженные многочисленными Pax6– реактивными парен-
химатозными клетками. Иммунопероксидазное маркирование Pax6 в сочетании с окраской метиловым зеленым по
Браше. Масштабный отрезок: (а) – 200 мкм, (б–и) – 100 мкм.
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повреждении в зрительном нерве форели также
были выявлены Pax2– клетки, что соответствует
данным, полученным ранее на C. auratus (Parrilla
et al., 2009, 2012). Таким образом, после механи-
ческой травмы в зрительном нерве форели Pax2
выявляется в гетерогенной популяции астроци-
тарных клеток, соответствующей различным ста-
диям развития глиальных клеток, включающий
спектр переходных форм от недифференциро-
ванных до зрелых и мигрирующих астроцитов.

В ходе сравнительного анализа распределения
Pax2+ клеток в поврежденном и неповрежденном
зрительных нервах форели были установлены от-
личия в паттернах распределения иммунопози-
тивных клеток для различных нейроанатомиче-
ских зон зрительного нерва. В головке и прокси-
мальной части поврежденного зрительного нерва
плотность распределения Pax2+ клеток превы-
шала в 10–13 раз таковую на контралатеральной
стороне (рис. 2а). Здесь же была выявлена макси-
мальная плотность распределения овальных и
удлиненных средних и крупных Pax2+ астроци-
тов. Наши результаты соответствуют данным для
других видов рыб, в частности золотой рыбки, для
которой было установлено, что после механиче-
ского повреждения в зоне между сетчаткой и ГОН
были выявлены реактивные астробласты, участ-
вующие в репаративном ответе (Parrilla et al.,
2012). В исследованиях на золотой рыбке было
показано, что особенности репаративного ответа
связаны со способом повреждения зрительного
нерва. В частности, при раздавливании ОН у зо-
лотой рыбки наблюдался более быстрый и более
мощный астроцитарный ответ, чем при криопо-
вреждении (Parrilla et al., 2012, 2013).

Соотношение Pax2+/Pax2– клеток в головке
поврежденного зрительного нерва форели со-
ставляло 2 : 1 (рис. 2б). Сходное соотношение
клеток было выявлено в проксимальной части
ОН (рис. 2б). В ИОС и дистальной зоне поврежден-
ного ОН плотность распределения Pax2+ клеток
была значительно ниже, в ней преобладали Pax2–
клетки. В поврежденном нерве обнаружены об-
ласти повышенной плотности распределения
Pax2– астробластов, содержащие также скопле-
ния Pax2+ клеток. Такие очаги мы идентифици-
ровали как зоны, содержащие реактивные аст-
робласты – потенциальные центры регенерации
поврежденных зрительных волокон в ОН форели.

Ранее нами было установлено, что при повре-
ждении зрительного нерва взрослой форели, при
маркировании PCNA в клетках зрительного нер-
ва форели идентифицируются 4 типа клеток (Пу-
щина и др., 2016). Морфологические параметры и
особенности локализации PCNA+ и Pax2+ кле-
ток позволяют предполагать, что часть популя-
ции Pax2+ астробластов может одновременно
быть и PCNA-позитивной. В исследованиях на зо-

лотой рыбке установлено наличие двух астроцитар-
ных фенотипов: Pax2+/PCNA+ и Pax2+/PCNA–
(Parrilla et al., 2013). Мы полагаем, что в результате
травматического повреждения в ОН форели
Pax2+ клетки могут представлять гетерогенные по-
пуляции, соответствующие пролиферирующим ре-
активным Pax2+ астробластам и Pax2+/PCNA–
астроцитам. Наличие большого количества Pax2+
клеток в проксимальной части поврежденного ОН
форели может объясняться миграцией иммунопо-
зитивных астроцитов вдоль поврежденных воло-
кон. В исследованиях на золотой рыбке количество
Pax2+/PCNA+ клеток через 7–90 сут после по-
вреждения значительно превышало таковое в
контроле (Parrilla et al., 2013). Характер распро-
странения подобных клеток среди аксонов ган-
глиозных клеток сетчатки, а также ограниченное
распространение их в объеме между сетчаткой и
ГОН, свидетельствует, что Pax2+ астроциты в
ГОН представляют популяцию реактивных аст-
роцитов, участвующих в репаративном ответе.
Результаты исследований на C. auratus показали,
что Pax2+ астроциты, расположенные в головке
зрительного нерва и интраорбитальном сегменте
имеют морфологические отличия (Parrilla et al.,
2009), что вероятно свидетельствует о различных
источниках происхождения таких клеток в эм-
бриогенезе (Morcillo et al., 2006). Исследование
популяции Pax2+ астроцитов при регенерации
зрительного нерва C. auratus (Lillo et al., 2002; Par-
rilla et al., 2012) и Tinca tinca (Jimeno et al., 1999) по-
казало, что эти клетки не идентичны S100+ аст-
роцитам и представляют, очевидно, разные по-
пуляции.

Значительное увеличение Pax2+ клеток на сто-
роне поврежденного ОН форели, очевидно, свиде-
тельствует о начальных стадиях регенерации аксо-
нов ганглиозных клеток. Согласно общепринятой
гипотезе подобная локализация Pax2+ астроцитов
среди волокон ганглиозных клеток сетчатки связа-
на с пространственной реорганизацией и упаков-
кой регенерирующих аксонов (Garcıá, Koke,
2009). Данное предположение подтверждается
результатами исследований на золотой рыбке, у
которой был обнаружен увеличенный уровень
экспрессии pax2a через 7 дней после поврежде-
ния сетчатки (Parrilla et al., 2013). Однако, мы не
склонны считать, что появление подобной реак-
ции у форели представляет классический астро-
цитарный ответ, сходный с реакцией астроцитов
в зрительном нерве млекопитающих (Garcıá,
Koke, 2009). В исследованиях на золотой рыбке
было установлено, что уровень экспрессии pax2a
через 2 месяца после повреждения снижается, то-
гда как количество Pax2+ астроцитов повторно
увеличивается (Parrilla et al., 2013). Появление по-
вторно повышения количества Pax2+ астроцитов
связано с ремиэлианизацией аксонов ГКС, про-
ецирующихся в тектум (Matsukawa et al., 2004).
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Известно, что при развитии зрительной систе-
мы Pax2 обеспечивает выживание экспрессирую-
щих его клеток (Soukkarieh, 2007), определяет
астроцитарный фенотип макроглии (Stanke et al.,
2010) и исключает дифференцировку глиоцитов в
пигментные клетки (Macdonald et al., 1997). Мы
полагаем, что данные функции Pax2 необходимы
для поддержания высокого уровня пролифера-
тивной активности в течение регенеративного
периода. Большинство Pax2-негативных клеток в
ОН форели могут предствлять популяции микро-
глии и/или макрофагов, присутствие которых ра-
нее было установлено при регенерации зритель-
ного нерва линя (Jimeno et al., 1999).

Транскрипционный фактор Pax6
в мозге форели после травмы глаза

При механическом повреждении ОН, анализ
ИГХ локализации Pax6 проводили в центрах моз-
га, для которых у рыб ранее было установлено на-
личие прямых связей с сетчаткой – промежуточ-
ном мозге и зрительном тектуме (Nortcutt, 2008).
В этих областях мы предполагали возникновение
максимально быстрой и ярко выраженной реак-
ции активации конститутивных и появление ре-
активных нейрогенных ниш в ответ на поврежде-
ние зрительного нерва. Согласно исследованиям,
проведенным в различных областях мозга рыб, в
частности, теленцефалоне, сетчатке, среднем
мозге, мозжечке и спинном мозге показано нали-
чие в этих регионах мозга клеток-предшествен-
ников, обладающих свойствами нейральных
стволовых клеток (Than-Trong, Bally-Cuif, 2015).
Ранее у рыб в этих центрах было установлено на-
личие РГ (Menuet et al., 2005; Ito et al., 2010), явля-
ющейся основным источником долговременных
конститутивно активных и/или активируемых
предшественников, характеризующихся высокой
гетерогенностью, в том числе нейроэпителиаль-
ных предшественников. В качестве центра, не
имеющего прямых ретинальных входов в мозге
рыб мы исследовали конечный мозг форели. Про-
долговатый мозг мы рассматривали как макси-
мально удаленную область от зоны повреждения, в
частности были исследованы перивентрикуляр-
ная область, зоны медиальной и латеральной ре-
тикулярной формации, ядра черепно-мозговых
нервов и пиальная области.

Промежуточный мозг. Наличие иммуногенно-
сти к фактору Pax6 в перивентрикулярном диен-
цефалоне рыб было показано для данио (Rink,
Wullimann, 2000; Wullimann, Muller, 2004) и моло-
ди симы (Pushchina et al., 2012). В ядрах диенце-
фалона Pax6-иммунопозитивность в контроле
была выявлена в преоптической области и пери-
вентрикулярных ядрах таламуса, однако количе-
ство маркированных клеток в норме было невы-
соким (рис. 8а, 8б). У форели с поврежденным

зрительным нервом в области перивентрикуляр-
ных диенцефалических ядер наблюдались суще-
ственные структурные перестройки, появление
иммуномаркированной радиальной глии, и акти-
вация конститутивних нейроэпителиальных ней-
рогенних ниш в области Р2 и Р3 нейромеров. На-
личие конститутивной радиальной глии в диен-
цефалоне взрослого данио было установлено в
преоптической области, эпиталамусе, дорсальном
и вентральном таламусе, заднем бугорке, в дор-
сальной, вентральной и каудальной областях гипо-
таламуса, ядрах синенцефалона и претектума
(Than-Trong, Bally-Cuif, 2015). РГ в этих областях
диенцефалона данио экспрессирует различные
маркеры РГ, такие как GFAP, BLBP или AroB
(Menuet et al., 2005). Наличие конститутивной ра-
диальной глии в диенцефалоне различных воз-
растных групп молоди симы и взрослых живот-
ных было установлено в наших предыдущих ис-
следованиях (Пущина и др., 2012; Pushchina et al.,
2013). После травматического повреждения ОН в
перивентрикулярных ядрах диенцефалона форе-
ли было выявлено значительное увеличение чис-
ла Рах6+ клеток на территории матричных зон
промежуточного мозга и в прилежащих к ним
субвентрикулярных областях. В крупноклеточ-
ном преоптическом ядре, дорсальном и вентраль-
ном таламусе после травмы обнаружено появле-
ние Рах6+ клеток с фенотипом радиальной глии.
На территории конститутивных нейрогенных
ниш, прилежащих к Р2 и Р3 нейромерам после
травмы было выявлено появление Рах6– нейро-
эпителия в области матричных зон дорсального и
вентрального таламуса, заднетуберальной обла-
сти. В этих же областях были обнаружены интен-
сивно маркированные Рах6 локальные нейроген-
ные зоны, отсутствующие у контрольных живот-
ных. Такие области, окружающие отогнутый
пучок Мейнерта, в заднетуберальной зоне, вен-
тральном таламусе мы относили к реактивным
нейрогенным нишам, возникшим в ответ на по-
вреждение ОН. В глубоких областях диенцефало-
на были идентифицированы скопления Рах6–
недифференцированных клеток, отсутствующие
у контрольных животных, которые мы также от-
носим к реактивным нейрогенным нишам парен-
химатозной локализации. Такие скопления кле-
ток были выявлены в вентральном таламусе, пре-
тектальной и прегломерулярной областях.

Таким образом, после повреждения ОН в про-
межуточном мозге форели было установлено:
1) возникновение реактивных Рах6+ и Рах6–
нейрогенных ниш перивентрикулярной и парен-
химатозной локализации; 2) появление Рах6+ РГ
на территории ПОк дорсального и вентрального
таламуса; 3) увеличение интенсивно Рах6+ мар-
кированных клеток в крупно- и мелкоклеточных
преоптических ядрах, дорсальном и вентральном
таламусе (p < 0.05); 4) увеличение умеренно Рах6+
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клеток в ПО и дорсальном таламусе (p < 0.05);
5) увеличение Рах6– клеток в ПОк, дорсальном и
вентральном таламусе (p < 0.05). Полученные ре-
зультаты свидетельствуют об интенсификации
процессов репаративного нейрогенеза в диенце-
фалоне, где в качестве регулятора может высту-
пать транскрипционный фактор Pax6. Данные
вестернблоттинга в условиях интактности пока-
зывают незначительный уровень экспрессии
фактора Pax6 у контрольных животных и значи-
тельное повышение уровня синтеза Pax6 при
травматическом повреждении зрительного нерва.
Биохимические данные находятся в соответствии
с данными ИГХ маркирования на препаратах
мозга и позволяют диагностировать значительное
повышение уровня белкового продукта Pax6 по-
сле травматического повреждения ОН форели.

Оптический тектум. Крыша среднего мозга яв-
ляется крупнейшим областью мозга рыб, прини-
мающей направленные ретинальные входы (Wul-
limann, 1998). У контрольных животных Pax6-им-
мунопозитивность была обнаружена в клетках
различных слоев зрительного тектума. Интенсив-
ность иммуномаркирования Pax6 в нейронах раз-
личных морфологических типов была двух типов –
высокой и умеренной. У контрольных животных
определялось небольшое количество интенсивно
иммуномаркированных клеток РГ в маргинальном
слое, однако после повреждения ОН количество
клеток РГ многократно возрастало в дорсальной,
медиальной и латеральной зонах тектума, достигая
максимальных показателей в латеро-каудальной
зоне тектума (рис. 12а). Клетки, имеющие морфо-
логию радиальной глии, являлись преобладающим
типом интенсивно маркированных Pax6 клеток
после повреждения ОН. У контрольных живот-
ных мы также находили небольшое количество
подобных клеток в МС, а также отдельные интен-
сивно маркированные дифференцированные
клетки с цитоплазматической локализацией мар-
кированного продукта Pax6 на территории глубо-
ких слоев тектума: ЦСС, ЦСБС и ЦБС. Подобное
маркирование Pax6 в проекционных нейронах
встречается также и в других отделах мозга форе-
ли, однако после травмы ОН мы не выявили мар-
кирование Pax6 в дифференцированных клетках
тектума. Интенсивное иммуномаркирование Pax6
после повреждения ОН было выявлено в отдель-
ных недифференцированных клетках, располо-
женных в глубоких слоях тектума. Достоверное
увеличение Pax6+ радиальной глии наблюдалось
в МС, содержащим как тела клеток РГ, так и их
отростки, прослеживаемые на значительном рас-
стоянии вглубь тектума. В МС и ЦСБС тектума
после травмы ОН мы выявили достоверное уве-
личение Pax6– недифференцированных клеток в
составе реактивных нейрогенных ниш. Поверх-
ностные нейрогенные Pax6– ниши были найде-
ны в МС, Pax6-негативные ниши паренхиматоз-

ной локализации были выявлены в ЦСБС. В
ЦСС, ЦСБС и ПВС после травмы было найдено
достоверное увеличение количества умеренно и
слабо маркированных Pax6 недифференцирован-
ных клеток, мигрирующих вдоль волокон РГ. В
целом, характер иммуномаркирования Pax6 по-
сле травмы ОН свидетельствует о значительных
изменениях его экспрессии в тектуме, в частно-
сти, локализации в клетках РГ, недифференциро-
ванных клетках глубоких слоев, на этом основа-
нии мы предполагаем, что тектум является одной
из главных зон мозга, участвующих в репаратив-
ном ответе при травме ОН.

Данные вестернблоттинга иммуномаркирова-
ния Pax6 в тектуме свидетельствуют о значитель-
ном уровне экспрессии данного фактора в усло-
виях интактности и незначительном повышении
количества Pax6 после травмы. Согласно данным
ИГХ маркирования на срезах мозга после травмы
ОН маркирование Pax6 не выявляется в крупных
нейронах, как это было характерно для интакт-
ных животных. Мы полагаем, что после травма-
тического повреждения ОН происходит перерас-
пределение экспрессии Pax6 из крупных клеток в
клетки, имеющие фенотип РГ, вследствие чего
наблюдается повышение уровня белкового про-
дукта в тектуме.

Теленцефалон. Согласно данным Вуллимана
прямых ретинальных связей с конечным мозгом у
рыб не обнаружено (Wullimann, 1998). Однако,
принимая во внимание сведения об участии пал-
лиальной пролиферативной зоны в репаратив-
ном нейрогенезе у данио (Than-Trong, Bally-Cuif,
2015), мы исследовали особенности иммунолока-
лизации Pax6 в конечном мозге форели в услови-
ях интактности и после травматического повре-
ждения ОН. Исследование локализации фактора
Pax6 у контрольных животных показало наличие
двух уровней маркирования Pax6 – интенсивного
и умеренного, причем количество умеренно мар-
кированных клеток в дорсальной Дд и латераль-
ной Дл зонах значительно превышает число ин-
тенсивно маркированных клеток. Мы полагаем,
что снижение количества интенсивно маркиро-
ванных клеток в перивентрикулярной области
форели связано со снижением интенсивности
конститутивного нейрогенеза. После поврежде-
ния ОН интенсивное маркирование Pax6 было
выявлено в реактивных нейрогенных нишах, рас-
положенных в составе пролиферативной зоны
дорсальной области (Дд). В этой области конеч-
ного мозга форели мы не выявили Pax6+ РГ, од-
нако иммуномаркирование перивентрикулярных
клеток паллиальной зоны указывает на значи-
тельное увеличение продукции Pax6+ клеток в
составе нейроэпителиальных нейрогенных ниш,
имеющих поверхностную локализацию. В нейро-
эпителиальных клетках была обнаружена в ос-
новном ядерная иммунолокализация Pax6. В Дл
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зоне после повреждения ОН были выявлены ре-
активные Pax6+ нейрогенные ниши перивентри-
кулярной и субвентрикулярной локализации, а
также волокна РГ, вдоль которых осуществлялась
миграция Pax6+ и Pax6– клеток. Подобные пат-
терны локализации Pax6+ реактивных нейроген-
ных ниш были также выявлены в латеральной,
вентральной и дорсальной зонах вентральной об-
ласти. Плотность распределения РГ и направле-
ния миграции клеток в дорсальной и вентральной
областях теленцефалона отличались, однако в це-
лом, можно резюмировать следующее. При повре-
ждении ОН в конечном мозге форели наблюдался
выраженный репаративный ответ, связанный с ак-
тивацией конститутивных нейроэпителиальных
нейрогенных ниш и появлением реактивных ней-
рогенных ниш, продуцирующих Pax6+ клетки
недифференцированного фенотипа и Pax6+ РГ.

Данные иммуноблоттинга свидетельствуют,
что количество белкового продукта Pax6 у живот-
ных после повреждения ОН значительно повы-
шается с уровнем экспрессии контрольных жи-
вотных. Эти данные соответствуют результатам
ИГХ маркирования Pax6 на срезах мозга и могут
объясняться возникновением реактивных и акти-
вацией конститутивных нейрогенных эпители-
альных ниш в ответ на травматическое поврежде-
ние ОН. Таким образом, пролиферативные зоны
конечного мозга форели по данным настоящего
исследования вносят значительный вклад в репа-
ративный нейрогенез в ответ на повреждение ОН.

У данио клетки с характеристиками РГ распо-
ложены вдоль перивентрикулярной зоны паллиу-
ма (Adolf et al., 2006). Тела клеток РГ формируют
монослой, контактирующий с церебро-спиналь-
ной жидкостью, а длинные радиальные отростки
клеток распространяются вглубь паллиальной
паренхимы, вплоть до пиальной поверхности
мозга, контактируя с крупными кровеносными
сосудами. У данио клетки РГ характеризуются от-
личающейся морфологией в разных областях пал-
лиума; в частности, у клеток РГ отличаются разме-
ры и форма тел, а также длина и степень разветв-
ленности радиального отростка (März et al., 2010).
Экспрессия маркеров РГ в паллиуме данио: не-
стина, GFAP, BLBP, ароматазы B, S100b, вимен-
тина, глутамин синтатезы характеризуется опре-
деленной гетерогенностью (März et al., 2010; Ber-
beroglu et al., 2014), требующей более полной и
разносторонней характеристики, для понимания
ее функциональной значимости.

При исследованиях травматического повре-
ждения теленцефалона взрослого данио типич-
ные звездчатые паренхиматозные астроциты не
выявляются (Ganz et al., 2010; März и др., 2010). В
наших исследованиях на интактной форели, а
также после травматического повреждения ОН
звездчатые астроциты также не были идентифи-

цированы. Однако после травматического повре-
ждения ОН в тектуме, промежуточном мозге и те-
ленцефалоне регистрируется наличие типичной
радиальной глии, что является характерным при-
знаком реактивного глиоза, характерного для
мозга млекопитающих. В мозге взрослых млеко-
питающих реактивные астроциты являются не-
нейрогенными клетками, тем не менее, они спо-
собны формировать мультипотентные нейросферы
и нейроны in vitro, что свидетельствует об ограничи-
тельном влиянии на них межклеточного окружения
in vivo (Seidenfaden et al., 2006; Robel et al., 2011).
Принимая во внимание результаты исследований
на данио (Kroehne et al., 2011), мы полагаем, что
реактивная Pax6+ РГ после травматического по-
вреждения в мозге форели обладает свойствами
эндогенных нейрогенных предшественников,
продуцирующих нейробласты, которые способ-
ны мигрировать как в конститутивные, перивен-
трикулярные нейрогенные ниши, а также глубо-
ко в паренхиму мозга, что обычно не наблюдается
в интактном мозге.

Продолговатый мозг. У контрольных животных
ИГХ маркирование Pax6 было выявлено в пер-
вентрикулярной области, а также в ядрах череп-
но-мозговых нервов и проекционных нейронах
ретикулярной формации. Эти области у кон-
трольных животных характеризовались высокой
интенсивностью маркирования белкового про-
дукта транскрипционного фактора Pax6. После
повреждения ОН в продолговатом мозге наблю-
далось возникновение Pax6– реактивных нейро-
генных ниш паренхиматозной, пиальной и суб-
пиальной локализации, отсутствующих в услови-
ях интактности. Была обнаружена реактивация
конститутивных нейрогенных ниш перивентри-
кулярной локализации, включающих Pax6– и
Pax6+ клетки. После травмы ОН были выявлены
реактивные пиальные нейрогенные ниши во
внешних слоях продолговатого мозга, соответ-
ствующих вторичным пролиферативным зонам,
содержащие как Pax6–, так и Pax6+ клетки. В та-
ких реактивных нейрогенных нишах интенсив-
ность маркирования Pax6 была очень высокой.
Наряду с нейрогенными нишами выявлены от-
дельные интенсивно маркированные Pax6 нейро-
ны и волокна РГ во внешних областях продолго-
ватого мозга, прилежащих к мозговым оболоч-
кам. Подобная локализация Pax6+ клеток и РГ в
зонах взрослого нейрогенеза не характерна для
интактных животных и также рассматривалась
нами, как реакция на повреждения ОН. Другой
характерной особенностью репаративного ответа
продолговатого мозга на повреждение ОН стало
формирование многочисленных реактивных
Pax6– нейрогенных ниш паренхиматозной лока-
лизации, отсутствующих в условиях интактности.
На фоне выраженного репаративного ответа, в
продолговатом мозге форели наблюдалось неко-
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торое снижение интенсивности маркирования
Pax6 в крупных проекционных клетках ретику-
лярной формации и ядрах черепно-мозговых
нервов по сравнению с контрольными животны-
ми. Таким образом, в результате повреждения ОН
в продолговатом мозге форели было выявлено по-
явление многочисленных реактивных нейроген-
ных ниш во вторичных пролиферативных зонах и
паренхиме и активация конститутивных нейроген-
ных ниш в перивентрикулярной области.

Данные вестернблоттинга свидетельствуют о
снижении количества Pax6 в мозге форели после
повреждения ОН. Это соответствует данным ИГХ
маркирования Pax6 на срезах мозга, поскольку,
после травмы ОН мы наблюдали появление боль-
шого количества Pax6– реактивных нейрогенных
ниш и снижение интенсивности маркирования
Pax6 в проекционных нейронах ретикулярной
формации и/или ядрах черепно-мозговых нер-
вов. Полученные результаты позволяют предпо-
лагать, что в результате травмы ОН в удаленной
от области травмы зоне мозга возникает выра-
женный репаративный ответ, проявляющийся в
появлении реактивных нейрогенных ниш раз-
личной локализации, большинство из которых
содержат Pax6– клетки недиференцированного
фенотипа.

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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The distribution of the Pax2+ transcription factor in the optic nerve after a mechanical eye injury on the side
of damage and in the contralateral nerve has been studied in the trout Oncorhynchus mykiss. It has been found
that injury of the optic nerve in this fish species causes Pax2+ reactive astrocytes involved in the initial stages
of optic nerve axon regeneration to increase in number, especially in the area of the head and the proximal
part of the optic nerve. As the optic nerve in trout is damaged, a significant growth of the heterogeneous pop-
ulation of Pax6+ cells occurs in the brain divisions that have direct retinal inputs, diencephalon, and optic
tectum. A part of the Pax6+ cells have an undifferentiated phenotype and are a component of reactive neu-
rogenic niches located in the periventricular zone and parenchymal regions of the brain. Another population
of Pax6+ cells has the radial glial phenotype and appears as a result of activation of the constitutive neuro-
genic domains also within the newly formed reactive neurogenic niches. Thus, due to the optic nerve injury,
a pronounced neurogenic response associated with the appearance of reactive neurogenic niches and radial
glia arises both in the brain divisions with direct retinal projections and in those lacking the retinal projections
as well as in remote regions. The results obtained indicate that the damage to the optic nerve causes an in-
creased reactive neurogenesis in the brain of adult trout.

Keywords: transcription factor, Pax2, Pax6, optic nerve, reparative neurogenesis, radial glia, constitutive and
reactive neurogenic niche
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