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Изучены локализация и распределение микроглиоцитов в эмбриональном спинном мозге (СМ)
крысы в период формирования предшественников двигательных нейронов. Для идентификации
клеток микроглии применяли антитела к белку Iba-1. Для исследования динамики развития клеток
эмбрионального СМ использовали следующие иммуногистохимические маркеры: виментин (мар-
кер клеток радиальной глии), даблкортин (маркер нейробластов) и синаптофизин (маркер синап-
тических везикул). Показано, что предшественники микроглии проникают в дорзальную часть
спинного мозга на 12 сут эмбрионального развития, а в области формирующихся мотонейронов об-
наруживаются на 14-е сутки. Установлено, что эмбриональные микроглиоциты находятся в тесных
взаимоотношениях с отростками радиальной глии и отростками нейробластов передних рогов. Ис-
следование динамики развития эмбрионального СМ крысы и сопоставление процессов его гисто-
генеза с локализацией и морфологическими изменениями эмбриональной микроглии указывает на
ее участие в синаптогенезе и в дифференцировке мотонейронов (нейроногенезе).
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ВВЕДЕНИЕ
Микроглиоциты являются автономной само-

обновляющейся популяцией фагоцитирующих
клеток ЦНС, осуществляющих непрерывный
контроль внеклеточной среды как при физиоло-
гических, так и при патологических состояниях.
Согласно современным представлениям, мик-
роглиоциты происходят из эритромиелоидных
клеток-предшественников желточного мешка,
проникающих в ЦНС на ранних этапах пренаталь-
ного развития и способных сохраняться в постна-
тальном периоде. После формирования гематоэн-
цефалического барьера, популяция микроглии
поддерживается путем пролиферации (Tseng et al.,
1982; Ginhoux et al., 2010; Коржевский и др., 2012).
Большинство исследований, посвященных про-
исхождению микроглиоцитов было выполнено на
мышах и рыбках данио. Значительно меньше ин-
формации о ранней колонизации клетками микро-
глии нервной системы крыс (Tseng et al., 1982; Wang
et al., 1996). Показано, что в физиологических усло-
виях микроглия присутствует в ЦНС в неактиви-

рованной (разветвленной) форме. Разветвленные
микроглиальные клетки способны реагировать
на возникающие изменения гомеостаза ЦНС,
вступая в процесс активации, что сопровождается
разнообразными морфофункциональными изме-
нениями. Известно, что микроглия зрелой ЦНС
осуществляет защиту от повреждающих агентов
путем фагоцитоза, презентации антигенов и сек-
реции про- и противовоспалительных цитоки-
нов; осуществляет реорганизацию нейронных це-
пей путем непосредственного взаимодействия с
синапсами, их элиминации и модулирования ак-
тивности нейронов; выполняет нейропротектор-
ную функцию, стимулирует рост аксонов, спо-
собствуют выживанию и дифференцировке пред-
шественников олигодендроцитов (Tremblay et al.,
2010; Tay et al., 2017; Li et al., 2020). В многочис-
ленных исследованиях изучается участие этих
клеток в патогенезе нейродегенеративных заболе-
ваний (рассеянный склероз, болезнь Альцгеймера
и др.), их реакция на инфекционные поражения
нервной системы и травмы головного и спинного
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мозга (Колос, Коржевский, 2020). Большое внима-
ние в научной литературе уделяется микрогли-
альным клеткам как регуляторам развития голов-
ного мозга в норме и при повреждающих воздей-
ствиях в пренатальном и раннем постнатальном
периодах (Pont-Lezica et al., 2011, 2014; Michell-
Robinson et al., 2015; Lenz, Nelson, 2018; Sufieva
et al., 2020). Развитие микроглии, как первого
представителя глиальных клеток в нервной труб-
ке, происходит в непосредственной близости от
дифференцирующихся нейронов, астроцитов и
олигодендроцитов. Астроциты и олигодендроци-
ты появляются в развивающемся спинном мозге
(СМ) на более поздних стадиях пренатального раз-
вития (Chaboub, Deneen, 2012; Tien et al., 2012; Chen
et al., 2017). Это свидетельствует о важной роли мик-
роглиоцитов при развитии нервной системы. До
сих пор остается много неизученных вопросов, ка-
сающихся участия микроглии в процессах гисто-
генеза СМ и в поддержании его гомеостаза.
Функции, выполняемые предшественниками
микроглиоцитов на разных этапах пренатально-
го развития, а также особенности заселения раз-
вивающегося СМ микроглиальными клетками
остаются неясными. Исследования, касающиеся
изучения микроглии в эмбриональном спинном
мозге млекопитающих, немногочисленны и вы-
полнены на эмбрионах мышей и птиц (Calderó
et al., 2009; Rigato et al., 2011).

Цель настоящего исследования состояла в изу-
чении распределения микроглиальных клеток в
спинном мозге крысы в период эмбрионального
и раннего постнатального развития.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В настоящем исследовании изучен формирую-

щийся СМ крыс, начиная с 11 сут эмбрионально-
го развития, то есть с момента закрытия нервной
трубки (Altman, Bayer, 2001), до рождения. Работа
выполнена на эмбрионах крыс Вистар 11–19 сут
развития (Е11–Е19, n = 30) и новорожденных
крысах (Р1, n = 3). Работа с животными проводилась
в соответствии с “Правилами проведения работ с
использованием экспериментальных живот-
ных” и с соблюдением Европейской конвенции
о защите позвоночных животных, используемых
для экспериментов или в иных научных целях
(1986 г.). Исследование одобрено этическим ко-
митетом ФГБНУ “ИЭМ” (протокол № 3/19 от
25 апреля 2019). У эмбрионов и новорожденных
крыс выделяли фрагменты СМ в области шейно-
го отдела на уровне 3–5 сегмента. Материал фик-
сировали в цинк-этанол-формальдегиде (Kor-
zhevskii et al., 2015) в течение суток, обезвоживали
в спиртах возрастающей концентрации и ксило-
ле, заливали в парафин. Изготавливали серийные
срезы толщиной 5 мкм. Для выявления клеток
микроглии применяли поликлональные козьи

антитела к кальций-связывающему белку Iba-1
(ionized calcium-binding adapter molecule 1) (разве-
дение 1 : 200, AbCam, Великобритания). Белок
Iba-1 является маркером микроглиоцитов нерв-
ной системы и других фагоцитирующих клеток и
позволяет идентифицировать эти клетки как во
взрослом организме (Колос, Коржевский, 2020;
Streit et al., 2014; Kongsui et al., 2014), так и в эм-
бриогенезе (Rigato et al., 2011; Ueno et al., 2013;
Marsters et al., 2020). Перед проведением иммуно-
гистохимической реакции на Iba-1 производили
тепловое демаскирование антигена. Блокировку
эндогенной пероксидазы и неспецифических
сайтов связывания антигена, а также выявление
связавшихся первичных антител проводили с ис-
пользованием реагентов из набора Anti-Goat
HRP-DAB Cell & Tissue Staining Kit (кат. № S008,
R&D Systems, США). Продукт иммуногистохи-
мической реакции выявляли с применением
3,3'-диаминобензидина (DАВ+, K3468, Agilent,
США). Часть препаратов окрашивали толуиди-
новым синим по Нисслю. Для маркирования
формирующихся синаптических контактов в вен-
тральной части СМ эмбрионов крыс и новорож-
денных животных проводили иммуногистохими-
ческое выявление синаптофизина – гликопротеи-
на мелких пресинаптических пузырьков нервных
клеток (Колос и др., 2015) с применением кроли-
чьих поликлональных первичных антител (MON-
RTU1195, Monosan, Нидерланды). В качестве
вторичных антител применяли реагенты из на-
бора Reveal Polyvalent HRP/DAB Detection Sys-
tem kit (SpringBioscience, США). Продукт имму-
ногистохимической реакции выявляли с приме-
нением 3,3'-диаминобензидина (DАВ+, K3468,
Agilent, США). Полученные препараты анализи-
ровали с использованием светового микроскопа
Leica DM750 (Германия), изображения получали
с применением фотокамеры ICC50 (Leica, Герма-
ния). Обработку изображений производили с по-
мощью программного обеспечения LAS EZ (Lei-
ca, Германия).

Для флуоресцентной микроскопии с целью
выявления Iba1-содержащих клеток в качестве
вторичных реагентов применяли биотинилиро-
ванные антитела против иммуноглобулинов козы
из набора R&D Systems (CTS008, R&D Systems,
США), а также конъюгат стрептавидина с флуо-
рохромом Cy2 (#016-220-084, Jackson ImmunoRe-
search, США). Для идентификации радиальной
глии в формирующемся СМ эмбрионов крыс
применяли моноклональные антитела к вимен-
тину (Клон V-9, M0725, Agilent, США) и вторич-
ные антитела, конъюгированные с тетраметилро-
даминизотиоцианатом (TRITC) (Agilent, США).
Нейриты дифференцирующихся нейронов пе-
редних рогов СМ эмбрионов крыс выявляли с по-
мощью поликлональных кроличьих антител к
даблкортину (DCX) (ab18723, Abcam, Великобри-
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тания, разведение 1 : 500) и вторичных антител,
конъюгированных с тетраметилродаминизотио-
цианатом (TRITC) (Agilent, США). Препараты
анализировали с применением конфокального ла-
зерного микроскопа LSM 800 (Zeiss, Германия).
Для возбуждения флуоресценции Cy2 применяли
лазер 488 нм, для TRITC – 561 нм. Анализ изобра-
жений проводили с использованием программы
ZEN 2012 (Zeiss, Германия).

С целью оценки специфичности взаимодей-
ствия антител с тканевыми антигенами и для вы-
явления возможного неспецифического окраши-
вания для каждой иммуногистохимической реак-
ции проводили отрицательный и положительный
контроль. Вместо первичных антител на срезы на-
носили разбавитель для антител (S0809) (Dako,
Дания). В качестве положительного контроля
были использованы микроглиоциты на срезах
СМ взрослых животных.

Для оценки изменений количества микро-
глиоцитов в изучаемой области производили под-
счет числа Iba-1-иммунопозитивных клеток, со-
держащих ядро в плоскости среза, на единицу
площади (1 мм2) базальной пластинки спинного
мозга эмбрионов и вентральной части СМ ново-
рожденных крыс.

Измерение площади изучаемой области осу-
ществляли с использованием программы ImageJ
(NIH, США). Данные гистограммы приведены
как среднее значение в группе со стандартной
ошибкой. Статистический анализ различий между
группами проводили с использованием непарамет-
рического критерия Краскела–Уоллиса (непара-
метрический дисперсионный анализ) с последую-
щим проведением попарных сравнений с помощью
критерия Манна–Уитни при p < 0.05.

Структурные особенности Iba-1-содержащих
клеток определяли с учетом их топографии в пре-

делах вентральной части (эпендимный, мантий-
ный и маргинальный слои базальной пластинки)
формирующегося спинного мозга крыс. На рис. 1
приведены схемы поперечных срезов СМ крыс на
разных сроках развития с указанием зон, назва-
ния которых используются авторами настоящего
исследования для обозначения локализации Iba-
1-иммунопозитивных клеток.

РЕЗУЛЬТАТЫ
На поперечных гистологических срезах эмбрио-

нального СМ отмечено несколько зон концентра-
ции Iba-1-иммунопозитивных клеток в разных его
частях. В настоящей работе основное внимание
уделяли вентральной части формирующегося СМ,
поскольку именно здесь закладываются основные
нейроны, обеспечивающие двигательные функции.

Установлено, что на Е11 в нервной трубке, ко-
торая представлена псевдомногослойным нейро-
эпителием, Iba-1-иммунопозитивные (Iba1+)
клетки отсутствуют. На следующие сутки разви-
тия (Е12) единичные иммунопозитивные клетки
начинают проникать в формирующийся спинной
мозг крысы, преимущественно в дорзальной части.

Начиная с Е13, в вентральной части развива-
ющегося СМ эмбрионов крыс можно идентифи-
цировать слой округлых нейробластов в зоне диф-
ференцирующихся клеток, дающих начало серому
веществу передних рогов СМ. Среди них присут-
ствуют единичные клетки, ориентированные ме-
диолатерально и имеющие отросток, направлен-
ный к наружной поверхности СМ, в последствии
формирующие передний корешок СМ. На этом
сроке нами не было отмечено присутствие Iba-1-
иммунопозитивных клеток среди нейробластов
развивающихся передних рогов. Крайне редко
были отмечены единичные Iba1+ клетки в эпен-
димной зоне.

Рис. 1. Схемы поперечных срезов шейного отдела СМ крыс на Е13–14, Е16–18 и Р1. I – алярная пластинка; II – ба-
зальная пластинка; 1 – формирующийся центральный канал; 2 – эпендимный слой; 3 – мантийный слой; 4 – марги-
нальный слой; 5 – донная пластинка; 6 – передняя белая спайка; 7 – передняя срединная щель; 8 – серое вещество
передних рогов СМ; 9 – белое вещество передних рогов СМ.
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На Е14 в СМ эмбрионов крыс идентифициру-
ются три концентрических слоя: эпендимный,
мантийный и маргинальный. Мантийный слой
базальной пластинки в вентро-латеральной части
представлен округлыми клетками, некоторые из
которых имеют длинные отростки, проходящие к
периферии развивающегося СМ и формирующие
презумптивные передние корешки СМ. Также в
этой зоне идентифицируются дорзо-вентрально
ориентированные комиссуральные вставочные
нейробласты. Iba1+ клетки в вентральной части
мантийного слоя немногочислены, чаще распола-
гаются на границе между мантийным и маргиналь-
ным слоями. Такие иммунопозитивные клетки
имеют веретеновидное или округлое тело с одним
или двумя отростками. Единичные амебоидные
клетки присутствуют в области формирующихся
мотонейронов.

На 15 сут в мантийном слое базальной пла-
стинки идентифицируются дорзо-вентрально
ориентированные комиссуральные нейробласты,
кластеры молодых мотонейронов и окружающие
их вставочные нейробласты. Клетки донной пла-
стинки имеют отростки, которые достигают ба-
зальной мембраны СМ и в последствии формиру-
ют вентральную срединную щель. В мантийном
слое базальной пластинки на Е15 выявлены круп-
ные амебоидные Iba1+ клетки нередко образую-
щие группы (рис. 2а; рис. 5б). Кроме того, на этом
сроке также были отмечены амебоидные имму-
нопозитивные клетки в области, прилежащей к
формирующейся передней белой спайке: неболь-
шие скопления Iba1+ клеток локализуются меж-

ду донной пластинкой и мантийной зоной ба-
зальной пластинки. Отдельные амебоидные Iba-1+
клетки этой зоны ориентированы горизонтально,
они повторяют направление аксонов, формирую-
щих переднюю белую спайку. Среди отростков
клеток донной пластинки, образующих срединную
борозду СМ, иммунопозитивных клеток не обна-
ружено. В маргинальном слое базальной пластин-
ки идентифицируются иммунопозитивные клетки
веретеновидной и амебиодной формы без отрост-
ков. Такие клетки часто ориентированы вдоль во-
локон маргинального слоя.

Отдельные Iba-1-иммунопозитивные клетки
прилежат к Vim-содержащим отросткам радиаль-
ной глии. Также выявлены единичные амебоид-
ные клетки, ориентированные медиолатерально
на границе маргинальной и мантийной зоны ба-
зальной пластинки, перпендикулярно по отноше-
нию к виментин-содержащим отросткам (рис. 2б).

В вентральной части спинного мозга эмбрионов
крыс Е16–17 определяются области формирования
интернейронов и изолированные формирующиеся
двигательные ядра. На Е16–17 в мантийной зоне
базальной пластинки (формирующееся серое ве-
щество передних рогов СМ) амебоидные иммуно-
позитивные клетки преобладают в области форми-
рующихся двигательных ядер СМ. Однако отдель-
ные Iba1+ клетки с амебоидной морфологией
присутствуют и среди развивающихся интернейро-
нов. На этом сроке также были выявлены единич-
ные амебоидные иммунопозитивные клетки в об-
ласти формирующейся передней белой спайки.

Рис. 2. Iba-1-иммунопозитивные клетки формирующегося спинного мозга эмбриона крысы на 15 сутки развития.
Стрелка – апоптозное тельце. Иммуногистохимическая реакция на белок Iba-1, докраска толуидиновым синим (а);
иммунофлуоресцентная реакция на белок Iba-1 (Cy2 – зеленое окрашивание) и виментин (TRITC – красное окраши-
вание); конфокальная лазерная микроскопия (б). Масштаб 20 мкм (а), 50 мкм (б).

(а) (б)
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Также в этот период развития в маргинальном
слое базальной пластинки идентифицированы
Iba1-содержащие амебоидные клетки, находящи-
еся в непосредственной близости к DCX-имму-
нопозитивным волокнам и, вероятно, взаимо-
действующие с ними (рис. 3а), а также Iba-1-им-
мунопозитивные клетки веретеновидной формы,
ориентированные вдоль Vim-иммунопозитивных
отростков радиальной глии (рис. 3б). Отдельные
Iba-1+ клетки окружают Vim-содержащие струк-
туры, расположенные непосредственно под обо-
лочками СМ – субпиальные ножки радиальной
глии.

Спинной мозг эмбрионов 18 сут развития име-
ет ряд отличий по сравнению с предыдущими
сроками. Редуцируется эпендимный слой, пре-
зумптивный центральный канал становится уже,
в мантийном слое можно видеть области форми-
рования дорзальных и вентральных рогов, рас-
ширился маргинальный слой, вентральная и дор-
зальная срединные борозды становятся более за-
метными.

На Е18 в формирующемся сером веществе пе-
редних рогов СМ иммунопозитивные клетки рас-
пределены достаточно равномерно как в области
формирующихся двигательных ядер, так и среди
молодых интернейронов. Отдельные Iba1-содер-
жащие клетки имеют округлое тело и несколько
тонких разветвленных отростков (рис. 4а). Одна-
ко большая часть Iba1-содержащих клеток имеет
неправильную форму с утолщенными маловетвя-
щимися отростками.

Иммунопозитивные клетки в области форми-
рующейся передней белой спайки на Е18 имеют
морфологические признаки рамифицированных
микроглиоцитов. Их тонкие длинные отростки
нередко ориентированы вдоль волокон, располо-
женных под донной пластинкой и формирующих
белую спайку и вдоль отростков клеток донной
пластинки, формирующих срединную борозду
(рис. 4б).

Через сутки (Е19) эпендимный слой СМ кры-
сы уменьшается, центральный канал сужается,
расширяется область формирующегося серого
вещества и белого вещества СМ, вентральная и
дорзальная борозды, которые делят белое веще-
ство углубляются. На Е19 в формирующемся се-
ром веществе передних рогов СМ гипертрофиро-
ванные (рис. 5г) и амебоидные микроглиоциты
выявлены преимущественно среди молодых ин-
тернейронов, редкие из них присутствуют в обла-
сти формирующихся двигательных ядер. В фор-
мирующемся белом веществе передних рогов СМ
также выявлены Iba1-иммунопозитивные клет-
ки. Это мелкие клетки неправильной формы или
веретеновидные клетки, ориентированные вдоль
волокон, проходящих через белое вещество.

Спинной мозг новорожденной крысы отлича-
ется от эмбрионального увеличенными размерами
белого и серого вещества. В первые сутки после
рождения (Р1) в спинном мозге крыс присутствует
большое количество Iba-содержащих клеток. В се-
ром веществе вентральных рогов СМ, иммунопо-
зитивные клетки распределены равномерно и име-

Рис. 3. Iba-1-иммунопозитивные клетки вблизи отростков молодых нейронов (а) и отростков радиальной глии (б) в
СМ крысы на 16 сут эмбрионального развития. Двойная иммуноцитохимическая реакция на белок Iba-1 (Cy2 – зеле-
ное окрашивание) и даблкортин (TRITC – красное окрашивание) (а); двойная иммуноцитохимическая реакция на бе-
лок Iba-1 (Cy2 – зеленое окрашивание) и виментин (TRITC – красное окрашивание) (б). Конфокальная лазерная
микроскопия. Масштаб 20 мкм.

(а) (б)
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ют неправильную форму с утолщенными маловет-
вящимися отростками (рис. 5е) или имеющие
толстые короткие отростки (гипертрофирован-
ные и кустистые микроглиоциты). Единичные
клетки имеют длинные тонкие разветвленные от-
ростки. Иммунопозитивные клетки передней бе-
лой спайки имеют округлые тела и ветвящиеся
отростки, ориентированные вдоль аксонов ко-
миссуральных нейронов или нервных волокон,
образующих срединную борозду. Однако микро-
глиоциты этой зоны по морфологическим при-
знакам отличаются от рамифицированной мик-
роглии взрослых животных, среди них преобла-
дают гипертрофированные клетки.

С применением метода иммуногистохимиче-
ского выявления синаптофизина было показано,
что начиная с 15 сут эмбрионального развития в
формирующихся передних рогах СМ крыс иден-
тифицируются иммунопозитивные отростки
нейробластов (рис. 5а). К 19 суткам развития им-
мунореактивность проявляют синаптоподобные
округлые структуры, расположенные на поверх-
ности нейробластов и их отростков (рис. 5в). В
передних рогах спинного мозга новорожденных
крыс реакция на синаптофизин позволила вы-
явить большое количество синаптических буто-
нов вокруг тел нейронов и их отростков (рис. 5д).

При проведении отрицательного контроля
для иммуногистохимических реакции для всех
используемых в исследовании антител на препа-
ратах окрашивания выявлено не было. При про-
ведении положительного контроля иммунореак-
тивность отмечена в микроглиоцитах СМ. Неспе-

цифицеского окрашивания и автофлуоресценции
не наблюдалось.

Количественный анализ показал, что с момен-
та входа первых микроглиоцитов в вентральную
часть СМ (Е14) до рождения плотность распреде-
ления клеток микроглии увеличивается более чем
в 5 раз (р < 0.05) (рис. 6). Установлено, что наи-
большее изменение количества клеток наблюда-
ется в ранний период эмбриогенеза – между Е14
и Е15. Число микроглиоцитов на единицу площа-
ди базальной пластинки СМ в этот период воз-
растает в три раза (р < 0.05) (рис. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ
В последние годы многочисленные исследова-

ния доказывают значимую роль клеток микро-
глии в развитии ЦНС (Ueno et al., 2013; Pont-Lezi-
ca et al., 2014; Reemst et al., 2016). Однако распре-
деление микроглиоцитов в развивающемся СМ и
их функциональное значение на разных этапах
эмбриогенеза не ясно до сих пор. Проведенное в
настоящей работе сопоставление процессов, про-
исходящих в развивающемся СМ, с распределе-
нием и локализацией микроглицитов позволило
предположить участие этих клеток, как первых
активно функционирующих глиоцитов, в прена-
тальном нейроно- и глиогенезе.

Показано, что в эмбриональном СМ микрогли-
альные клетки, не обладают длинными отростка-
ми, а имеют амебоидную, кустистую или гипертро-
фированную форму вплоть до позднего пренаталь-
ного и раннего постнатального периода. То есть,
по морфологичесским признакам эмбриональная

Рис. 4. Iba-1-иммунопозитивные клетки формирующегося серого вещества передних рогов спинного мозга крысы (а)
и зоны формирующейся передней белой спайки (б) на 18 сутки эмбрионального развития. Иммуногистохимическая
реакция на белок Iba-1. Масштаб 20 мкм.

(а) (б)
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Рис. 5. Синаптофизин-иммунопозитивные структуры и микроглиоциты в спинном мозге крыс на 15 сут (а, б), 19 сут
(в, г) эмбрионального развития и после рождения (д, е). Иммуногистохимические реакции на синаптофизин (а, в, д)
и белок Iba-1 (б, г, е). Масштаб 50 мкм (а, б); 20 мкм (в, г, д, е).

(а) (б)

(в) (г)

(д) (е)



ОНТОГЕНЕЗ  том 52  № 3  2021

ИЗМЕНЕНИЯ ПОПУЛЯЦИИ МИКРОГЛИОЦИТОВ 215

микроглия близка к активированному типу мик-
роглиоцитов взрослого спинного мозга (Колос,
Коржевский, 2020). Однако недавние исследова-
ния демонстрируют, что развивающаяся микро-
глия не вступает в классический процесс актива-
ции, в противоположность микроглии взрослых
животных, которая активируется в ответ на вос-
паление или нейродегенерацию. Эмбриональная
микроглия фенотипически значительно отлича-
ется от активированной микроглии взрослых жи-
вотных (Bennett et al., 2016). Также ряд исследо-
ваний демонстрирует более высокую скорость
миграции эмбриональных микроглиоцитов по
сравнению с активированными клетками взрос-
лой ЦНС (Stence et al., 2001; Swinnen et al., 2013).
Вероятно, форма клеток, лишенных длинных раз-
ветвленных отростков, позволяет поддерживать
высокую мобильность микроглиоцитов и обеспе-
чивать миграцию и колонизацию различных обла-
стей развивающегося СМ. Таким образом, эмбрио-
нальная микроглия обладает уникальными свой-
ствами, отличающими ее от “активированных” и
“покоящихся” микроглиоцитов ЦНС взрослых жи-
вотных.

Нами отмечено, что на поздних сроках эм-
бриогенеза и в раннем постнатальном периоде,
наряду с гипертрофированным, кустистым и аме-
биодными клетками микроглии, в передних рогах
СМ крыс появляются первые клетки с длинными
тонкими ветвящимися отростками (после Е18).
Можно предположить, что такие морфологиче-
ские изменения связаны с переходом клеток от
высокой мобильности к стационарному состоя-
нию с преобладанием контролирующих функций
с целью выявления отклонений гомеостаза, кон-
троля функционирования нейронных сетей и си-
наптического ремоделирования.

Настоящее исследование эмбриональной мик-
роглии на разных сроках формирования спинного
мозга показало, что ее локализация изменяется в
разные периоды развития. Динамика распределе-
ния микроглиальных клеток может быть связана с
гистогенетическими процессами, происходящими
в развивающемся СМ, такими как пролиферация,
программируемая клеточная гибель, миграция и
дифференцировка, синаптогенез, развитие и реор-
ганизация нейронных цепей.

Микроглиоциты являются резидентными мак-
рофагами ЦНС и способны к фагоцитозу. Возмож-
но, одна из их функций в эмбриогенезе связана с
апоптозом нейробластов. В ходе настоящего ис-
следования в базальной пластинке эмбриональ-
ного СМ были обнаружены единичные апоптоз-
ные тельца. Основываясь на литературных данных
можно предположить, что идентифицированная
нами амебоидная микроглия, присутствующая в
области формирующихся мотонейронов, начи-
ная с Е15 может принимать активное участие в их
программируемой клеточной гибели, происходя-
щей в вентральной части эмбрионального СМ в
этот период.

Нами отмечено, что проникновение ранней
микроглии в мантийный слой базальной пла-
стинки (будущее серое вещество передних рогов
СМ) совпадает с важной стадией развития СМ, во
время которой нейронные сети становятся функ-
циональными и начинается синаптогенез. По ли-
тературным данным известно, что синаптогенез в
вентральной части СМ крыс начинается с Е13.5
(Vaughan, Grieshaber, 1973; Prasad et al., 2008). Со-
гласно данным авторов, на Е13.5 и Е14.5 в вен-
тральной части СМ крысы идентифицируются
единичные аксосоматические синаптические кон-
такты, содержащие немногочисленные синаптиче-
ские пузырьки (по 3–4 в бутоне). Позднее, в период
появления первых рефлексов (Е 15.5 и 16.5) коли-
чество бутонов увеличивается, число синаптиче-
ских пузырьков в зоне пресинаптической мем-
браны также возрастает (Vaughan, Grieshaber,
1973). Пик синаптогенеза в СМ наблюдается в пе-
риод Е16–17 (May, Biscoe, 1975). По нашим дан-
ным синаптофизин, являющийся белком синап-
тических везикул (Колос и др., 2015), начиная с
Е15, идентифицируется в отростках развиваю-
щихся двигательных, вставочных и комиссураль-
ных нейронов, что свидетельствует о начале его
активной транспортировки от тела нервных кле-
ток к незрелым синаптическим контактам в обла-
сти передних рогов СМ. Синаптофизин участвует
в регуляции функционирования синапсов, вклю-
чая такие процессы как экзоцитоз, биогенез и эн-
доцитоз везикул (Kwon, Chapman, 2011). Синап-
тофизин-содержащие синаптоподобные округ-
лые структуры вблизи тел молодых нейронов и их
отростков идентифицированы нами, начиная с

Рис. 6. Динамика изменения количества Iba-1-иммуно-
позитивных клеток в вентральной области СМ крыс на
разных сроках развития. * – рЕ14 и Е15 < 0.05; ** –
рЕ14 и Р1 < 0.05; рЕ15 и Е16–17; Е16–17 и Е18–19; Е18–19 и Р1 > 0.1.
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Е19, в период активного функционирования ней-
ронных цепей.

В настоящем исследовании Iba-1-иммунопо-
зитивные клетки в области формирующихся пе-
редних рогов впервые обнаружены, начиная с
Е14, в период начала образования первых незре-
лых синаптических контактов в вентральной ча-
сти формирующегося СМ. Во время наиболее ак-
тивного синаптогенеза (Е16–17) популяция мик-
роглиоцитов в этой области увеличивается. Это
может быть связано с участием эмбриональных
микроглиоцитов в процессе образования, устра-
нения избыточных и ремоделирования синапти-
ческих контактов.

После рождения в СМ крыс продолжается ак-
тивный синаптогенез и развитие нейронных се-
тей. В передних рогах СМ новорожденных жи-
вотных идентифицируется большое количество
округлых синаптофизин-иммунопозитивных си-
наптических бутонов на телах и отростках нейро-
нов. По нашим данным в этот период в вентраль-
ной части СМ популяция микроглиоцитов доста-
точно многочисленна, что связано с активным
синаптогенезом, происходящим в этой области.
Как известно, в развивающейся ЦНС нейронная
сеть не обладает точностью и структурированно-
стью, характерной для зрелой нервной системы
(Hua, Smith, 2004). Количество образовавшихся
синапсов избыточно. В процессе синаптического
прунинга большое количество контактов удаля-
ются, оставшиеся же поддерживаются, созревают
и контролируются. Считается, что основными
клетками-модуляторами синаптической обрезки
в процессе развития ЦНС являются микроглио-
циты (Wake et al., 2009; Tremblay et al., 2010; Scha-
fer et al., 2012). Имея достаточную степень ветв-
ления отростков, микроглия в постнатальном
периоде способствует созреванию синаптиче-
ских контактов (Mosser et al., 2017), контролиру-
ет их функциональное состояние и потенциаль-
но способствует устранению нефункциональ-
ных соединений (Wake et al., 2009; Kim et al.,
2017; Filipello et al., 2018).

В настоящем исследовании было отмечено
увеличение количества Iba1-иммунопозитивных
клеток в маргинальном слое базальной пластин-
ки СМ, начиная с 15 сут эмбрионального разви-
тия крыс. С применением метода двойного имму-
нофлуоресцентного окрашивания установлено,
что микроглиоциты этой области СМ располага-
ются в непосредственной близости от DCX-со-
держащих аксонов молодых мотонейронов, про-
ходящих через белое вещество передних рогов и
формирующих презумптивные передние кореш-
ки СМ. Такое взаимодействие может свидетель-
ствовать о влиянии эмбриональных микроглио-
цитов на рост нейритов. Существуют косвенные
доказательства того, что микроглиоциты способ-

ны оказывать влияние на рост аксонов (блокиро-
вать или стимулировать) и изменять направление
их роста. Предполагается, что в развивающейся
ЦНС, особенно в белом веществе, они способ-
ствуют росту аксонов и, возможно, направляют
нейриты путем синтеза тромбоспондина, IGF1,
NT3 и направляющих молекул, таких как Slit, Ne-
trin; а также ингибируют рост, синтезируя RGMa
(Chamak et al., 1994; Wehrle et al., 2005; Hata
et al., 2006; Ueno et al., 2013; Reemst et al., 2016).
Однако детали таких взаимодействий остаются
неизученными до настоящего времени. Также не
известно, происходят ли такие процессы во время
нормального развития ЦНС или лишь при повре-
ждении.

В настоящем исследовании отмечено, что на
ранних стадиях развития (начиная с Е15) Iba-1-
иммунопозитивные клетки накапливаются в об-
ласти формирования передней белой спайки. Эта
структура (commissura alba anterior) представляет
собой пучок нервных волокон комиссуральных
интернейронов, обеспечивающих связь с нейро-
нами на контралатеральной стороне спинного
мозга. Возможно, выявленные в данной области
микроглиальные клетки могут оказывать влия-
ние, совместно с клетками донной пластинки, на
прохождение нейритами срединной линии СМ. В
исследованиях, проведенных in vitro, продемон-
стрированно, что микроглия принимает активное
участие в росте нейритов путем экспрессии BDNF,
секреции плазминогена и тромбоспондина
(Nagata et al., 1993; Chamak et al., 1994; Yang et al.,
2012). Считается, что микроглия, локализованная
в области формирующихся трактов белого веще-
ства в различных отделах головного мозга, способ-
ствует росту аксонов, формирует путь роста пучка
отростков нейронов путем фагоцитоза избыточных
клеток и отростков, устраняя гибнущие аксоны.
Также можно предположить, что микроглиоциты
формирующейся зоны передней белой спайки
участвуют в контроле процесса формирования пуч-
ка нервных волокон из отдельных аксонов (фасци-
куляции аксонов). В пользу этого предположения
свидетельствуют результаты исследований Понт-
Лезика с соавт. (2014). На модели системного пре-
натального воспаления и с истощением популяции
микроглиоцитов авторами было продемонстриро-
вано, что изменение активности микроглии мозо-
листого тела привело к дефасцикуляции дорсаль-
ных каллозальных аксонов (Pont-Lezica et al., 2014).

С применением двойного маркирования нами
показано, что в формирующемся белом вещества
передних рогов СМ крыс часть Iba-1-содержащих
клеток, преимущественно веретеновидной фор-
мы, располагаются в непосредственно близости от
тонких Vim-иммунопозитивных отростков ради-
альной глии, а также в контакте с субпиальными
ножками радиальной глии, образующими погра-
ничную глиальную мембрану. Взаимодействие
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микроглиоцитов с радиальной глией было отмече-
но ранее в формирующейся сетчатке глаза (San-
chez-Lopez et al., 2004) и в развивающемся спинном
мозге мышей (Rezaie, Male, 1999; Rigato et al., 2011).
Такое расположение может свидетельствовать о
радиальной миграции развивающихся микроглио-
цитов по отросткам радиальной глии. Кроме того,
по литературным данным известно, что микро-
глиоциты, продуцируя оксид азота (NO), способны
регулировать переход от нейроногенеза к глиоге-
незу и способствовать созреванию астроглии
(Béchade et al., 2011). Для понимания взаимодей-
ствия этих двух глиальных популяций в эмбрио-
генезе требуются дополнительные исследования.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящем исследовании показано, что пер-
вые клетки ранней микроглии обнаруживаются в
дорзальной части СМ на 12 сут пренатального
развития. В вентральной части эмбрионального
СМ единичные микроглиоциты появляются на
14 сут, в период формирования DCX-содержа-
щих нейробластов. Скопления микроглиоцитов в
этой области наблюдаются, начиная с 15 сут, в пе-
риод накопления синаптофизина и активного
функционирования нейронных цепей. В даль-
нейшем в вентральной части СМ постоянно при-
сутствуют группы клеток микроглии, вероятно,
осуществляющие регуляцию процесса синапто-
генеза, роста отростков дифференцирующихся
нейронов и функционирования нейронных це-
пей. Установлено, что в период с момента появ-
ления первых клеток микроглии в вентральной
части эмбрионального СМ до рождения количе-
ство микроглиоцитов увеличивается более чем в
5 раз. Причем наибольший рост числа микро-
глиоцитов в вентральной части СМ наблюдается в
ранний период эмбриогенеза – между 14 и 15 сут.
Отмечено, что микроглиоциты передних рогов
спинного мозга в процессе развития претерпева-
ют морфологические изменения: от круглых аме-
боидных клеток в раннем эмбриогенезе до отрост-
чатых микроглтоцитов на поздних сроках эмбри-
генеза и в постнатальном периоде. Установлено,
что клетки эмбриональной микроглии СМ нахо-
дятся в тесных взаимоотношениях не только с от-
ростками DCХ-иммунопозитивных нейробла-
стов, но и с радиальными глиоцитами. Это свиде-
тельствует о том, что микроглиоциты, как первые
дифференцированные клетки СМ, обладающие
значительным регуляторным потенциалом, ока-
зывают влияние как на нейроногенез, так и на
глиогенез.
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Developmental Changes of Spinal Cord Microglia Indicate
its Participation in the Regulation of Neuronogenesis and Synaptogenesis
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In the present study, the localization and distribution of microglia in the rat embryonic spinal cord (SC)
during motor neuron precursors formation were studied. Anti-Iba1 antibody was used to identify microglia.
The following immunohistochemical markers were used to study the dynamics of the embryonic SС cells de-
velopment: vimentin (a marker of radial glia), doublecortin (a neuroblasts marker) and synaptophysin (a
marker of synaptic vesicles). It was shown that microglia precursors penetrate into the dorsal part of the de-
veloping spinal cord at day 12 of gestation and are identified in the developing motor neurons region at em-
bryonic day 14. It was found that the cells of embryonic microglia are in close relationship with the processes
of the radial glia and the processes of the anterior horns neuroblasts. Comparison of the spinal cord histogen-
esis processes with the localization and morphological changes of embryonic microglia indicates its partici-
pation in synaptogenesis and differentiation of motor neurons (neuronogenesis).

Keywords: rat spinal cord, embryogenesis, microglia, Iba-1, doublecortin, synaptophysin, vimentin, immu-
nohistochemistry


