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Формирование глутаматергической системы спинного мозга широко изучается, однако исследова-
ния, посвященные изучению динамики формирования глутаминсинтетаза-содержащих структур,
обеспечивающих защиту нервных клеток эмбрионального спинного мозга от токсического воздей-
ствия глутамата, практически отсутствуют. В настоящей работе изучены локализация, распределе-
ние и морфологические особенности клеток спинного мозга (СМ) крыс, экспрессирующих глута-
минсинтетазу (ГС), в эмбриональном и в раннем постнатальном периоде с применением иммуно-
гистохимических методов. Установлено, что первые клетки, содержащие ГС, идентифицируются в
вентральной части эпендимного слоя формирующегося СМ в период начала глиогенеза – на 15 сут
эмбрионального развития. Через сутки клетки, экспрессирующие фермент, присутствуют также в
мантийном слое СМ. В настоящем исследовании впервые показано, что часть клеток пограничной
шапочки (boundary cap cells), располагающихся в переходной зоне между СМ и периферической
нервной системой, синтезирует глутаминсинтетазу. Настоящее исследование позволило опреде-
лить динамику формирования ГС-содержащих глиальных клеток эмбрионального спинного мозга
и предположить функциональное значение таких клеток в эмбриогенезе.
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ВВЕДЕНИЕ
В спинном мозге основным возбуждающим

нейромедиатором является глутамат (Todd et al.,
2003; Todd, 2010). Известно, что повышенная кон-
центрация внеклеточного глутамата может приве-
сти к эксайтотоксичности и гибели нейронов
(Choi et al., 1987; Danbolt, 2001). Токсическое воз-
действие глутамата отмечено как важный патоге-
нетический фактор при большом количестве ней-
родегенеративных заболеваний (Miguel-Hidalgo
et al., 2010; Bame et al., 2012; Kulijewicz-Nawrot et al.,
2013; Lewerenz, Maher, 2015). Поддержание кон-
центрации внеклеточного глутамата на физиоло-
гическом уровне регулируется клетками нейро-
глии. Показано, что около 80% высвобожденного
из пресинаптического нервного окончания глу-
тамата поглощается глиальными клетками и пре-
вращается в нетоксичную для нейронов аминокис-
лоту глутамин. Для осуществления этого процесса
необходим фермент глутаминсинтетаза (ГС), име-
ющий важное функциональное значение в под-
держании гомеостаза ЦНС. Участвуя не только в
утилизации глутамата, но и в процессах детокси-

кации аммиака, ГС предотвращает чрезмерное
накопление этих веществ в синаптических обла-
стях и тем самым блокирует нейротоксичность.
Снижение активности и уровня ГС выявлено при
различных патологических изменениях в головном
и спинном мозге (Jayakumar, Norenberg, 2016).

В современных исследованиях, посвященных
формированию глутаматергической нервной пе-
редачи в период эмбриогенеза, установлено, что
рецепторы глутамата присутствуют в спинном
мозге мышей на достаточно ранних сроках прена-
тального развития (ЭД12.5) (Myers et al., 2005),
что соответствует примерно 14 сут развития у
крыс (Ross et al., 2015). Показано, что в этот же
срок глутаматергическая синаптическая система
начинает функционировать (Czarnecki et al., 2014).
Что касается появления в эмбриогенезе ГС-со-
держащих клеток, которые должны обеспечивать
утилизацию внеклеточного глутамата, в литера-
туре встречаются лишь отдельные работы, кото-
рые не касаются собственно СМ (Caldani et al.,
1982; Mearow et al., 1989; Tokunaga et al., 2004; Ko-
los, Korzhevskii, 2018). О распределении и локали-
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зации ГС-содержащих клеток в эмбриональной
нервной системе млекопитающих на разных эта-
пах развития почти ничего не известно. При этом
очевидно, что функциональное значение системы
детоксикации глутамата в эмбриональной нервной
системе очень велико. Установлено, что нокаутные
по гену ГС мыши погибают на ранних сроках эм-
брионального развития (ЭД3,5) (He et al., 2007), а
гетерозиготы проявляют повышенную восприим-
чивость к фебрильным судорогам (van Gassen et al.,
2009).

Цель настоящей работы – изучить локализа-
цию и морфологические особенности клеток
спинного мозга крыс, экспрессирующих глута-
минсинтетазу, в эмбриональном и в раннем пост-
натальном периоде с применением иммуногисто-
химических методов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовались эмбрионы крыс Ви-

стар 12–19 сут развития (ЭД12–ЭД19, n = 25), но-
ворожденные крысы (ПД1, n = 5). Животных с да-
тированным сроком беременности получали по
общепринятому методу (Дыбан и др., 1975). Все
манипуляции с животными проводились в соот-
ветствии с “Правилами проведения работ с ис-
пользованием экспериментальных животных” и с
соблюдением Европейской конвенции о защите
позвоночных животных, используемых для экспе-
риментов или в иных научных целях (1986 г.). На-
стоящее исследование одобрено этическим ко-
митетом ФГБНУ “ИЭМ” (протокол № 3/19 от
25 апреля 2019). У новорожденных животных и
эмбрионов выделяли фрагменты шейного отдела
СМ (СIII–CV). Полученный материал фиксирова-
ли в растворе цинк-этанол-формальдегида (Kor-
zhevskii et al., 2015) в течение суток, обезвоживали
в спиртах и ксилоле, заливали в парафин. На ро-
тационном микротоме (Rotary 3003 PFM, Герма-
ния) изготавливали срезы толщиной 5 мкм. По-
сле депарафинирования и регидратации получен-
ных срезов проводили иммуноцитохимическое
выявление глутаминсинтетазы. В настоящем ис-
следовании были использованы моноклональные
антитела мыши (клон GS-6, разведение 1 : 400,
Merck Millipore (ранее Chemicon), США) и вто-
ричные реагенты из набора EnVision+ System La-
belled Polymer-HRP Anti-Mouse (Dako, Дания).
Визуализацию прореагировавших антител прово-
дили с применением диаминобензидина (DAB+
Dako, Дания). Препараты заключали в среду Cy-
toseal 60 (Thermo Scientifice, Германия). Исследо-
вание полученных препаратов и их фотографиро-
вание производили при помощи микроскопа Lei-
caDM750 и фотокамеры ICC50 (Leica, Германия).
Анализ и обработку полученных изображений
проводили с использованием программного
обеспечения LAS EZ (Leica, Германия).

Для флуоресцентной микроскопии с целью
выявления ГС-содержащих клеток перед поста-
новкой иммуногистохимической реакции произ-
водили тепловое демаскирование антигена в тече-
ние 25 мин (99.5°С, в пароварке) в предварительно
разогретом до 60°С демаскирующем растворе. В
качестве вторичного реагента применяли биоти-
нилированные антитела против мышиных имму-
ноглобулинов из набора R&D Systems (CTS002,
Сell & Tissue staining kit, R&D Systems, США), а
также конъюгат стрептавидина с флуорохромом
Rhodamine Red-X, (RRX, Jackson ImmunoReas-
erch, США). Для визуализации ядер клеток исполь-
зовали ядерный краситель SYTOX Green (1 : 100)
(Invitrogen, США). Полученные препараты ис-
следовали при помощи конфокального лазерного
микроскопа Zeiss LSM 800 (Zeiss, Германия). Для
возбуждения флуоресценции RRX использовали
лазер с длинной 561 нм, для SYTOX Green – 488 нм.
Полученные изображения анализировали с при-
менением программ Zen-2012 и LSM Image
Browser (Zeiss, Германия).

С целью оценки специфичности иммуноги-
стохимической и иммунофлуоресцентной реак-
ции на глутаминсинтетазу проводили отрица-
тельный и положительный контроль. При иссле-
довании на часть срезов эмбрионального СМ
вместо первичных антител наносили разбавитель
для антител (S0809) (Dako, Дания). В качестве по-
ложительного контроля были использованы аст-
роциты головного и спинного мозга взрослых
животных, фиксированных и обработанных та-
ким же образом, как и исследуемый материал. В
качестве гистологического контроля использова-
лись препараты эмбрионального СМ 12–19-х сут
развития, а также спинного мозга новорожден-
ных животных, окрашенные квасцовым гематок-
силином и толуидиновым синим.

РЕЗУЛЬТАТЫ

При проведении отрицательного контроля для
иммуногистохимической и иммунофлуоресцент-
ной реакции на глутаминсинтетазу отмечено, что
на срезах эмбрионального СМ отсутствуют клет-
ки и другие структуры, проявляющие иммунопо-
зитивность. Неспецифическое фоновое окраши-
вание и автофлуоресценция тканей отсутствова-
ли. При проведении положительного контроля
иммунопозитивная реакция отмечена в отростча-
тых клетках, имеющих типичные морфологиче-
ские признаки астроцитов. При этом нейроны
спинного и головного мозга взрослых животных
не содержали продукт иммуногистохимической
реакции, что подтверждает высокую специфич-
ность метода выявления фермента. Неспецифи-
цеское окрашивание и автофлуоресценция отсут-
ствовали.
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В ходе настоящего исследования при гистоло-
гическом анализе формирующегося спинного
мозга крысы на разных этапах эмбриогенеза изу-
чали четыре анатомические зоны: крыловидную
(алярную) и базальную пластинки, потолочную и
донную пластинки.

Установлено, что на ЭД12 в формирующемся
спинном мозге ГС-иммунопозитивные клетки
отсутствуют. Начиная с ЭД13, в вентральной ча-
сти СМ эмбрионов крыс идентифицируется тон-
кий слой округлых нейробластов, дающих начало
серому веществу вентральных рогов СМ. На этом
сроке также не было выявлено ГС-иммунопози-
тивных клеток.

На ЭД14 в эмбриональном СМ четко иденти-
фицируются три концентрических зоны: эпен-
димная, мантийная и маргинальная. В области
алярной пластинки формирующегося СМ иден-
тифицируется тонкий слой округлых нейробла-
стов, впоследствии образующих серое вещество
задних рогов СМ. Также в дорзальной части СМ
начинает формироваться зона входа заднего ко-
решка. В вентро-латеральной части мантийного
слоя базальной пластинки идентифицируются
округлые нейробласты, некоторые из которых
имеют отростки, формирующие презумптивные
передние корешки СМ. Клетки эмбрионального
СМ в этот срок не экспрессируют ГС. В непо-
средственной близости к зоне входа дорсального
корешка и в точках выхода вентральных двига-
тельных нервов, формирующегося СМ иденти-
фицируются скопления округлых клеток – кле-

ток пограничной “шапочки” (boundary cap cells,
КПШ). Часть этих клеток экспрессирует ГС
(рис. 1).

На 15 сут развития эпендимный слой с плотно
расположенными клетками расширяется в дор-
зальной части СМ и сокращается в базальных
пластинках. Мантийный слой формирующегося
спинного мозга наиболее развит в вентральной
части. Маргинальная зона СМ представлена тон-
ким слоем по периферии формирующегося СМ.
В мантийном слое базальной пластинки иденти-
фицируются кластеры молодых мотонейронов и
окружающие их вставочные нейробласты. Волок-
на клеток донной пластинки, достигающие ба-
зальной мембраны СМ, формируют презумптив-
ную вентральную срединную борозду. Также в
мантийном слое СМ появляются дорзо-вентраль-
но ориентированные комиссуральные нейробла-
сты. Нами отмечено, что на 15 сут развития ГС
начинает экспрессироваться в телах большого ко-
личества нейроэпителиальных клеток вентраль-
ной части эпендимного слоя, причем в области
донной пластинки такие клетки отсутствуют.
Иммунопозитивные клетки локализуются в обла-
сти вентральных доменов предшественников СМ
(pV0–pV3, pMN) (рис. 2). В ходе настоящего ис-
следования иммунореактивность была отмечена
в отростках клеток эпендимной зоны, проходящих
через мантийный и маргинальный слой и достига-
ющих пиальной поверхности в вентральной части
формирующегося СМ. Иммунореактивность про-

Рис. 1. Поперечный срез шейного отдела спинного мозга эмбриона крысы на 14 сут развития с соответствующими
спинномозговыми ганглиями (а) и глутаминсинтетаза-содержащие клетки пограничной “шапочки” (boundary cap
cells) формирующегося дорзального корешка СМ (б). Стрелки – клетки пограничной “шапочки” (boundary cap cells);
СМГ – спинномозговой ганглий. Иммуногистохимическая реакция на глутаминсинтетазу (а, б); подкраска толуиди-
новым синим (б). Масштаб: (а) – 200 мкм, (б) – 20 мкм.

(а) (б)

СМГ СМГ
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являют также субпиальные ножки радиальной
глии.

На 15 сут развития в непосредственной близо-
сти к зоне входа дорсального корешка и в точках
выхода вентральных двигательных нервов фор-
мирующегося СМ идентифицируются скопления
округлых иммунопозитвных клеток – клеток по-
граничной шапочки.

Формирующийся СМ эмбрионов крыс 16–
17-х суток развития претерпевает изменения:
центральный канал сужается, мантийный слой
алярной пластинки увеличивается в объеме, рас-
ширяется маргинальный слой, эпендимный слой
алярной пластинки сужается. В этот период раз-
вития количество иммунопозитивных клеток в
эпендимном слое увеличивается. Многочислен-
ные ГС-содержащие клетки идентифицируются
в вентральной части эпендимного слоя, отдель-
ные клетки эпендимной зоны в дорзальной ча-
сти СМ также начинают синтезировать фермент.
На ЭД16–ЭД17 в мантийном слое базальной пла-
стинки формирующегося СМ присутствуют не-
многочисленные иммунопозитивные овальные
или веретеновидные клетки, обладающие не-
сколькими отростками с интенсивно окрашен-
ной цитоплазмой. Отростки таких клеток также
содержат фермент. Нами также отмечена внутри-
ядерная локализация глутаминсинтетазы в имму-
нопозитивных клетках эпендимного и мантийного

слоя. В ходе исследования отмечены многочислен-
ные иммунопозитивные отростки, проходящие ра-
диально через мантийный и маргинальный слои
базальной пластинки СМ. Иммунореактивность
проявляют также структуры, расположенные не-
посредственно под оболочками СМ – субпиаль-
ные ножки клеток радиальной глии (рис. 3а).

В этот срок в непосредственной близости к зо-
не входа заднего корешка и зоне выхода аксонов
двигательных нейронов формирующегося СМ
идентифицируются скопления ГС-иммунопози-
тивных округлых клеток (рис. 3б).

К 18 сут развития центральный канал формиру-
ющегося спинного мозга сокращается, эпендим-
ный слой становится узким. Мантийный слой
приобретает конфигурацию серого вещества СМ
взрослых животных. Центральный канал сужает-
ся, расширяется область формирующегося серого
вещества и белого вещества СМ, вентральная и
дорзальная борозды, которые делят белое веще-
ство, углубляются. Маргинальный слой расширя-
ется как в вентральной, так и в дорзальной части
и его форма приобретает сходство с белым веще-
ством СМ взрослых крыс. Иммунореактивность
наблюдается в клетках эпендимного слоя как
вентральной, так и дорзальной части СМ. Однако
отдельные клетки данной зоны не экспрессируют
ГС (рис. 4б). В мантийном слое, преимуществен-
но в вентральной части, выявляется большое ко-

Рис. 2. Глутаминсинтетаза-иммунопозитивные клетки формирующегося шейного отдела спинного мозга эмбриона
крысы 15 сут развития (а) и схема поперечного среза СМ с обозначением общепринятого расположения доменов
предшественников дорзальной (pd1–pd6) и вентральной (pV0–pV3, pMN) части эпендимного слоя спинного мозга
эмбриона крысы (б), генерирующих двигательные нейроны (MН), олигодендроциты (ОЛ), астроциты (А) и различ-
ные группы интернейронов (ИН). 1 – центральный канал, 2 – эпендимный слой, 3 – мантийный слой, 4 – маргиналь-
ный слой, 5 – донная пластинка, 6 – потолочная пластинка, 7 – зона входа заднего корешка. Иммуногистохимическая
реакция на глутаминсинтетазу (а). Масштаб 200 мкм.

(а) (б)
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личество иммунопозитивных клеток (рис. 4а).
Это клетки неправильной формы с двумя или бо-
лее отростками. В формирующихся передних ро-
гах СМ выявляется большое количество радиаль-
но ориентированных иммунопозитивных отрост-
ков, проходящих через серое и белое вещество и
достигающих пиальной поверхности. В области
зоны входа заднего корешка, формирующегося
СМ идентифицируются небольшие группы ГС-
иммунопозитивных округлых клеток.

На ЭД19 экспрессия ГС наблюдается в клетках
эпендимного слоя вентральной и дорзальной ча-

сти СМ. Отдельные клетки данной зоны не экс-
прессируют ГС. В мантийном слое вентральной и
дорзальной части СМ присутствует большое ко-
личество отростчатых иммунопозитивных клеток
неправильной формы (рис. 5а). Также в форми-
рующемся СМ выявляется большое количество
радиально ориентированных иммунопозитивных
отростков, проходящих через серое и белое веще-
ство и достигающих пиальной поверхности. Суб-
пиальные ножки астроцитов также содержат ГС
(рис. 5б). В области зоны входа заднего корешка
формирующегося СМ идентифицируются не-

Рис. 3. Поперечный срез шейного отдела спинного мозга эмбриона крысы на 16 сутки развития. (а) – глутаминсинте-
таза-иммунопозитивные клетки формирующегося спинного мозга; (б) – клетки пограничной “шапочки” (boundary
cap cells) формирующегося заднего корешка спинного мозга. Иммуногистохимическая реакция на глутаминсинтетазу (а);
иммунофлуоресцентная реакция на глутаминсинтетазу (Rhodamine Red-X – красное окрашивание) с окраской ядер
клеток красителем SYTOX Green (зеленое окрашивание) (б). Масштаб: (а) – 200 мкм, (б) – 20 мкм.

(а) (б)

Рис. 4. Поперечный срез шейного отдела спинного мозга эмбриона крысы на 18 сутки развития. Иммуногистохими-
ческая реакция на глутаминсинтетазу. Масштаб: (а) – 200 мкм, (б) – 50 мкм.

(а) (б)
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Рис. 5. Глутаминсинтетаза-иммунопозитивные клетки в формирующемся СМ крысы на 19 сутки развития: (а) – об-
щий вид, (б) – фрагмент серого и белого вещества передних рогов СМ. Иммунофлуоресцентная реакция на глутамин-
синтетазу (Rhodamine Red-X – красное окрашивание) с окраской ядер клеток красителем SYTOX Green (зеленое окра-
шивание). Конфокальная лазерная микроскопия. Масштаб: (а) – 200 мкм, (б) – 20 мкм.

(а) (б)

большие группы ГС-иммунопозитивных округ-
лых клеток.

После рождения (ПД1) конфигурация СМ
приобретает вид СМ взрослых животных. Отчет-
ливо идентифицируются слой эпендимы, серое и
белое вещество, вентральная и дорзальная бороз-
ды, которые делят белое вещество. При проведе-
нии иммуногистохимической реакции на ГС в
сером веществе СМ новорожденных животных
выявляется большое количество звездчатых им-
мунопозитивных клеток (рис. 6а). Отмечено, что
продукт иммуногистохимической реакции лока-
лизуется преимущественно в перинуклеарной ци-
топлазме, часто маскируя ядро. В белом веществе
идентифицируется большое количество иммуно-
позитивных радиально проходящих отростков,
а также немногочисленные иммунопозитивные
овальные и веретеновидные тела иммунопозитив-
ных клеток с двумя, реже несколькими отростками
(рис. 6б). Глутаминсинтетезу содержат также суб-
пиальные ножки астроцитов по периферии спин-
ного мозга. В эпендимном слое ГС-содержащие
клетки отсутствуют. В области зоны входа заднего
корешка, формирующегося СМ идентифициру-
ются небольшие скопления ГС-иммунопозитив-
ных округлых клеток.

ОБСУЖДЕНИЕ
Согласно результатам большого числа исследо-

ваний известно, что у взрослых животных высокие
уровни глутаминсинтетазы, превращающей боль-

шую часть глутамата внеклеточного пространства
в глутамин, экспрессируют астроциты. В связи с
этим при исследовании ЦНС взрослых лаборатор-
ных животных и человека глутаминсинтетаза ча-
сто используется как маркер, специфичный для
клеток астроглии (Anlauf, Derouiche, 2013). В на-
стоящее время астроциты считаются основными
глиальными клетками взрослой ЦНС, выполня-
ющими инактивацию свободного глутамата,
предотвращая эксайтотоксичность (Anlauf, Der-
ouiche, 2013; Xin et al., 2019). Несмотря на то, что
присутствие фермента в клетках, отличных от
астроцитов, вызывает споры, недавние исследо-
вания экспрессии ГС во взрослом головном и
спинном мозге показали, что отдельные олиго-
дендроциты, нейроны и микроглиоциты способ-
ны синтезировать ГС в норме и при повреждении
(Liu et al., 2013; Bernstein et al., 2014, 2015; Xin et al.,
2019). Вопрос возможности участия различных
популяций глиальных клеток эмбриональной
ЦНС в детоксикации внеклеточного глутамата и
аммиака остается до настоящего времени не изу-
ченным.

В настоящем исследовании установлено, что
ГС начинает экспрессироваться клетками СМ на
15 сут развития. В этот срок фермент обнаружива-
ется лишь в телах клеток в вентральной части
эпендимной зоны и их длинных отростках, до-
стигающих пиальной поверхности. Таким обра-
зом, иммунопозитивные клетки имеют типичную
морфологию клеток радиальной глии. Присут-
ствие ГС в клетках радиальной глии позволяет
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предположить, что в период миграции нейробла-
стов, до появления астроцитарной глии, радиаль-
ная глия осуществляет защиту клеток от эксайто-
токсических уровней глутамата. Появление в этот
период (ЭД15) иммунопозитивных структур в
субпиальной области – ножек радиальной глии,
свидетельствует о начале формирования барьера
СМ. Присутствие ГС в периваскулярных и субпи-
альных отростках радиальной глии и астроцитов
обеспечивает защиту СМ и уменьшает нейроток-
сичность аммиака, способного свободно прони-
кать через гематоэнцефалический и гематоме-
нингиальный барьер (Suarez et al., 2002; Castegna,
Menga, 2018). Известно, что ионы аммония, цир-
кулирующие по кровеносным сосудам головного
и спинного мозга, а также в спинномозговой
жидкости, поглощаются астроцитами и включа-
ются в амидную группу глутамина. Избыток вы-
деленного астроцитами глутамина может диф-
фундировать из нервной ткани в кровь и церебро-
спинальную жидкость (Ott, Larsen 2004; Cooper,
2012; Hawkins, Vina, 2016; Devriendt et al., 2019).
Таким образом ГС-содержащие ножки радиаль-
ной глии и астроцитов, как элемент глутамин-
глутаматной транспортной системы барьера СМ,
участвуют в метаболизме азота, защищают от раз-

вития нейротоксичности, предотвращая накоп-
ление глутамата и аммиака.

На ранних этапах эмбриогенеза в нервной
трубке происходит сегментация нейроэпителия
на дискретные домены предшественников раз-
личных групп нейронов и клеток глии. Иденти-
фикация доменов основана на экспрессии опре-
деленного набора транскрипционных факторов,
который определяет дальнейшую судьбу предше-
ственников (Lai et al., 2016; Danesin, Soula, 2017;
Prochazka et al., 2017). В процессе эмбриогенеза
первыми генерируются предшественники нейро-
нов вентральной части СМ. В более позднем эм-
бриональном периоде (примерно ЭД15 у крыс) эти
домены предшественников СМ переключаются на
глиогенез. Нами отмечено, что клетки вентральной
части эпендимного слоя СМ начинают экспресси-
ровать ГС с 15 сут развития. Исследования показа-
ли, что генерация первых предшественников аст-
роцитов в этот период происходит в пределах вен-
тральных доменов pV0, pV1, pV2 и pV3 (Hochstim
et al., 2008; Tien et al., 2012). Предшественники
олигодендроцитов также начинают формироваться
в этот срок из клеток вентральной эпендимной
зоны (домен мотонейронов pMN) (Sun et al., 1998;
Lu et al., 2000). На следующие сутки развития

Рис. 6. Глутаминсинтетаза-иммунопозитивные клетки спинного мозга новорожденной крысы: (а) – общий вид, (б) –
фрагмент серого вещества передних рогов СМ. Иммуногистохимическая реакция на глутаминсинтетазу. Масштаб:
(а) – 200 мкм, (б) – 50 мкм.

(а) (б)
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(ЭД16), т.е., к концу нейроногенеза в дорзальной
части СМ, некоторые клетки дорзального эпен-
димного слоя в области pd1–pd6 доменов также
начинают синтезировать ГС. Таким образом, по-
явление фермента в клетках вентральной и дор-
зальной части эпендимного слоя коррелирует с
переходом от нейроногенеза к глиогенезу. Одна-
ко период, когда предшественники астоцитов и
олигодендроцитов покидают эпендимную зону
не вполне исследован и не определен (Ohayon et al.,
2016). Нами отмечено появление немногочислен-
ных ГС-экспрессирующих клеток вне эпендимной
зоны, начиная с ЭД16. Можно предположить, что
на этих стадиях предшественники астроцитов
и/или олигодендроцитов начинают мигрировать из
эпендимной зоны и заселяют формирующееся се-
рое вещество СМ. При этом у иммунопозитивных
клеток мантийного слоя не прослеживается связь
с центральным каналом и мягкой мозговой обо-
лочкой. Таким образом, в этот срок ГС синтези-
руют как радиальные глиоциты, так и непосред-
ственные предшественники олигодендроцитов и
астроглии.

В недавних исследованиях высказывается пред-
положение о влиянии ГС на синаптогенез, в осо-
бенности на формировании глутаматергических
синапсов развивающегося головного мозга (Son
et al., 2019). Было показано, что после подавления
активности ГС в период синаптогенеза, у взрослых
животных снижается глутаматергическая нейро-
трансмиссия в области гиппокампа и отмечается
нарушение пространственной памяти (Son et al.,
2019). Вероятно, ГС-содержащие предшествен-
ники астроцитов спинного мозга регулируют си-
наптогенез в период эмбрионального развития.
Данное предположение требует дополнительных
исследований.

Долгое время ГС считалась цитозольным фер-
ментом, однако недавние исследования проде-
монстрировали везикулярное расположение ГС в
астроцитах (Anlauf, Derouiche, 2013). В настоящей
работе нами было отмечено, что, начиная с ЭД16,
в иммунопозиивных клетках эпендимного и ман-
тийного слоя СМ, глутаминсинтетаза присут-
ствует как в цитоплазме, так и в ядре клетки, что
является неизвестной ранее особенностью.

В настоящем исследовании отмечено присут-
ствие групп иммунопозитивных клеток в областях,
прилежащих к зоне входа заднего корешка и к зоне
выхода вентрального корешка, начиная с раннего
эмбрионального периода развития (ЭД14). Эти
области представляют собой особые переходные
зоны, образующие условную границу между ЦНС
и ПНС. Эта пограничная зона образована ножка-
ми радиальной глии и астроцитов (образующих
глиальную пограничную мембрану), мозговыми
оболочками и специализированным внеклеточ-
ным матриксом. Переходные зоны избирательно

проницаемы для аксонов, что обеспечивает связь
между ЦНС и ПНС (Suter, Jaworski, 2019). Зоны
входа и выхода нервных корешков представляют
собой области нервной системы, где клетки ЦНС
и ПНС находятся в непосредственном контакте.
В период эмбрионального развития для переход-
ных зон в области нервных корешков СМ харак-
терно локальное изменение некоторых компо-
нентов барьера и наличие специализированных
клеток – клеток пограничной “шапочки” (bound-
ary cap cells). КПШ являются временной популя-
цией клеток, но продолжительность их существо-
вания в области корешков СМ остается неизвест-
ной. Анализ экспрессии специфических для
КПШ маркеров (Krox20, Prss56, Hey2 и Wif1) по-
казал, что эти клетки впервые идентифицируют-
ся в дорсальной и вентральной части СМ мышей
в период начала вхождения первых сенсорных ак-
сонов спинномозгового ганглия (СМГ) и выхода
двигательных аксонов. Экспрессия этих марке-
ров сохраняется в КПШ мыши до ЭД16.5
(Coulpier et al., 2009; Radomska, Topilko, 2017).
Однако ранние исследования, проведенные с
применением электронной микроскопии, де-
монстрируют, что размер кластеров КПШ
уменьшаются с ЭД17 и далее, а полностью исчеза-
ют они лишь к ПД6 (Golding, Cohen, 1997; Altman,
Bayer, 2001). В настоящем исследовании показа-
но, что КПШ, содержащие ГС, присутствуют в
непосредственной близости к зоне входа заднего
корешка и зоне выхода аксонов двигательных
нейронов, начиная с раннего эмбрионального пе-
риода (ЭД14) до рождения. По-видимому, ГС-со-
держащие КПШ совместно с ГС-иммунопозитив-
ными отростками радиальной глии и астроцитов
(пограничной глиальной мембраной) образуют
двухсторонний барьер на границе ПНС-ЦНС,
препятствующий миграции глиальных предше-
ственников по корешкам в СМ, а также глиаль-
ных предшественников и нейробластов спинного
мозга на периферию. То есть, КПШ предотвра-
щают преждевременное вторжение астроцитов в
зону входа заднего корешка, а астроциты предот-
вращают вход шванновских клеток в ЦНС (Fon-
tenas, Kucenas, 2017). Функциональное значение
экспрессии глутаминсинтетазы клетками погра-
ничной шапочки, образующими барьер в погра-
ничной зоне, требует дополнительного исследо-
вания. Можно предположить, что ГС-содержа-
щие клетки пограничных зон представляют
собой особую популяцию глиальных клеток,
обеспечивающих контроль пограничной зоны,
аналогично ГС-содержащей пограничной гли-
альной мембране. Некоторые исследования, вы-
полненные на культурах, предполагают, что во
время эмбриогенеза глутамат влияет на рост,
ветвление и подвижность растущих аксонов, а
также на синаптогенез, когда аксоны достигают
своих целевых областей (Kreibich et al., 2004). Ав-
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торы выдвигают гипотезу об участии глутамата в
модулировании чувствительности конуса роста
аксонов к различным молекулам, ответственным
за отталкивание растущих аксонов (Kreibich et al.,
2004). Стоит отметить, что сенсорные нейроны
спинномозгового ганглия являются глутаматер-
гическими клетками и двигательные нейроны пе-
редних рогов СМ также способны синтезировать
глутамат (Colombo, Francolini, 2019). В период
ЭД13–ЭД14 растущие аксоны формирующихся
глутаматергических нейронов СМГ направляют-
ся к дорсолатеральной части спинного мозга и
входят в маргинальный слой СМ через зону входа
заднего корешка. Лишь через несколько дней ак-
соны проникают в мантийный слой. Этот “пери-
од ожидания” регулируется репеллентными мо-
лекулами (Masuda et al., 2009). Высвобождение
глутамата из растущих аксонов СМГ, вероятно,
снижает их ответ на молекулы отталкивания. Ре-
гуляцию концентрации глутамата, выделяемого
растущими аксонами в переходных зонах СМ,
могут осуществлять КПШ совместно с погранич-
ной глиальной мембраной. В этот же период рас-
тущие аксоны формирующихся мотонейронов,
способных синтезировать глутамат, формируют
передний корешок и покидают спинной мозг.
Некоторые из вентральных КПШ образуют длин-
ные тонкие цитоплазматические выросты, кото-
рые проникают в эмбриональный СМ, и, охваты-
вая аксоны мотонейронов, направляют их (Ra-
domska, Topilko, 2017). Концентрация же глутамата
во внеклеточном пространстве в области входа
заднего корешка и в области выхода отростков
двигательных нейронов при прохождении аксо-
нами глутаматергических нейробластов погра-
ничной зоны регулируется глутаминсинтетаза-
содержащими КПШ и ножками астроцитов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в ходе настоящего исследова-

ния получены данные по распределению глута-
минсинтетазы в клетках спинного мозга крыс на
разных сроках эмбрионального и раннего постна-
тального развития. Установлено, что первые глу-
таминсинтетаза-содержащие клетки появляются
в вентральной части эпендимного слоя спинного
мозга крысы на 15 сут эмбрионального развития,
в период начала глиогенеза. На следующие сутки
эмбриогенеза (ЭД16) глутаминсинтетаза-содер-
жащие клетки идентифицируются также в ман-
тийном слое. В этих клетках с помощью двойного
флуоресцентного маркирования и конфокальной
микроскопии выявлена ядерная локализация фер-
мента.

Впервые установлено, что часть клеток погра-
ничной шапочки (boundary cap cells), располага-
ющейся в корешках СМ на границе с ПНС, син-
тезирует глутаминсинтетазу. Отмечено, что такие

клетки присутствуют в области корешков СМ в
период с 14-х сут эмбрионального развития до
рождения. Дальнейшие исследования роли глута-
минсинтетазы в клетках переходных зон спинно-
го мозга могут внести вклад в понимание их
функционирования в период установления свя-
зей между ЦНС и ПНС.
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The formation of the glutamatergic system of the spinal cord is widely studied. However, there are few studies
on the formation of glutamine synthetase-containing structures in the developing spinal cord that protect the
nerve cells from the toxic effects of glutamate. In this work, the localization, distribution and morphology of
the rat spinal cord (SС) cells expressing glutamine synthetase (GS) were studied in the embryonic and early
postnatal periods using immunohistochemical methods. The first cells containing GS were identified in the
ventral part of embryonic spinal cord ependymal layer at the onset of gliogenesis – at day 15 (Е15). One day
later (Е16), cells expressing this enzyme are also present in the mantle layer of the embryonic SC. This study
shows for the first time that some of the boundary cap cells, located in the transition zone between the SC
and the peripheral nervous system, contain glutamine synthetase. The present study made it possible to de-
termine the dynamics of the embryonic spinal cord GS-containing cells formation and to suggest the func-
tional significance of such cells in embryogenesis.
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