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1 Характерной особенностью нейронов, проду�
цирующих гонадотропин�рилизинг гормон (ГРГ),
является их небольшая численность (800–2000),
диффузное расположение в септо�преоптической
области гипоталамуса и внемозговое онтогенети�
ческое происхождение. ГРГ�нейроны млекопита�
ющих образуются в эпителии обонятельных пла�
код на 12–14�е сут эмбрионального развития у
крыс и затем мигрируют к переднему мозгу в со�
ставе прорастающих на данном этапе развития
обонятельных, терминальных и вомероназальных
нервов (Schwanzel�Fukuda et al., 1985, 1989; Wray
et al., 1989). После проникновения в мозг через ре�
шетчатую пластинку решетчатой кости ГРГ�ней�
роны продолжают мигрировать к септо�преопти�
ческой области переднего мозга по траектории
вентро�каудального ответвления вомероназально�
го нерва (Yoshida et al., 1999). 

ГРГ необходим для обеспечения репродуктив�
ных ритмов и функций, является нейромодулято�
ром полового поведения (Wray, 2002). Немаловаж�

1 Работа поддержана Российским Фондом фундаменталь�
ных исследований (проект № 10�04�01101�а).

ную роль ГРГ играет также в развитии и функцио�
нировании иммунной системы в пре� и
постнатальный периоды онтогенеза (Morale et al.,
1991; Zakharova et al., 2005; Извольская и др., 2010).
ГРГ�система, в свою очередь, находится под кон�
тролем нейроэндокринной и иммунной систем.
Многие нейротрансмиттеры, участвующие в регу�
ляции функций ГРГ�системы половозрелых осо�
бей, в период развития способны влиять на мигра�
цию ГРГ�нейронов в зависимости от их простран�
ственного или временного расположения (Simo�
nian, Herbison, 2001; Pronina et al., 2003; Giacobini
et al., 2004). Через ГРГ�нейроны различные нейро�
трансмиттеры и нейропептиды: моноамины, гам�
ма�аминомасляная кислота, нейропептид Y, опио�
иды, а также цитокины передают сигналы внеш�
них стимулов, влияющих на состояние реп�
родуктивной системы (Ciechanowska et al., 2007;
Kalra et al., 1998). В то же время, исследования вли�
яния иммунной системы на функционирование
ГРГ�системы единичны. Показано, в частности,
что стимуляция иммунной системы половозрелых
особей бактериальным эндотоксином липополи�
сахаридом (ЛПС), индуцирующего синтез провос�
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Исследовали влияние бактериального эндотоксина липополисахарида (ЛПС), активатора иммун�
ной системы на выход в дифференцировку нейронов, продуцирующих гонадотропин�рилизинг
гормон (ГРГ), и их миграцию в эмбриональном развитии крыс. Внутрибрюшинное введение ЛПС
(18 мкг/кг веса) беременным самкам на 12�е сут эмбрионального развития, в период их образова�
ния, приводило к снижению общего количества ГРГ�нейронов в переднем мозгу 17�дневных пло�
дов на 50% и 19�дневных плодов – на 17%. В то же время, в назальной области головы количество
нейронов у 17� и Э19�дневных плодов увеличивалось на 40 и 50% соответственно, а в области обо�
нятельных луковиц увеличивалось у 17�дневных плодов на 20% и практически не менялось у
19�дневных плодов. Введение ЛПС беременным самкам на 15�е сут эмбрионального развития не
вызывало изменений ни общего количества нейронов, ни их распределения по областям миграции.
После введения ЛПС у плодов было отмечено одиночное расположение нейронов, продуцирующих
ГРГ, в переднем мозгу, в то время как в ростральных отделах они располагались группами по 3–
4 нейрона. Таким образом, на ранних сроках беременности ЛПС подавляет начальные этапы диф�
ференцировки и миграцию нейронов, продуцирующих ГРГ. Наблюдаемые эффекты могут быть
опосредованы провоспалительными цитокинами, продукция которых усиливается под действием
ЛПС. 
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палительных цитокинов, вызывает снижение сек�
реции ГРГ в гипоталамусе и лютеинизирующего
гормона в гипофизе (Watanobe, Hayakawa, 2003).
Воспаление, вызванное ЛПС у матери, изменяет
уровень провоспалительных цитокинов в различ�
ных органах плода (Liverman et al., 2006). Мы пред�
полагаем, что ЛПС может оказывать воздействие
не только на функционирование, но и на развитие
ГРГ�системы: деление предшественников, мигра�
цию ГРГ�нейронов, прорастание волокон в сре�
динное возвышение. К настоящему времени суще�
ствуют данные о неблагоприятном влиянии ЛПС
на организм на ранних этапах жизни. Введение
ЛПС новорожденным крысам вызывает в гипота�
ламо�гипофизо�надпочечниковой системе повы�
шенную секрецию гормонов стресса, снижение
отрицательной обратной связи, чувствительной к
глюкокортикоидам, и усиление реакции ГРГ�си�
стемы на стресс (Li et al., 2007). 

Цель нашей работы – исследование влияния
ЛПС на выход ГРГ�нейронов в дифференцировку
и их миграцию из обонятельных плакод в перед�
ний мозг в онтогенезе крыс.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Условия эксперимента. В качестве эксперимен�
тальной модели были использованы беременные
крысы Вистар (16 самок) (Питомник “Столбовая”,
РАН). Беременных самок содержали в стандарт�
ных лабораторных условиях с контролируемыми
режимами температуры (20°C) и освещения (в те�
чение 12 ч) и со свободным доступом к воде и пи�
ще. Для получения датированной беременности
самцов подсаживали на ночь к самкам, при обна�
ружении сперматозоидов во влагалищных мазках
этот день считали первым днем беременности. Бе�
ременным самкам (4 группы, по 4 самки в опытной
и контрольной группах) внутрибрюшинно вводи�
ли ЛПС E. сoli (10000 ед/кг или 18 мкг/кг веса в
0.5 мл 0.9%�ного раствора NaCl, рН 7.2; “Sigma”,
США) на 12�е или 15�е сут эмбрионального разви�
тия (Э12, Э15). Контрольной группе животных на
Э12 или Э15 вводили 0.9%�ный раствор NaCl. Доза
вводимого ЛПС была выбрана в соответствии с ли�
тературными данными и вызывала смертность не
более 25–30% плодов (Ling et al., 2002). 

Фиксация и иммуногистохимия. На 17�е и 19�е сут
беременности у двух самок из каждой группы под
пентобарбиталовым наркозом (100 мг/кг веса) из�
влекали плоды. Пол плодов не определяли. Плоды
перфузировали через сердце сначала 0.02 М фос�
фатно�солевым буфером (ФСБ, 0.02 М фосфат�
ный буфер с 0.9%�ным NaCl, рН 7.4) в течение
1 мин, а затем 4%�ным раствором параформальде�
гида на 0.1 М фосфатном буфере в течение 5 мин.
Далее животных декапитировали, головы дофик�
сировали в 4%�ном параформальдегиде при 4°С в
течение ночи, после чего отмывали в 0.02 М ФСБ в

течение 30 мин и помещали на 36 ч в 25%�ный рас�
твор сахарозы в 0.02 М ФСБ для криопротекции.
Головы замораживали в изопентане при –40°С и
хранили при –80°С. Далее приготавливали сагит�
тальные серийные срезы толщиной 14 мкм на
криостате “Leica” (Германия). 

Для иммуногистохимической реакции каждый
второй срез опытных и контрольных групп инку�
бировали во влажной камере последовательно в
0.02 M ФСБ с: 1) 0.1%�ной перекисью водорода и
0.3%�ным тритоном X�100 (“Sigma”, США),
20 мин при комнатной температуре; 2) первичны�
ми кроличьими антителами против синтетическо�
го ГРГ (1 : 5000), при 4°С с 1%�ной нормальной сы�
вороткой козы и 0.3%�ным тритоном X�100, 48 ч;
3) вторичными козьими биотинилированными
антителами против иммуноглобулинов кролика
(1 : 200) (“Vector Laboratories”, BIOSYS, США), 2 ч
при комнатной температуре; 4) авидин�биотин�
пероксидазным комплексом (“Vector Laborato�
ries”, BIOSYS, США), 1 ч при комнатной темпера�
туре. Срезы промывали в ФСБ после каждой инку�
бации. Специфичность первых антител проверяли
ранее (Beauvillain, Tramu, 1980). На последнем эта�
пе срезы промывали 0.05 М трис�буфером (pH 7.6),
пероксидазную реакцию выявляли в том же буфе�
ре, содержащем 0.03% 3,3'�диаминобензидина тет�
рагидрохлорида (“Sigma”, США) и 0.01% перекиси
водорода. Затем срезы обезвоживали в спиртах
возрастающей концентрации, просветляли в кси�
лоле и заключали в пермаунт.

Анализ результатов. Серии срезов (каждая из
пяти анализированных серий содержала срезы го�
лов плодов контрольной и опытной группы) про�
сматривали и на каждом срезе подсчитывали все
ГРГ� иммунореактивные (ГРГ�ир) нейроны. Дан�
ные пяти анализируемых серий объединяли, учи�
тывая анатомические макроориентиры. Для этого
были выделены следующие зоны вдоль пути ми�
грации ГРГ�ир нейронов: 1) назальная область го�
ловы от ростральной части вомероназального ор�
гана до рострального окончания обонятельных лу�
ковиц; 2) область обонятельных луковиц, в
которой располагался также хрящевой зачаток ре�
шетчатой пластинки решетчатой кости; 3) область
переднего мозга от каудальной части обонятель�
ных луковиц до переднего гипоталамуса (рис. 1).
Поправки двойного подсчета нейронов не вводи�
ли, так как основной задачей нашей работы явля�
лось сравнение полученного количества нейронов
у животных различных групп, а не точное опреде�
ление общего количества ГРГ�ир нейронов. 

Статистическая обработка. Для данных по ко�
личеству нейронов подсчитывали стандартную
ошибку среднего значения. Для определения до�
стоверности различий между опытом и контролем
использовали непараметрический двусторонний
критерий Манна�Уитни (U�тест). 



ОНТОГЕНЕЗ  том 42  № 6  2011

ВЛИЯНИЕ БАКТЕРИАЛЬНОГО ЭНДОТОКСИНА НА МИГРАЦИЮ НЕЙРОНОВ 441

РЕЗУЛЬТАТЫ

Распределение ГРГ!ир нейронов на Э17. У плодов
контрольной группы животных на Э17 большая
часть ГРГ�ир нейронов была веретеновидной фор�
мы и располагалась в переднем мозгу: в септуме,
диагональном пучке Брока и преоптической обла�
сти. Небольшое количество ГРГ�ир нейронов об�

наруживали в назальной области головы, между
вомероназальным органом и обонятельными лу�
ковицами, а также в области самих обонятельных
луковиц (рис. 3). 

После введения ЛПС беременным самкам на
Э12 общее количество ГРГ�ир нейронов у плодов
достоверно снижалось (рис. 2). В то же время, ко�
личество ГРГ�ир нейронов в назальной области
головы и области обонятельных луковиц увеличи�
валось на 40 и 20% соответственно, а в области пе�
реднего мозга их количество достоверно снижа�
лось (рис. 3). У животных опытной группы было
отмечено одиночное расположение ГРГ�ир нейро�
нов в переднем мозгу, в то время как в ростральных
отделах они располагались группами по 3–4 ней�
рона (рис. 4).

Распределение ГРГ!ир нейронов на Э19. Общее
количество ГРГ�ир нейронов у плодов контроль�
ной группы на Э19 возрастало по сравнению с Э17
(рис. 2). Нейроны были веретеновидной формы, с
крупным неокрашенным ядром, расположенным
в центре тела нейрона подобно Э17. Наибольшее
количество ГРГ�ир нейронов было обнаружено в
переднем мозгу. На Э19 ГРГ�ир нейроны выявле�
ны также в области переднего гипоталамуса, их во�
локна прорастали до срединного возвышения.

После введения ЛПС беременным самкам на
Э12 общее количество ГРГ�ир нейронов у плодов
на Э19 достоверно не изменялось (рис. 2). Наблю�
далось увеличение их количества в назальной об�
ласти головы на 50% по сравнению с контролем
(рис. 5, 6). В области переднего мозга количество
ГРГ�ир нейронов достоверно снижалось.

Распределение ГРГ!ир нейронов после введения
ЛПС на Э15. После введения ЛПС беременным
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Рис. 1. Участки миграции ГРГ�нейронов у крыс, соот�
несенные с макрогистологическими ориентирами.
ВН – вомероназальный нерв, ВНО – вомероназаль�
ный орган, ДПБ – диагональный пучок Брока, НОГ –
назальная область головы, ОН – обонятельный нерв,
ОЛ – обонятельные луковицы, ПГ – передний гипота�
ламус, ПК – передняя комиссура, ПМ – передний
мозг, ПО – преоптическая область, РП – решетчатая
пластинка решетчатой кости, С – септум, ТН – терми�
нальный нерв. 
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ординат – общее количество нейронов. Число плодов в каждой группе на Э12 n = 6, на Э15 n = 3; общее число плодов 36.
Достоверность различия между опытной и контрольной группами: M ± SEM; * р < 0.05.
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нейронов. Число плодов в каждой группе на Э12 n = 6, на Э15 n = 3; общее число плодов 36.
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Рис. 4. ГРГ�иммунореактивные нейроны в назальной области головы и в переднем мозгу у плодов крыс на Э17 после вве�
дения ЛПС на Э12 в контрольной (Б, Г) и опытной группах (В, Д). А – Схематическое изображение сагиттального среза
головы плода крысы на Э17. Сокращения: ОН – обонятельный нерв, ПМ – передний мозг. 
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Рис. 5. Содержание ГРГ�иммунореактивных нейронов в различных зонах миграции у плодов крыс на 19�е (Э19) сут эм�
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назальная область головы, ОЛ – обонятельные луковицы, ПМ – передний мозг; по оси ординат – количество нейронов.
Число плодов в каждой группе на Э12 n = 6, на Э15 n = 3; общее число плодов 36.

самкам на Э15 у плодов достоверных различий как
по общему количеству ГРГ�ир нейронов, так и по
их количеству в исследуемых областях миграции
на Э17 и Э19 не наблюдалось по сравнению с кон�
трольной группой животных (рис. 2, 3, 5). 

ОБСУЖДЕНИЕ

Бактериальный эндотоксин ЛПС является ос�
новным компонентом наружной мембраны гра�
мотрицательных бактерий. Его часто применяют в
лабораторных исследованиях для активации им�
мунной системы животных без заражения орга�
низма потенциально опасными бактериальными
инфекциями (Bennett, Beeson, 1950). Внутрибрю�
шинное введение ЛПС беременным самкам вызы�
вает нарушения развития плодов вплоть до полной
остановки их развития и преждевременных родов
(Fidel et al., 1994; Kaga et al., 1996). Большинство
авторов придерживается мнения, что эти наруше�
ния у плода связаны с развитием иммунного ответа
на бактериальную инфекцию у матери (Cai et al.,
2000; Kohmura et al., 2000; Grigsby et al., 2003; Sima�
mura et al., 2010). Вопрос о возможности проник�
новения ЛПС через плаценту матери к плоду оста�
ется открытым, поскольку имеющиеся к настоя�
щему времени данные противоречивы (Cai et al.,
2000; Ashdown et al., 2006). Структура ЛПС не поз�
воляет ему проникать через плаценту, нет также и
экспериментальных данных, подтверждающих его
трансмембранный транспорт (Zaga et al., 2004).

Влияние ЛПС на развитие плода может осу�
ществляться, по�видимому, за счет изменений ме�
таболизма различных сигнальных молекул. Пока�
зано, что введение ЛПС беременной самке вызы�

вает у нее повышение уровня провоспалительных
цитокинов в крови, которые, наряду с ЛПС, также
стимулируют секрецию провоспалительных цито�
кинов: фактора некроза опухоли (ФНОα), интер�
лейкина 1 (ИЛ�1β) и лейкемия ингибирующего
фактора (ЛИФ) плодной частью плаценты (Thiex
et al., 2009; Simamura et al., 2010). Введение ЛПС
беременным мышам приводит к повышенной экс�
прессии ФНОα, ИЛ�1β и белка хемотаксиса моно�
цитов (MCP�1) у плодов (Liverman et al., 2006). В
мозгу плодов крысы экспрессия ФНОα наблюда�
ется уже через 1 ч после введения, и в течение
24 ч его уровень не изменяется, тогда как уро�
вень ИЛ�1β снижается (Cai et al., 2000). 

В наших исследованиях доза ЛПС была выбра�
на как минимальная толерантная доза, вызываю�
щая повышение температуры тела (Miller et al.,
1997) и 25–30%�ную гибель плодов (Ling et al.,
2002). Согласно полученным нами данным, разо�
вое введение ЛПС беременным самкам на Э12
приводит к снижению общего количества ГРГ�ир
нейронов у плодов на Э17, а к Э19 их количество
возрастает до уровня контрольной группы живот�
ных (рис. 2). Выявленный эффект на Э17 можно
объяснить либо общим снижением синтеза ГРГ в
нейронах, либо их более поздним выходом в диф�
ференцировку. ГРГ�нейроны у крыс начинают
синтезировать ГРГ с Э15, то есть через 1–2 сут по�
сле их образования (Schwanzel�Fukuda et al., 1985).
Как было показано ранее, повышенное содержа�
ние цитокинов в крови беременной самки и тканях
плода наблюдается только в течение 24 ч после вве�
дения ЛПС, позже они возвращаются к прежнему
уровню (Cai et al., 2000; Liverman et al., 2006). Таким
образом, наблюдаемый нами сниженный уровень
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ГРГ�нейронов через 5 сут после введения ЛПС ма�
тери не связан, по�видимому, с прямым действием
провоспалительных цитокинов на синтез ГРГ в
нейронах. Однако нельзя исключить опосредован�
ное влияние ЛПС и индуцированных им цитоки�
нов. Показано, что у половозрелых животных
ИЛ�1α и гранулоцитарно�макрофагальный коло�
ниестимулирующий фактор блокируют выделение
ГРГ из аксонов ГРГ�нейронов в результате подав�
ления активности NO�синтазы (Rettori et al., 1994).
Подавление секреции ГРГ после введения ЛПС
может быть опосредовано также опиоидами (He
et al., 2003). 

На основании полученных данных мы предпо�
лагаем, что ЛПС подавляет выход предшественни�
ков ГРГ�нейронов в дифференцировку. После вве�
дения ЛПС беременным самкам на Э15 снижения
общего количества ГРГ�ир нейронов не наблю�
дается как на Э17, так и Э19 (рис. 2). Эти данные
подтверждают наше предположение о том, что
введение ЛПС на Э12, в период массового выхо�

да ГРГ�нейронов в дифференцировку, препят�
ствует их образованию.

Следует отметить, что к рождению общее коли�
чество ГРГ�нейронов восстанавливается, что не
исключает, однако, возникновения нарушений в
функционировании ГРГ�системы в отдаленные
периоды жизни. Так, пренатальное инфицирова�
ние плода ЛПС приводит к снижению количества
моноаминэргических нейронов и повышению со�
держания ФНОα в черной субстанции у потомков
иммунизированных крыс в постнатальном перио�
де (Zhu et al., 2007; Wang et al., 2009).

Наряду с провоспалительными цитокинами,
ЛПС индуцирует синтез и других сигнальных мо�
лекул (Cai et al., 2000; Gilmore et al., 2003; Liverman
et al., 2006). Снижение количества ГРГ�ир нейро�
нов в пренатальный период может быть связано
также с нарушениями синтеза у плодов факторов
дифференцировки ГРГ�нейронов, в частности,
фактора стромального происхождения (SDF�1),
нейротропного фактора мозга (Gilmore et al., 2003;
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Рис. 6. ГРГ�иммунореактивные нейроны в назальной области головы и в переднем мозгу у плодов крыс на Э19 после вве�
дения ЛПС на Э12 в контрольной (Б, Г) и опытной группах (В, Д). А – Схематическое изображение сагиттального среза
головы плода крысы на Э19. Сокращения: ОН – обонятельный нерв, ПМ – передний мозг. 
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Cronin et al., 2004; Toba et al., 2008) и ряда других
факторов (Извольская и др., 2010). 

Стимуляция иммунной системы беременных
самок ЛПС на Э12 вызывает также замедление ми�
грации ГРГ�нейронов у плодов, что выражается в
расположении большего количества ГРГ�ир ней�
ронов в ростральных областях, по сравнению с
контролем (рис. 3). Однако введение ЛПС на Э15
не приводит к перераспределению ГРГ�ир нейро�
нов вдоль траектории их миграции на Э17 и Э19.
Эти данные говорят о том, что замедление выхода
в дифференцировку ГРГ�нейронов приводит к
смещению времени начала их миграции на более
поздние сроки и замедлению темпов интрамезен�
химной (интраназальной) миграции ГРГ�нейро�
нов. В то же время, на более поздних сроках: в мо�
мент пересечения ГРГ�нейронами решетчатой
пластинки решетчатой кости и миграции в перед�
нем мозгу, вызванное ЛПС воспаление не оказы�
вает влияния на скорость их миграции. Как было
показано ранее, именно во время интрамезенхим�
ной миграции ГРГ�нейроны экспрессируют ре�
цепторы к цитокинам, и прежде всего, к ИЛ�6 и
ЛИФ (Giacobini et al., 2007; Dozio et al., 2009).
Внутримозговая миграция ГРГ�нейронов регули�
руется, по�видимому, другими механизмами.

Таким образом, введение ЛПС на Э12, имити�
рующее заражение матери во время беременно�
сти различного рода инфекциями, приводит к
замедлению выхода в дифференцировку и за�
медлению темпов интрамезенхимной миграции
ГРГ�нейронов.
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Effect of Bacterial Endotoxin on Migration of Gonadotropin�Releasing, Hormone 
Producing Neurons in Rat Embryogenesis

       V. S. Sharova, M. S. Izvol’skaya, S. N. Voronova, and L. A. Zakharova
      Koltzov Institute of Developmental Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

      e!mail: zakharova!l@mail.ru

Abstract—The effect of bacterial lipopolysaccharide endotoxin (LPS), immune system activator, on differ�
entiation and migration of gonadotropin�releasing, hormone producing neurons in rat embryogenesis has
been studied. Intraperitoneal introduction of LPS (18 µg/kg) to pregnant rats on the 12th day of pregnancy
led to 50% decrease in total number of GRH�neurons in the forebrain of 17�day�old embryos and 17% de�
crease in 19�day�old embryos. At the same time, the number of GRH�neurons in the nasal area of the head
of 17� and 19�day�old embryos increased by 40 and 50%, respectively, whereas it increased by 20% in olfac�
tory bulbs of 17�day�old embryos and did not changed in olfactory bulbs of 19�day�old embryos. Neither the
total number of neurons nor their distribution patterns were affected by the introduction of LPS into pregnant
rats on the 15th day of pregnancy. Singular localization of GRH�neurons in embryo forebrain was observed
after LPS administration, whereas the neurons were located by groups of 3–4 cells in rostral areas. Therefore,
at the early stages of pregnancy, LPS was shown to suppress initial stages of differentiation and migration of
GRH producing neurons. The effects observed in our study may be mediated by LPS�induced, proinflamma�
tory cytokines.

Keywords: neurogenesis, GRH�neurons, olfactory placodes, forebrain, LPS bacterial endotoxin, rat embry�
os, immunohistochemistry
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