
 

  ǵȈȏȊȈȕȐȍ șȚȈȚȤȐ ǹȚȘȈȕȐȞȣ ǾȐȚ. 

ǶǩǯǶǸ 

 
 

ǵǭǶǵǨǺǨǳȄǵȃǭ ǰǵȂǭǲǾǰǰ ǼǨǸǴǨǲǶǳǶǫǰǿǭǹǲǰǽ ǷǸǭǷǨǸǨǺǶǪ ǰ ǰǽ 
ǫǭǵǶǺǰǷ-ǯǨǪǰǹǰǴȃǭ ǶǺǬǨǳǭǵǵȃǭ ȅǼǼǭǲǺȃ ǻ ǴȃȀǭǱ ǰ ǲǸȃǹ 

ǷȖȓȍȚȈȍȊȈ ǰ.ǰ., ǷȍȘȍȗȍȓȒȐȕȈ Ƕ.Ǫ., ǩȖȧȘȠȐȕȖȊȈ Ƕ.ǹ., ǳȐȓȤȗ ǰ.ǫ., ǴȈȘȒȐȕȈ ǵ.Ǫ., 
ǺȐȔȖȠȍȕȒȖ Ǻ.Ǫ., ǸȍȊȐȡȐȕ Ǩ.Ǫ. 

387 0 

 
 

ǵ.ǲ. ǲǶǳȄǾǶǪ ǰ ǰǹǹǳǭǬǶǪǨǵǰȇ ǷǶ ȅǲǹǷǭǸǰǴǭǵǺǨǳȄǵǶǱ ȅǴǩǸǰǶǳǶǫǰǰ (ǲ 
140-ǳǭǺǰȆ ǹǶ Ǭǵȇ ǸǶǮǬǭǵǰȇ) 

ǷȖȔȍȓȖȊȈ Ǵ.Ǩ. 
401 1 

ǼǰǯǰǶǳǶǫǰȇ ǸǨǯǪǰǺǰȇ 

 
 

ǪǶǯǸǨǹǺǵȃǭ ǰǯǴǭǵǭǵǰȇ ǿǻǪǹǺǪǰǺǭǳȄǵȃǽ ǵǭǱǸǶǵǶǪ, ǹǶǬǭǸǮǨȁǰǽ 
ǲǨǳȄǾǰǺǶǵǰǵ ǫǭǵ ǸǶǬǹǺǪǭǵǵȃǱ ǷǭǷǺǰǬ Ǫ ǻǹǳǶǪǰȇǽ ǬǭǼǰǾǰǺǨ 
ǨǼǼǭǸǭǵǺǨǾǰǰ ǻ ǲǸȃǹȃ 

ǷȖȘșȍȊȈ Ǫ.Ǫ., ǹȚȘȍȓȒȖȊ Ǩ.Ǩ., ȀȐȓȒȐȕ Ǫ.Ǫ., ǴȈșȓȦȒȖȊ Ƿ.Ǵ. 

405 4 

ǩǰǶǳǶǫǰȇ ǸǨǯǪǰǺǰȇ ǸǨǹǺǭǵǰǱ 

 
 

ǰǯǴǭǵǭǵǰǭ ǺǸǨǵǹǷǶǸǺǵǶǱ ǨǲǺǰǪǵǶǹǺǰ ǷǸǶǺǶǵǵȃǽ ǵǨǹǶǹǶǪ ǲǳǭǺǶǲ 
ǲǶǳǭǶǷǺǰǳǭǱ ǵǨ ǸǨǵǵǰǽ ȅǺǨǷǨǽ ǸǨǯǪǰǺǰȇ ǷǸǶǸǶǹǺǲǶǪ ǲǻǲǻǸǻǯȃ 

ȀȐȠȖȊȈ Ǵ.Ǽ., ǺȈȕȒȍȓȦȕ Ƕ.Ǫ., ǸțȌȈȠȍȊșȒȈȧ ǭ.ǳ., ǭȔȍȓȤȧȕȖȊ Ǫ.Ǫ., ȀȈȝȖȊȈ ǵ.Ǫ., 
ǲȐȘȗȐȟȕȐȒȖȊȈ Ǩ.Ǩ. 

413 1 

ȅǲǹǷǭǸǰǴǭǵǺǨǳȄǵǨȇ ȅǴǩǸǰǶǳǶǫǰȇ 

 
 

ǹǶǴǨǺǰǿǭǹǲǰǱ ȅǴǩǸǰǶǫǭǵǭǯ Ǫ ǲǻǳȄǺǻǸǭ IN VITRO ǺǸǭǽ ǪǰǬǶǪ 
ǳǰǹǺǪǭǵǵǰǾȃ 

ǺȘȍȚȤȧȒȖȊȈ ǰ.ǵ., ǩȈȘșțȒȖȊȈ Ǩ.Ǫ. 
425 6 

ǴǭǽǨǵǰǯǴȃ ǷǸǶǳǰǼǭǸǨǾǰǰ ǰ ǬǰǼǼǭǸǭǵǾǰǸǶǪǲǰ ǲǳǭǺǶǲ 

 
 

ǨǷǶǷǺǶǯ ǰ ǬǰǼǼǭǸǭǵǾǰǸǶǪǲǨ Ǫ ǷǸǭǯǻǴǷǺǰǪǵǶǱ ǵǭǱǸǨǳȄǵǶǱ ǹǭǺǿǨǺǲǭ 
ǰ ǷǸǭǯǻǴǷǺǰǪǵǶǴ ǷǰǫǴǭǵǺǵǶǴ ȅǷǰǺǭǳǰǰ ǹǭǺǿǨǺǲǰ Ǫ ǸǨǵǵǭǴ ǸǨǯǪǰǺǰǰ 
ǫǳǨǯǨ ǻ ǮǨǩȃ BUFO RADDEI STRAUCH 

ǽȈȕ Ǫ., ǽȈȕ ǰ.Ƿ., ǪȈȕȋ ǯ.Ǹ. 

436 0 

ǰǹǺǶǸǰȇ ǵǨǻǲǰ 

 
 

ǨǵǬǸǭǱ ǷǨǪǳǶǪǰǿ ǬȃǩǨǵ (ǲ 90-ǳǭǺǰȆ ǹǶ Ǭǵȇ ǸǶǮǬǭǵǰȇ) 

ǪȈșȍȞȒȐȑ ǹ.ǫ., ǬȣȉȈȕ Ƿ.Ǩ. 447 0 

 
 

ǲ 100-ǳǭǺǰȆ ǹǶ Ǭǵȇ ǸǶǮǬǭǵǰȇ ǺǨǺȄȇǵȃ ǨǵǺǶǵǶǪǵȃ ǬǭǺǳǨǼ 

ǪȈșȍȞȒȐȑ ǹ.ǫ. 450 0 

KǸǨǺǲǰǭ ǹǶǶǩȁǭǵǰȇ 

 
 

ǶǺǲǸȃǺǰǭ ǷǨǴȇǺǵǶǱ ǬǶǹǲǰ ǲ.Ǽ. ǪǶǳȄǼǻ Ǫ ǷǭǺǭǸǩǻǸǫǹǲǶǴ 
ǨǲǨǬǭǴǰǿǭǹǲǶǴ ǾǭǵǺǸǭ 

ǰȊȈȕȖȊȈ ǭ.Ǩ. 
455 0 

 

 

http://elibrary.ru/item.asp?id=17965656
http://elibrary.ru/item.asp?id=17965656
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http://elibrary.ru/item.asp?id=17965665
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Начало серии работ, обзору которых посвящена
статья, было положено сообщением Л.И. Короч-
кина о результатах одной из его ранних работ. В
ней было обнаружено, что введение дексаметазона
крысятам в ранний постнатальный период вызва-
ло у взрослых животных увеличение числа холи-
нергических нейронов в шейном симпатическом
ганглии. Предложив исследовать этот феномен,
Л.И. Корочкин высказал предположение, что если
нервные клетки, проходящие дифференцировку,
испытывают влияние низкомолекулярных биоло-
гически активных веществ, то может произойти
изменение числа нейронов той или иной “эргич-
ности”, и этот эффект можно будет обнаружить и у
взрослых животных. Сейчас очевидно, что изуче-
ние отдаленных последствий ранних воздействий
на развивающийся мозг важно как в теоретиче-
ском, так и в практическом отношении (Slotkin,
1998; Viggedal et al., 1993; Vorhees, 1994; Mothes
et al., 1996; Maguire, Mody, 2008). Эти феномены
интенсивно исследуют, однако они остаются ма-
лоизученными в аспекте механизмов их отстав-
ленного действия. Согласно предположению
О. Краера (Otto Krayer) уровни экспрессии генов

при стимуляции рецепторов в критические перио-
ды развития изменяются по-иному, чем при такой
же стимуляции зрелой ЦНС (цитировано по Slot-
kin, 1998). Оценка генотипических особенностей в
реализации отдаленных эффектов ранних воздей-
ствий на мозг практически отсутствует. Один и тот
же рецептор при этом может участвовать в сиг-
нальных каскадах, связанных с пролиферацией, с
ее остановкой, с ростом клеток и их смертью. В ка-
честве примера Т. Слоткин приводит разную роль
бета-адренергических рецепторов, стимуляция
которых в раннем постнатальном онтогенезе уси-
ливает деление клеток, а более поздняя стимуля-
ция вызывает остановку деления клеток (Slotkin,
1998). 

Обнаружены отдаленные изменения различ-
ных признаков поведения взрослых мышей и крыс
после раннего введения целого ряда препаратов:
этанола (Pick et al., 1993; Middaugh et al., 1994),
морфина (D’Amato et al., 2001), хлорпирифоса
(Venerosi et al., 2008), азид-тимидина (Venerosi et al.,
2002), анестетиков (Schroeder et al., 1997, Koch
et al., 2008; Loepke et al., 2009; Agrawal, Shapiro,
2005; Wang et al., 2008), никотина (Counotte et al.,
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Представлен обзор экспериментальных данных, свидетельствующих, что введение новорожденным
мышам и крысам ряда биологически активных соединений (АКТГ4-10, его синтетический аналог се-
макс, пирацетам, кофеин, леветирацетам, бусперон и др.) обнаруживает свой эффект во взрослом
возрасте в виде изменений поведения и физиологических реакций, а также некоторых морфологи-
ческих показателей. Анализировали предрасположенности к аудиогенным судорогам, выражен-
ность реакций страха–тревоги, исследовательской активности, болевой чувствительности. Обнару-
женные отдаленные эффекты неонатального введения этих веществ мышам и крысам разных гено-
типов по своему направлению либо совпадали с таковыми при введении их взрослым животным,
так и имели противоположный знак. Подобное фармакологическое вмешательство в процессы раз-
вития ЦНС в период раннего постнатального онтогенеза видоизменяют ход нормального развития
мозга. Эти модулирующие влияния предположительно можно связать с воздействием на формиро-
вание нейротрансмиттерных систем мозга. Они могут сказываться и на морфологических призна-
ках ЦНС (число катехоламинергических нейронов, нейрогенез взрослого мозга). 
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2009), кофеина (Guillet, 1995; Алексеев и др.,
2003а; Tchekalarova et al., 2007), анксиолитиков
(Shibuya et al.,1986), пептидов ряда групп (Mc-
Givern et al., 1987; Полетаева и др., 1996а; Шилова
и др., 2000; Дубынин и др., 2000; Алексеев и др.,
2003а; Бояршинова и др., 2004а, б), агонистов и ан-
тагонистов нейромедиаторов (File, Tucker, 1983;
Kaindl, Ikonomidou, 2007; Mehta et al., 2007, Am-
massari-Teule et al., 1990; Táira et al.,1992, 1993;
Costei et al., 2002; Morford et al., 2002; Шилова и др.,
2004; Cohen et al., 2005; Maple et al., 2007; Maguire,
Mody, 2008; Vorhees et al., 2009; Williamsa et al.,
2003, 2004; Noorlander et al., 2008; Vorhees et al.,
2009 и др.), ингибитора NO-синтазы NG-нитро-
L-аргинин-метил-эфир – L-NAME (Тимошенко
и др., 2009а, б) и других веществ.

Ниже дается краткий обзор результатов ана-
лиза изменений поведения, физиологических и
морфологических признаков, полученных на-
шей группой в течение ряда лет. Биологически
активные агенты вводили в течение 1-й (реже –
в течение 2-й) недели жизни крыс или мышей с
последующей оценкой их физиологического
статуса в возрасте 1 мес. или в половозрелом воз-
расте. Были также показаны морфологические
изменения в ЦНС.

КРАТКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ГЕНОТИПОВ 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ ЖИВОТНЫХ 

В разных сериях опытов были использованы
крысы линий КМ, Вистар и Wag/Rij, а также мыши
линий СВА/Lac/Sto, С3Н/He, C57BL/6J, DBA/2J,
101/HY, RLB, RSB.

Линии крыс. Инбредная линия крыс Крушин-
ского-Молодкиной (КМ) характеризуется пред-
расположенностью к аудиогенной эпилепсии с по-
чти 100% пенетрантностью и высокой экспрессив-
ностью этого признака (Семиохина и др., 2006).
Аутбредная линия Вистар в конце 40-х годов по-
служила основой для селекции крыс линии КМ.
В настоящее время небольшая и изменчивая доля
(12–23%) крыс Вистар обнаруживает аудиогенные
судорожные припадки невысокой интенсивности,
практически никогда не имеющие тонического
компонента. Крысы линии Wag/Rij, использован-
ные в одном из исследований (Алексеев и др.,
2002а), характеризуются спонтанными приступа-
ми кратковременных “малых припадков” (Kuz-
netsova et al., 1996). Примерно у трети животных
этой линии обнаруживаются также и аудиогенные
судорожные припадки (Midzyanovskaya et al.,
2004).

Линии мышей. Инбредные линии СВА,
DBA/2J, С3Н и C57BL/6J – коммерческие стан-
дартные линии (Бландова и др., 1983). Мыши ли-
нии DBA/2J в высоком проценте случаев предрас-
положены к аудиогенной эпилепсии и обнаружи-
вают ее с 20 до 42–45-дневного возраста. Мыши
линий СВА и С3Н не обнаруживают аудиогенных

судорожных припадков. Линия С57BL/6J – устой-
чива к действию звука, однако могут стать чувстви-
тельными после процедуры прайминга (предвари-
тельному воз действию звука в возрасте 14–18 дней
(Henry, 1967). Мыши линии 101/HY обладают не-
стабильностью хромосомного аппарата и имеют
дефекты в системе репарации ДНК, которые на-
следуются рецессивно и обусловлены мутацией
одного гена, обозначенного mut-1 (Карагодина,
Съяксте, 1981). Для мышей линии 101/HY харак-
терны редко встречающееся нарушение локомо-
ции, выражающееся в попятных движениях в но-
вой ситуации (Полетаева и др., 1992) и предраспо-
ложенность к аудиогенной эпилепсии, которая, в
отличии от мышей DBA/2J, наиболее сильно вы-
ражена у них в возрасте 2–3 мес. (Полетаева и др.,
1996б). Мыши линий RLB и RSB (Russian Large
Brain, Russian Small Brain) были получены каждая
от одной самки линий БМ и ММ, селектирован-
ных, соответственно, на большой и малый вес моз-
га, и подвергнутых процедуре пересадки эмбрио-
нов (Маркина и др., 2004).

Использованные вещества, их введение. Ново-
рожденным мышам и крысам ряда генотипов (см.
ниже) в возрасте со 2-го по 6-й дни жизни вводили
АКТГ4-10, семакс (устойчивый к расщеплению
пептидазами аналог АКТГ4-10), кетамин (неконку-
рентный антагонист NMDA-рецепторов), кофеин
(антагонист аденозиновых А-1 рецепторов), пира-
цетам, мелатонин (данные не представлены), бу-
спирон (агонист 5НТ-2А рецепторов), L-NAME
(ингибитор NOS), леветирацетам (противосудо-
рожное средство). Вещества, растворенные в ди-
стиллированной воде или физиологическом рас-
творе, вводили в течение 5 дней подкожно в об-
ласть холки детенышам крыс и мышей, начиная с
2-дневного возраста, за исключением нескольких
серий, в которых сроки введения были иными (см.
ниже). Контрольными во всех экспериментах бы-
ли две группы – 1) контроль эффекта болевой сти-
муляции (введение растворителя) и 2) интактные
животные. Контрольные и экспериментальные
животные принадлежали одному и тому же помету. 

В возрасте 4 недель животных индивидуально
метили, рассаживали самцов и самок и содержали
до достижения ими взрослого возраста (в боль-
шинстве серий – 8 нед. и старше). Воду и корм
(фирмы МЭСТ и Лабораторкорм, Москва) живот-
ные получали ad lib. При выполнении работы авто-
ры придерживались биоэтических правил, изло-
женных в декларации 86 ЕС.

ТЕСТИРОВАНИЕ 
НЕЙРОФИЗИОЛОГИЧЕСКОГО СТАТУСА 

ВЗРОСЛЫХ ЖИВОТНЫХ 
Аудиогенная эпилепсия

Методика. Животное помещали в звукоизоли-
рующую камеру, в которую подавали звук (звонок,
сила 100 дБ). В случае развития аудиогенного судо-
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рожного приступа (АП) регистрировали латент-
ный период (ЛП) его начала, а также начала его по-
следующих фаз и интенсивность приступа в услов-
ных баллах (Семиохина и др., 2006).

Эксперименты на мышах. В разных сериях опы-
тов мышам линий DBA/2J, 101/HY и
СВА/Lac/Sto, С3Н, C57BL/6J в возрасте 2–6 дней
вводили семакс (40 мг/кг), кофеин (200 мг/кг), пи-
рацетам (50 мг/кг) или растворитель. Небольшой
группе мышей линии 101/HY в неонатальный пе-
риод вводили фрагмент АКТГ 4-10 (40 мг/кг). Эти
воздействия изменили зависимым от генотипа об-
разом интенсивность и временные показатели
аудиогенных судорожных припадков этих живот-
ных в возрасте 1 мес. (табл. 1 и 2). 

Интенсивность АП у взрослых мышей линии
101/HY после неонатальной болевой стимуляции
была недостоверно выше, а после введения
АКТГ 4-10 – ниже, чем у интактных. Неонаталь-
ное введение семакса и болевая стимуляция резко
изменили показатели АП только у мышей линии
DBA/2, но не у 101/HY (табл. 1). АП был причиной
гибели некоторых животных, причем среди мы-
шей DBA/2 погибших мышей было достоверно
больше, чем среди животных других линий (21 жи-
вотное – DBA/2 и 6 мышей – всех остальных ли-
ний). Это связано с тестированием их в период

наибольшей подверженности мышей данной ли-
нии аудиогенной эпилепсии. У мышей DBA/2 до-
ля погибших животных после неонатальной боле-
вой стимуляции (p < 0.001, метод ϕ) была достовер-
но выше, чем у интактных, тогда как после
введения семакса она была достоверно ниже, чем
при болевой стимуляции (p < 0.01) (Бояршинова
и др., 2008). 

Анализ длительности АП и его тяжести (табл. 2)
с помощью двухфакторного ANOVA (по выборке
мышей двух линий – DBA/2J и 101/HY, подвер-
женных аудиогенной эпилепсии) выявил досто-
верное влияние факторов “линия” и “неонаталь-
ное воздействие” (неонатальное введение кофеина
и пирацетама), а также достоверный эффект их
взаимодействия (Маркина и др., 2006).

Таким образом, “неонатальное” введение ней-
ропептидов, кофеина и пирацетама имело отда-
ленные последствия в виде модуляции АП у мы-
шей, и выявило генотипические особенности в
этих реакциях. Даже у двух линий мышей, пред-
расположенных к АП, отдаленные эффекты нео-
натальных воздействий различались. Столь разные
по механизму действия кофеин и пирацетам сход-
ным образом усилили АП у линии 101/HY, но из-
менили его в разных направлениях у мышей линии
DBA/2J.

Таблица 1. Средний балл (± ошибка средней) аудиогенного припадка мышей разных генотипов в возрасте 1 мес.
у интактных мышей, а также после неонатального введения семакса и болевой неонатальной стимуляции

Линия
Воздействие

семакс бол. стимул. интактные

DBA/2 1.16***#
 ± 0.23 4.00*** ± 0.30 2.00 ± 0.29

CBA 1.21 ± 0.18 0.08 ± 0.26 0.84 ± 0.24

101/HY 1.21 ± 0.19 0.96 ± 0.18 0.95 ± 0.19

C3H 0.85 ± 0.25 0.08 ± 0.26 1.21 ± 0.26 

C57BL/6 0.08 ± 0.26 0.00 ± 0.27 0.00 ± 0.38

*** – достоверно отличается от группы интактных мышей при p < 0.001;

# – достоверно отличается от группы с неонатальной болевой стимуляцией при p < 0.05.

Таблица 2. Средний балл (± ошибка средней) аудиогенного припадка мышей разных генотипов в возрасте 1 мес.
у интактных мышей, а также после неонатальной болевой стимуляции, введения кофеина и пирацетама

Линия
Неонатальное воздействие 

Интактные Бол. стимуляция Кофеин Пирацетам

DBA/2J 1.42 ±  0.18 1.18 ± 0.20 @ 1.59 ± 0.22 0.65 ± 0.24**

101/HY 1.56 ±  0.17 1.05 ± 0.25 3.12 ± 0.22***# 1.96 ± 0.18**

CBA/Lac/Sto 0.27 ±  0.21 0.82 ± 0.20@ 0.86 ± 0.25& 0.54 ± 0.32

*, **,*** – достоверно отличается от группы интактных мышей при p < 0.05, р < 0.01 и p < 0.001 соответственно (критерий Фишера); 
# – достоверно отличается от группы мышей c болевой стимуляцией при р < 0.001 (критерий Фишера); 
@ – достоверно отличается от группы интактных мышей (тест медианы); 
&– отличается от группы интактных мышей р = 0.069 (тенденция);
$ – отличается от группы интактных мышей р = 0.055 (тенденция).
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Эксперименты на крысах. Неонатальная боле-
вая стимуляция снизила интенсивность АП у крыс
КМ и Вистар, тогда как последующее введение се-
макса возвратило эти показатели к уровню интакт-
ной группы. Неонатальное введение кофеина кры-
сам КМ парадоксально ослабило интенсивность
АП (у взрослых крыс кофеин усиливает предрас-
положенность к АП). Неонатальные воздействия
были менее эффективными у крыс Вистар, и, в
особенности, у крыс линии WAG/Rij (Алексеев
и др., 2003а). 

Неонатальное воздействие (болевая стимуля-
ция и введение леветирацетама, эффективно сни-
жающего интенсивность АП при введении взрос-
лым животным, достоверно снизило интенсив-
ность АП у молодых крыс КМ. По данным
однофакторного ANOVA (F1-2 = 4.96, p = 0.0013)
эффект введения леветирацетама был достовер-
ным (достоверные отличия от группы с неонаталь-
ной БС р = 0.0041 и интактной группы, р = 0.0002,
LSD тест). У всех животных, получавших левети-
рацетам, при включении звука наблюдалась мощ-
ная стартл-реакция, которая по своей интенсивно-
сти напоминала начальные фазы АП, но была
очень короткой, после чего в некоторых случаях
развивался АП. Кроме того, неонатальное введе-
ние леветирацетама резко изменило характер
мышечных сокращений в судорожной фазе при-
падка – все судороги происходили в положении
на спине. Сходное явление было отмечено у
крыс и после неонатального введения кофеина.
Подобный феномен описан впервые. Он может
быть результатом изменений в распространении
возбуждения по нейронным цепям, участвую-
щим в генерации АП. 

Неонатальное введение семакса и L-NAME
крысам КМ и Вистар изменило интенсивность АП
генотип-зависимым образом (Тимошенко и др.
2009а), а введение кетамина и мелатонина привело
к видоизмению предрасположенности к АП (Са-
лонин и др., 2004; Савина и др., 2005).

Болевая чувствительность 

Методика. Болевой порог оценивали методом
“tail flick”, при локальном термическом раздраже-
нии средней части хвоста. Каждое животное тести-
ровали 3 раза с интервалом 5–6 мин, регистрируя
ЛП отдергивания хвоста (в с).

У мышей линии CBA и DBA неонатальное вве-
дение пирацетама (а у мышей DBA – и леветира-
цетама) вызвало у взрослых животных достоверное
(р < 0.05, LSD тест Фишера) снижение болевых по-
рогов, т.е. повышение болевой чувствительности.
В то же время у взрослых мышей С3Н неонаталь-
ное введение пирацетама, напротив, понизило бо-
левой порог (р < 0.05). 

У 2 мес. мышей СВА при неонатальном введе-
нии семакса болевой порог повысился (отличие от
группы с болевой стимуляцией, р = 0.0492). 

Болевая чувствительность взрослых мышей и
крыс контрольных групп, получавших в неона-
тальном возрасте инъекции растворителя, т.е. ис-
пытавших в течение пяти дней болевую стимуля-
цию, была изменена, а во многих случаях повы-
шена (см. рис. 1, Бояршинова и др., 2003б;
Алексеев и др., 2003б). У мышей нескольких гено-
типов (СВА, DBA/2J, их гибридов, 101/HY, C3H,
RSB и RLB и др.) неонатальная болевая стимуля-
ция вызвала изменение болевого порога, выра-
женность которого зависела от пола и генотипа
(рис. 1). Двухфакторный ANOVA для данных по
первой пробе “tail-flick” показал приближающе-
еся к достоверности влияние фактора “генотип”
(F1-4 = 3.8531, p = 0.0506),  фактора “воздей-
ствие” (F1-4 р = 0.0531) и достоверное взаимодей-
ствие двух факторов (F1-15 = 2.0504, р = 0.0125).
Снижение болевых порогов после неонатальной
болевой стимуляции было достоверным у взрос-
лых самцов линий DBA, 101/HY и RSB (р = 0.0351,
р = 0.0318 и р = 0.0424, соответственно) и недосто-
верным у взрослых самок этих генотипов, тогда
как у всех мышей линии СВА болевые пороги бы-
ли также снижены, но недостоверно (Бояршинова
и др., 2003б). 

У крыс неонатальная болевая стимуляция так-
же изменила уровень болевой чувствительности в
возрасте 3 мес., причем этот эффект был обнару-
жен у крыс линии КМ и Вистар, но отсутствовал у
Wag/Rij, что, возможно, отражает описанную у них
аномалию опиоидной системы (Алексеев и др.,
2003б).

Поскольку проблема снижения болевых поро-
гов после болезненных вмешательств в неонаталь-
ный период существует и в клинической неоната-
логии (Fitzgerald, Beggs; 2001, Anand, Bhutta, 2002;
Peters et al., 2005; Grunau, 2002), в частности с де-
монстрацией половых различий (Rasakham, Chen,
2011), демонстрация в эксперименте генетических
различий в характере этого эффекта показывает
новый и важный в практическом отношении ас-
пект этого феномена. 

ТЕСТИРОВАНИЕ ПОВЕДЕНИЯ
ВЗРОСЛЫХ ЖИВОТНЫХ 

Тест “открытое поле”

Методика. Тест проводили в круглой арене диа-
метром 1 м с высотой стенок 60 см. В полу арены,
расчерченном на квадраты (8 × 8 см для мышей и
16 × 16 см для крыс), имелись отверстия для выяв-
ления заглядываний в них (норковая реакция). В
полуавтоматическом режиме регистрировали чис-
ло пересеченных сторон квадратов, стойки, нор-
ковые реакции, реакции замирания, эпизоды гру-
минга и число фекальных болюсов. 
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Исследования на мышах. Оценка отдаленных
эффектов ранних воздействий проводилась в дан-
ном тесте в 2 сериях экспериментов (Шилова и др.,
2004). Приведем некоторые из полученных резуль-
татов. Неонатальное (2–6 дни жизни) введение се-
макса (7 мкг/мышь) и растворителя мышам линий
DBA/2, CBA, и их гибридам, а в другой серии –
мышам линий 101/HY и C3H вызывали зависимые

от генотипа изменения поведения у взрослых жи-
вотных в возрасте 2–3.5 мес. 

Были отмечены, в частности, изменения (рост
или снижение) числа эпизодов и длительности ре-
акции замирания, эпизодов чистки шерсти (гру-
минга), уровня двигательной активности, а также
числа вставаний на задние лапы и “норковых реак-
ций” (см. рис. 2). 
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Рис. 1. Отдаленный эффект болевой стимуляции в неонатальный период. Уровень порогов болевой чувствительности
2 мес. самцов и самок мышей линий DBA/2J (1, n = 70), CВА/Lac/Sto (2, n = 74), гибридов F1 этих линий (3, n = 56),
101/HY (4, n = 85), C3H/He (5, n = 48), RLB и RSB (6, 7, n = 84, выведены от единственных самок линий мышей, селек-
тированных на малый и большой вес мозга, эмбрионы которых подверглись процедуре пересадки). Болевая чувствитель-
ность выражена как доля (в %) от 100% уровня болевой чувствительности интактных контрольных животных. m – самцы,
f – самки. * – достоверно отличается от уровня контроля (p < 0.05).

Рис. 2. Отдаленный эффект неонатального введения семакса мышам двух линий. Тест “открытое поле”. А – число эпи-
зодов груминга за 3 мин теста суммарно. Б – число “стоек” за 3 мин теста суммарно. Обозначения: белые столбики – ин-
тактные мыши, косая штриховка – неонатальная болевая стимуляция, серые – неонатальное введение семакса. По оси
ординат – число элементов поведения. 
* – достоверное отличие (р < 0.05) от интактной группы.
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В ряде случаев изменения числа поведенческих
актов, характерных для исследовательского пове-
дения (стойки, норковые реакции и др.) обнару-
живались только в группах с неонатальной боле-
вой стимуляцией (контрольного введения раство-
рителя), тогда как между группами интактных
мышей и после неонатального семакса достовер-
ные различия нередко отсутствовали. Это позво-
ляет предполагать, что неонатальное введение се-
макса (т.е. болевая стимуляция + семакс) “возвра-
щало к норме” поведение, которое было бы
изменено неонатальной болевой стимуляцией.
Достоверных сдвигов поведения в ответ на неона-
тальные воздействия у мышей линии DBA/2 было
больше, чем у СВА и гибридов этих линий, а у
С3Н – больше, чем у 101/HY. Направление этих
изменений у мышей разных генотипов в ряде слу-
чаев было противоположным. Двигательная ак-
тивность в центре “поля” изменилась только у мы-
шей линии DBA/2, число заглядываний в отвер-
стия изменилось только у мышей СВА, реакция
замирания и чистка шерсти изменились у DBA/2 и
C3H. Известно, что у интактного животного уси-
ление проявлений страха и тревоги сопровождает-
ся подавлением проявления инстинктивных дви-
жений (фиксированных комплексов действий),
направленных на исследование среды. Однако в
наших экспериментах при тестировании поведе-
ния взрослых животных после неонатальных воз-
действий иногда обнаруживалось одновременное
усиление (или ослабление) как поведенческих ак-
тов, связанных с тревожностью (груминг), так и с
исследовательским поведением (стойки и норко-
вые реакции). Это заставляет предположить, что
вмешательство в нормальное развитие ЦНС в нео-

натальном периоде может изменить внутримозго-
вые координации – основу врожденных двига-
тельных координаций, нарушив характерные для
нормы соотношения (Шилова и др., 2004). 

Исследования на крысах. Неонатальное введение
семакса и L-NAME (ингибитор NOS) крысам КМ
и Вистар также изменило целый ряд показателей
поведения взрослых крыс в тесте ОП. Эти измене-
ния затронули проявления исследовательского по-
ведения, которые достоверно изменились в проти-
воположном направлении у двух генотипов – сни-
зились у КМ и усилились у Вистар. Изменения
уровня локомоции в центре арены (как “отрица-
тельный” показатель тревожности) зависели и от
генотипа, и от вводимого препарата, и от пола
(рис. 3). При этом обнаруживалось также досто-
верное взаимодействие факторов “генотип” и
“воздействие”. Последнее отражало тот факт, что
неонатальное введение семакса почти не изменило
этот показатель у взрослых крыс КМ, но достовер-
но усилило его у Вистар. Крысы Вистар, в отличие
от КМ, после неонатального семакса обнаружива-
ли ослабление проявлений страха. Поскольку оба
вещества усиливали нейрогенез (см. ниже) у обеих
линий, подобные расхождения в эффектах могут,
возможно, означать различия в реакции развиваю-
щегося мозга крыс двух линий на усиление про-
дукции новых клеток (а возможно и на снижение
уровня NO). 

Тест приподнятого крестообразного
лабиринта (ПКЛ)

Методика. Крестообразная платформа лаби-
ринта приподнята над полом на 73 см (у него 2 от-
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Рис. 3. Отдаленный эффект неонатального введения семакса и L-NAME самцам крысам двух линий. Тест “открытое по-
ле”, двигательная активность крыс двух линий в центре поля за последовательные мин теста. Ось ординат – число квад-
ратов, пересеченных в центре поля. 1 – интактная группа, 2 – введение семакса, 3 – введение L-NAME. * – достоверное
отличие от интактной группы при р < 0.05.

*

*
*
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крытых и 2 закрытых рукава, размер 50 × 10 см для
крыс и 35 × 7 см для мышей, высота стенок 30 см).
Длительность теста 3 мин. Определяли число вы-
ходов животного в светлые рукава и время, там
проведенное, а также число “свешиваний” с от-
крытых рукавов.

Исследования на  мышах. Двухфакторный
ANOVA выявил достоверное влияние фактора
“воздействие” (F = 4.41, p = 0.038) на число выхо-
дов в открытые лучи лабиринта – один из показа-
телей тревожности. У мышей линий 101/HY и
С3Н, неонатальное болевое раздражение снижало
тревожность по этому показателю. Неонатальное
введение семакса снижало число выходов в откры-
тые рукава у мышей 101/HY (т.е. усиливало тре-
вожность), а также уменьшало время, проведенное
в открытых рукавах ПКЛ (рис. 4). Этот эффект от-
сутствовал у мышей С3Н.

Исследования на крысах. Неонатальное введение
семакса и L-NAME отчетливо снизили стремление
крыс находиться на свету в период теста, и это сни-
жение у крыс КМ было высоко достоверным (р =
= 0.0049 для семакса и р = 0.0008 для L-NAME).
Время, проведенное в открытых рукавах, было
максимальным у крыс интактных групп и досто-
верно (р = 0.0164) выше у линии КМ по сравнению
с Вистар. Таким образом, у крыс КМ тревожность
после неонатальных воздействий была достоверно
выше, чем в контроле, а у Вистар отличия были не-
достоверными. 

Межсамцовая агрессивность в тесте 
со “стандартным оппонентом” 

Методика. Двух самцов 2 мес. возраста (тести-
руемой группы и “стандартного оппонента” –
самца линии A/Sn) помещали одновременно в но-
вую для них пластиковую клетку (40 × 25 × 14 см) и

наблюдали за их поведением (20 мин). Регистри-
ровали проявления агрессивного поведения, в том
числе прямые атаки партнера. Тест проводили
ежедневно в течение 5 дней. 

Буспирон, агонист 5HT-1А рецепторов, вводи-
ли в неонатальный период мышатам двух линий –
RLB и RSB (см. выше). Это неонатальное воздей-
ствие вызвало у взрослых мышей противополож-
ные по направлению изменения межсамцовой
агрессивности. У агрессивных мышей RSB про-
изошло усиление агрессивности, тогда как у низко
агрессивных мышей линии RLB агрессивность
ослабла. В то же время показано, что введение бу-
спирона взрослым животным снижает их межсам-
цовую агрессивность (Sanchez, 1993). Уровни мо-
ноаминов (дофамина, серотонина и их метаболи-
тов) у интактных мышей линий RLB и RSB были
одинаковыми, но в группах после неонатального
введения буспирона их величины отклонялись от
контроля, причем часто в противоположных на-
правлениях (см. Маркина и др., 2004). 

МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование возможных изменений морфо-
логических характеристик ЦНС взрослых живот-
ных, как следствия неонатальных воздействий,
проводилось по двум направлениям.

Исследования изменений количества 
катехоламинергических нейронов

Иммуногистохимическое окрашивание срезов
мозга мышей на тирозин-гидроксилазу позволило
обнаружить отдаленные эффекты неонатального
введения АКТГ4-10 и семакса (рис. 6). Подсчет ней-
ронов, содержащих тирозингидроксилазу в zona
inserta дорсального гипоталамуса взрослых мы-
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Рис. 4. Отдаленный эффект неонатального введения семакса мышам линий 101/HY и С3Н. Тест ПКЛ. А – число выходов
в светлые рукава лабиринта. Б – время пребывания в открытых рукавах. Белые столбики – интактные животные, штри-
ховка – неонатальная болевая стимуляция, серые – введение семакса *,*** – достоверно отличается от показателей ин-
тактной группы, при p < 0.01, p < 0.001 соответственно. 
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шей, проведенный методом оптического дисекто-
ра, показал генотип-зависимое увеличение их ко-
личества (рис. 7). Неонатальный АКТГ 4-10 (кото-
рый вводили только мышам линии 101/HY)
увеличил их число, а семакс (у линий 101/HY, CВА
и DBA/2J), напротив, достоверно снизил (Бояр-
шинова и др., 2004б). Следует отметить, что ука-
занное влияние неонатального введения пептидов
на число нейронов сказывается, по-видимому,
лишь на катехоламинергические нейроны, по-
скольку иммуногистохимическая окраска на трип-
тофангидроксилазу не выявила эффекта неона-
тальных воздействий – различий между интактны-
ми и в числе серотонинергических нейронов ядер
шва (данные не приводятся) не было.

Исследования пролиферативной активности
в зубчатой фасции гиппокампа 

Используя иммуногистохимический метод
окрашивания срезов мозга на маркер делящихся
клеток Ki67, было показано, что неонатальное вве-
дение и семакса, и L-NAME детенышам мышей
(линии 101/HY и С3Н) и крыс (КМ и Вистар) при-
водит к усилению нейрогенеза в пролиферативной
зоне зубчатой фасции гиппокампа (рис. 8). На сре-

зах мозга мышей, получавших инъекции семакса,
было обнаружено достоверное увеличение числа
клеток, иммунопозитивных к Ki67, по сравнению
с контрольными животными (табл. 3). В таблице
приведены данные по нескольким сериям экспе-
риментов, которые различались сроками введения
семакса. За исключением серии 1 перфузия мозга
производилась спустя 7–10 дней после окончания
инъекций, из чего можно заключить, что стимули-
рующий деление клеток эффект семакса продол-
жался и после прекращения его введения. Кроме
того, в мозге мышей С3Н (серия 3) оценили экс-
прессию даблкортина, белка, который экспресси-
руется в нейробластах. Подсчет клеток (табл. 3) по-
казал, что введение семакса вызвало достоверное
увеличение числа нейробластов, из чего следует,
что введение семакса усиливает и собственно ней-
рогенез. Неонатальное введение L-NAME мышам
обеих линий также увеличивало число делящихся
клеточных элементов в этой зоне мозга, что можно
было обнаружить спустя разные сроки после пре-
кращения воздействий (данные не приводятся).
Усиление пролиферативной активности в рамках
проведенных экспериментов не обнаружило меж-
линейных различий в своей интенсивности.
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Рис. 5. Отдаленные эффекты неонатального введения буспирона мышам линий RSB и RLB на межсамцовую агрессив-
ность (по оси ординат - число атак, по оси абсцисс – последовательные дни эксперимента) в тесте со стандартным оп-
понентом (самцы линии А/He). А – линия RLB, Б – линия RSB. Неонатальная болевая стимуляция не изменила пока-
зателей агрессивности у обеих линий и данные по двум контрольным группам были суммированы. Белые столбики – ин-
тактные мыши и мыши с неонатальной болевой стимуляцией, штрихованные – неонатальное введение буспирона.
* – достоверно отличается от показателя контрольной группы при р < 0.05.

Рис. 6. Микрофотографии zona incerta промежуточного мозга взрослых мышей линии 101/HY: А – неонатальное введе-
ние АКТГ4-10; Б – контроль; В – неонатальное введение семакса. Масштаб – 1 мм.
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Введение семакса и L-NAME новорожденным
крысам также усилило пролиферативную актив-
ность в субгранулярной зоне зубчатой фасции гип-
покампа более поздние периоды жизни. Как и в
опытах с мышами, у крыс обеих линий число но-
вых клеток в данной области мозга было достовер-
но больше, чем в контрольной группе (рис. 8).
Влияние введения этих препаратов (данные по
L-NAME не приводятся) было отмечено и через
2 недели после окончания введения препаратов
(Тимошенко и др., 2009б). Если активирующее
пролиферацию влияние ингибитора NO-синтазы

было описано и ранее (Peunova et al., 2001), то та-
кой же эффект семакса был получен впервые. 

В наших экспериментах не было обнаружено
существенных различий в уровне активирующего
эффекта неонатального введения семакса на кле-
точную пролиферацию в зубчатой фасции гиппо-
кампа между крысами линий КМ и Вистар и между
мышами линий 101/HY и С3Н. Однако в эффекте
увеличения числа катехоламинергических нейро-
нов в zona incerta мозга мышей разных линий, так-
же показанном в нашей работе, межлинейные раз-
личия были обнаружены. 

Рис. 7. Средние величины количества клеток, иммунопозитивных к тирозингидроксилазе, в zona inserta промежуточного
мозга мышей (подсчет методом оптического дисектора). а – 4-мес. мыши линии 101/HY; б – 3-нед. мыши линии DBA/2;
в – 4-мес. мыши DBA/2; г – 4-мес. мыши линии С3Н. Черные столбики – контроль (неонатальные инъекции раствори-
теля); двойная штриховка – контроль (хэндлинг); штриховка – неонатальное введение АКТГ4-10; белые столбики – нео-
натальное ведение семакса (см. подпись к рис. 1). *, ** – различия достоверны при р < 0.05 и р < 0.01 соответственно. По
оси ординат – число клеток, содержащих тирозин-гидроксилазу (Бояршинова и др., 2004).

120

100

80

60

40

20

0

120

100

80

60

40

20

0

140

160

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7

КМ Вистар

Рис. 8. Число клеток, иммунопозитивных к Ki67, в зубчатой фасции взрослых крыс линии КМ и Вистар. Белые
столбики – интактные животные, серые – неонатальное введение семакса. По оси ординат – число клеток, по оси абс-
цисс – данные по отдельным животным.

220
200
180
160
140
120
100

80
60
40
20

0
a б в г

**

* *

*

*



396

ОНТОГЕНЕЗ  том 43  № 6  2012

ПОЛЕТАЕВА и др.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследование физиологических реакций и по-
ведения мышей и крыс разных генотипов после
неонатальных воздействий выявило различия как
в знаке, так и в степени выраженности изменений,
ими вызываемых. Это может означать, что непо-
средственной причиной изменений функций
ЦНС во взрослом возрасте после неонатальных
воздействий могут быть сложные по своим меха-
низмам и зависящие от генетических особенно-
стей особи изменения в созревании ЦНС. Подоб-
ные эффекты, как упоминалось выше, могут объ-
ясняться особенностями режима работы мемб-
ранных рецепторов ЦНС в ранние периоды разви-
тия (Slotkin, 1998). 

Предрасположенность к аудиогенной эпилеп-
сии, как у мышей, так и у крыс, определяется мор-
фо-физиологической организацией нейронных
сетей нижнего и верхнего двухолмия, черной суб-
станции и других структур ствола мозга. В реализа-
ции аудиогенного судорожного припадка важная
роль принадлежит глутаматергической, ГАМК-ер-
гической, также катехоламинергической систем
(Faingold, 1999). 

Разное участие пуринергической системы в це-
пи процессов, определяющих генез АП (влияние
неонатально введенного кофеина) у мышей двух
генотипов указывает на возможное участие в них
именно пуринергического звена. Введение кофеи-
на было испытанным методическим приемом усу-
губления тяжести АП у крыс линии КМ, причем,
по предположению Л.В. Крушинского, это усиле-
ние связывали не с ослаблением тормозных “ре-
зервов” ЦНС, а с усилением процесса возбужде-
ния (Семиохина и др., 2006). Однако это предпо-
ложение, по-видимому, не может быть справед-
ливым для аудиогенных припадков у мышей. В на-
ших экспериментах неонатальное введение кофе-

ина вызвало отчетливое усиление тяжести припад-
ка только у мышей линии 101/HY, но мало изме-
нило этот признак у линии DBA, хотя, животные
этого генотипа находились на “пике” предраспо-
ложенности к аудиогенной эпилепсии. Пуринер-
гическая система мозга влияет на функционирова-
ние глутаматергических структур (Dall’Igna et al.,
2003), участвующих в формировании аномальной
реакции на звук у грызунов (Sakamoto et al., 2002),
и дофаминергических структур, модулирующих
аудиогенную эпилепсию (Dassesse et al., 1999). Эф-
фекты агонистов и антагонистов аденозиновых ре-
цепторов на аудиогенные судороги у мышей DBA
при непосредственном введении были описаны
подробно (Maxson et al., 1977). Так, например, вве-
дение ингибитора синтеза глюкокортикоидов –
метопирона – предотвращает формирование
предрасположенности к аудиогенным судорогам у
мышей линии C57BL/, тогда как на мышей DBA
данный препарат не влияет. Это свидетельствует о
различии в механизмах аудиогенной эпилепсии у
мышей разного генотипа.

Аудиогенная эпилепсия, как дискретный пато-
логический признак, наиболее характерна для
ЦНС грызунов, возможно, в силу особенностей
организации периферического и центрального от-
делов их слуховой системы (Семиохина и др.,
2006). Характерная для этих судорог фаза двига-
тельного возбуждения, является, по всей видимо-
сти, проявлением и гипертрофированной реакции
бегства в ответ на сильный стимул, так и начав-
шимся распространением судорожного разряда на
нейронные сети, отвечающие за движения бега.
Подтверждением такого предположения является
отдаленный эффект неонатального введения про-
тивосудорождного агента леветирацитама, при ко-
тором у крыс в возрасте 1–1.5 мес. аудиогенных су-
дорог в ответ на звук не формируется, однако

Таблица 3. Число пролиферирующих клеток в субгранулярной зоне зубчатой фасции гиппокампа мышей линий
101/HY и С3Н после неонатального введения семакса. Иммуногистохимическкая окраска на антитела к Ki67 и
на даблкортин (последняя строка), среднее число клеток на срезе по группе

Линия
№ серии, возраст 

инъекций
(дни жизни)

Семакс Контроль 

101/HY

1. 5 – 10 153.5 ± 13.6* 109.3 ± 2.7

2. 7 – 11 35.8 ± 1* 26.2 ± 2.1

3. 7 – 11 53.2 ± 0.5* 38.8 ± 2.8

4. 11 – 15 30.1 ± 2** 11 ± 1.3

C3H

1. 5 – 11 135.1 ± 5.4* 116.6 ± 1.6

2. 7 – 11 47.7 ± 1.6* 32 ± 2.9

3. 10 – 14 31.3 ± 2.5** 22.9 ± 0.9

4. 16 – 20 50 ± 0.2* 35.8 ± 1

С3Н (DCX) 3. 10 – 14 36 ± 2.8* 21.8 ± 1.2

* – достоверно отличается от значений контрольной группы при р < 0.05; ** – при р < 0.01.
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стартл-реакция (вздрагивание на акустический
стимул) оказывается гипертрофированной. 

Было показано (Chen et al., 1976), что аудиоген-
ные судороги, вызванные у взрослых мышей про-
цедурой “прайминга” (воздействию звука в ран-
нем возрасте) оказались чувствительными к дей-
ствию морфина и налоксона. Это позволило
сопоставить особенности АП после неонатальных
воздействий с развитием и модуляцией в онтогене-
зе болевой чувствительности.

Влияние антидепрессантов на поведение мы-
шей, в том числе и на их агрессивность связано с
функцией серотонинергической системы (Sanchez
et al., 1993; Liang et al., 2003). Зависимые от геноти-
па эффекты неонатального введения антидепрес-
санта буспирона на уровень межсамцовой агрес-
сии у взрослых самцов, показанные в наших экс-
периментах, могут свидетельствовать о различиях
в функции серотонинергической системы у ис-
пользованных линий, или же о различиях в сроках
их формирования. 

Объяснение изменений в уровне болевой чув-
ствительности взрослых животных после неона-
тальной болевой стимуляции и “компенсаторное”
ее снижение, если в этом возрасте вводили семакс,
следует искать на пути анализа формирования
мозгового субстрата болевой чувствительности.
Оно происходит с участием ряда нейротрансмит-
терных систем, в частности опиоидной и ГАМК-
ергической (Koch et al., 2008). Наши эксперимен-
ты показали, что проявление таких эффектов мо-
жет зависеть как от генотипических особенностей,
так и от пола, причем половые различия выявлены
и у человека (Rasakham, Chen, 2011). 

Существуют данные об участии дофаминерги-
ческих структур таламуса и ствола мозга в модуля-
ции болевой чувствительности (Gao et al., 2011).
Они важны для интерпретации результатов, полу-
ченных в наших экспериментах, в которых показа-
но, что после неонатального введения АКТГ4-10
уменьшается количество катехоламинергических
нейронов в zona incerta (Шилова и др. 2000;
Бояршинова и др., 2004б), являющемся частью но-
цицептивной системы мозга (Murray et al., 2009).
Недавно стало известно, что интенсивность пост-
натального нейрогенеза в области таламуса может
модулироваться нейротрофинами (Mooney, Miller,
2011), что в свою очередь может, быть причиной
показанного нами изменения числа нейронов в
zona incerta. 

Усиление пролиферативной активности после
неонатальных инъекций семакса, показанное в на-
ших исследованиях, может иметь общие причины
с модуляцией некоторых реакций в тестах на ис-
следовательское поведение и поведение, связан-
ное со страхом и тревогой, чему имеются подтвер-
ждения в литературе (Bozdagi et al., 2008). Одной из
таких причин может быть, например, изменения в
продукции BDNF, как результата введения семак-
са (Shadrina et al., 2010). 

Можно также полагать, что непосредственной
мишенью влияний, вызванных вмешательством в
ход развития ЦНС, является активность сигналь-
ных путей в нейронах разной “эргичности” в пери-
од активной дифференцировки нейронов (см.,
напр., Wang et al., 2008). Это утверждение выглядит
достаточно общим, однако сам факт модуляции
поведения взрослых мышей и крыс как результат
неонатальных инъекций биологически активных
веществ разных категорий, заставляет предпола-
гать, что ранний постнатальный онтогенез – это
стадия развития ЦНС, в течение которой станов-
ление связей и ергичности нейронов может быть
легко изменено (Crews, 2008). 

Поскольку считается, что первая декада пост-
натального онтогенеза грызунов соответствует
уровню развития плода человека на последнем
триместре беременности, наши данные могут сви-
детельствовать о важности проблемы отдаленных
последствий неонтальных воздействий для здоро-
вья человека. Опасность воздействий на развиваю-
щийся плод человека, связанных, например, с
приемом матерью фармакологических препаратов
из групп наркотических средств и/или антиде-
прессантов, обсуждается клиницистами (Slotkin,
1998; Vorhees, 1994). При этом речь идет не о непо-
средственных токсических эффектах или терато-
генности таких агентов. Данный феномен заслу-
живает особого внимания нейробиологов. Изме-
нения функции ЦНС в период времени,
достаточно отдаленный от неонатального, прояв-
ляются как отклонения в поведении, в изменениях
болевой чувствительности и др. (Porter, 1999; Pu-
chalski, Hummel, 2002). 

Таким образом, мы можем утверждать, что нео-
натальное введение большого ряда биологически
активных веществ, а также болевая стимуляция в
неонатальный период, могут иметь отдаленные
последствия, которые выражаются у взрослых жи-
вотных в виде изменений физиологических реак-
ций и поведения, а также морфологических харак-
теристик мозга. И если в литературе имеется
огромное количество свидетельств наличия по-
добных отдаленных эффектов, существование ге-
нетических особенностей их реализации достаточ-
но подробно проиллюстрировано в нашей работе,
начало которой было положено предположением,
которое около 20 лет назад сделал Л.И. Корочкин.
Механизмы этого феномена и его зависимость от
генотипа следует искать на пути молекулярно-ге-
нетического анализа онтогенеза мозга.

Работа поддержана грантами РФФИ (№ 01-04-
48289а, № 07-04-01287, № 09-04-00481а, 09-04-
13868-офи_ц), грантом РГНФ № 06-06-00351а, а
также Государственным контрактом П720 Феде-
ральной целевой программы “Научные и научно-
педагогические кадры инновационной России на
2009–2013 год”.
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Abstract—Experimental data were reviewed which demonstrated that the neonatal injection effects of certain
biologically active drugs (ACTH4–10 fragment and its analogue Semax, piracetam, caffeine, levetiracetam, bus-
perone, etc.) could be detected in adult animals as changes in physiological and behavioral reactions and in sev-
eral morphological traits as well. Audiogenic seizures proneness, anxiety-fear and exploration behavior as well
as pain sensitivity were analyzed. The remote effects discovered were either similar in direction to those applied
to an adult organism, or opposite to it. Pharmacological treatments of such type presumably interfere the CNS
development during early postnatal ontogeny and change the normal pattern of brain development. These mod-
ulatory influences could be due to changes in neurotransmitter system development and are presumably capable
to induce CNS morphological deviations (numbers of neurons, adult neurogenesis).

Keywords: ontogeny, neonatal treatment, genotype, audiogenic epilepsy, pain sensitivity, anxiety, exploration
behavior, mice, rats.
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Одним из приоритетных направлений совре-
менной биологи является биология развития –
дисциплина, сформировавшаяся на стыке биохи-
мии, цитологии, генетики, эмбриологии и экспе-
риментальной эмбриологии. Одной из предпосы-
лок, способствовавших синтезу этих ранее
обособленных дисциплин, были исследования
по экспериментальной биологии, становление
которой связано с именем выдающегося биолога
ХХ века Николая Константиновича Кольцова
(1872–1940) и организацией Института экспери-
ментальной биологии (ИЭБ).

Период создания ИЭБ – это время расцвета
описательной биологии и первых шагов экспери-
ментальной биологии в нашей стране. Н.К. Коль-
цов в силу уникальной научной интуиции рано
осознал значение метода эксперимента для разви-
тия биологических наук. Он пропагандировал
применение этого метода во всех областях биоло-
гии, считая, что данные описательных дисциплин
служат фундаментом для экспериментальных ис-
следований. Важное место в биологическом экспе-
рименте Н.К. Кольцов отводил методам физики и
химии. По его мнению, для изучения жизненных
явлений необходимо использовать весь комплекс
физических и химических методов исследования
[1]. Н.К. Кольцова беспокоила обособленность
областей биологии, он считал, что в активно раз-
вивающихся экспериментальных дисциплинах
(генетика, цитология, биохимия, физиология раз-
вития) оказались сильны тенденции к изоляции, и
он вновь делает попытку показать, как важен син-
тез наук, что именно поэтому он дорожит “органи-

зацией своего Института экспериментальной био-
логии, где все эти научные течения объединены в
единое целое” [2, c. 753]. 

За сравнительно короткий период времени
ИЭБ стал центром, в котором получили развитие
различные области биологии. В отчете о деятель-
ности Института за 1924 г. Н.К. Кольцов отмечал:
“В августе–сентябре 1924 г. работал на Неаполи-
танской биологической станции, а также принял
участие в Съезде Международной евгенической
комиссии и I-м итальянском евгеническом кон-
грессе в Милане. Мне пришлось неоднократно
выступать на съезде, и я сделал большой доклад на
итальянском языке о работе ИЭБ по генетике хи-
мических наследственных свойств крови. Все мои
выступления, как единственного представителя
русской науки, нашли на съезде в высшей степени
сочувственный прием, и в прессе отмечалось, что
перевернули сложившееся у итальянцев ложное
представление о современном положении русской
науки. В Берлине мною осмотрены родственные
учреждения: Далемский Институт Эксперимен-
тальной биологии и Генетический Институт Сель-
скохозяйственной Академии. По личному опыту
пришлось убедиться, что наши русские учрежде-
ния смело могут выдержать сравнение с лучшими
европейскими учреждениями аналогичного типа,
и что наша работа представляет для европейских
научных Институтов не меньший интерес, чем их
достижения для нас” [3].

В ИЭБ начал проводить исследования по меха-
нике развития Дмитрий Петрович Филатов (1876–
1943) – основатель отечественной школы экспе-
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риментальной эмбриологии (механики развития).
В 1924 г. Кольцов пригласил Филатова в Институт
экспериментальной биологии на должность
старшего ассистента. Он возглавил отдел меха-
ники развития и руководил им до конца жизни.
В первые годы деятельности этого отдела (с 1924
по 1930 гг.) Филатов был единственным его со-
трудником, в 1930 г. в качестве практикантки в от-
дел была зачислена Н.А. Мануйлова [4]. В 1933 г. в
отдел пришли Г.В. Лопашов, А.А. Малиновский,
Л.В. Полежаев, Г.А. Шмидт, студентка Т.А. Дет-
лаф, зачисленная препаратором, аспиранты-асси-
стенты М.Н. Гостеева и А.М. Щербакова [5, 6]. 

Основными задачами отдела было изучение де-
терминации и исследование взаимодействия и
свойств следующих пар закладок: нервной систе-
мы и хордомезодермы, глаза и хрусталика, слухо-
вого пузырька и скелетогенной мезенхимы.
Г.В. Лопашов разрабатывал вопросы реактивной
способности эктодермы [7, 8]. Также он пытался
выяснить, когда и как появляется региональное
расчленение осевого зачатка зародыша [9, 10]. Ис-
следованием регенерации позвоночных животных
занимался Л.В. Полежаев [11–13]. Г.А. Шмидт ис-
следовал индукционные способности организаци-
онного центра зародышей амфибий [14]. Особен-
ности формообразования нервной системы были
детально изучены Т.А. Детлаф, защитившей под
руководством Д.П. Филатова в 1937 году кандидат-
скую диссертацию на тему “Развитие нервной си-
стемы у Anura в связи с действием организатора”
[15]. М.Н. Гостеева определила возраст туловищ-
ного эпителия зеленой лягушки, в котором он от-
вечал образованием линзы на действие глазной ча-
ши, изучила влияние искусственного увеличе-
ния закладки глаза на скорость его развития [16]
и видовые особенности образования линзы из
туловищного эпителия у Rana esculenta (прудо-
вая лягушка), R. ridibunda (озерная лягушка),
R. temporaria (травяная лягушка) [17]. А.М. Щер-
бакова исследовала экзогаструляцию зародышей
амфибий. Результаты ее опытов подтвердили
данные о том, что формирование нервной систе-
мы связано с мезодермой [16]. 

С 1936 г. в отделе начали работать Б.Л. Астауров,
Т.А. Беднякова, М.Н. Гостеева, И.В. Дубенский, а
с 1937 г. – А.Г. Лапчинский. Именно с этого время
начала формироваться отечественная школа экс-
периментальной эмбриологии. “Этому способ-
ствовали не только ум, эрудиция и оригинальность
мышления Филатова, но и его такт, доброта и
скромность. Филатов никогда не стремился при-
способить интересы своих сотрудников к своим
собственным. Любое насилие было органически
чуждо его натуре. Филатов поддерживал всякую
новую мысль, даже если эта мысль уводила его в

сторону от его исследований: так, Б.Л. Астауров
самостоятельно разработал вопросы, связанные
с партеногенезом у тутового шелкопряда;
Г.А. Шмидт проводил исследования в области
экологической эмбриологии; А.А. Малиновский
и А.Г. Лапчинский интересовались проблемой
трансплантации органов; Л.В. Полежаев – реге-
нерацией у позвоночных животных. Филатов
щедро делился научными темами со своими уче-
никами и даже, если его исследования выполня-
лись… под его непосредственным руководством,
отказывался ставить фамилию под готовой рабо-
той”, – отмечал Д.В. Попов [18, c. 115].

Некоторые вопросы экспериментальной эм-
бриологии были изучены и Н.К. Кольцовым. Его
первая печатная работа “Значение хрящевых цен-
тров при развитии таза наземных позвоночных”
(1894) была посвящена органогенезу. В предисло-
вии к книге [1] Н.К. Кольцов отметил, что этот во-
прос он разработал с точки зрения начавшей раз-
виваться и незнакомой ему тогда науки – механи-
ки развития. В 1930-х гг. Н.К. Кольцов вновь
обратился к эмбриологии в статьях “Генетика и
физиология развития” (1934) и “Роль гена в фи-
зиологии развития” (1935). В обеих публикациях
Н.К. Кольцов рассмотрел индивидуальное разви-
тие как комплексную проблему, исследование ко-
торой не должно замыкаться только в рамках экс-
периментальной эмбриологии, а использовать
данные и методы цитологии, генетики и биохи-
мии. Затрагивая, таким образом, вопросы междис-
циплинарного синтеза, автор отмечал, что физио-
логии развития (так Н.К. Кольцов называл меха-
нику развития) совершенно необходимо выйти из
состояния изоляции, как, впрочем, и генетике:
“Только объединение этих двух наук межу собой, а
также с цитологией и биохимией создаст единую
науку, которая поможет разрешать общие биоло-
гические проблемы” [1, c. 648]. Кольцов полагал,
что союз различных методик может помочь по-
нять, каким образом к процессам эмбрионального
развития применима и теория эпигенеза, и теория
преформации и выяснить причинные связи про-
цессов, происходящих при индивидуальном раз-
витии, в частности, явлений, касающихся формо-
определяющих веществ (действие таких веществ
аналогично действию организатора) [2]. 

Детально разбирая процесс развития зародыша
с точки зрения физиологии развития и генетики,
Н.К. Кольцов предложил в качестве фактора,
определяющего его организацию, применить по-
нятие – “электрическое силовое поле”, “ориенти-
рованное согласно общему плану строения овоци-
та, но детализирующее и закрепляющее этот план”
[1, c. 549]. По его мнению, активированное яйцо
представляет собой силовое поле, в различных
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точках которого поддерживается определенная
разница потенциалов, изменяющаяся в процессе
развития. Эти потенциалы могут быть электриче-
скими, капиллярными, диффузными, гравитаци-
онными, механическими, температурными и хи-
мическими [1, c. 559]. В некоторой степени, эти
представления созвучны “организационным по-
лям” Ч.М. Чайльда. Однако Н.К. Кольцов избегал
обозначений “организационное поле”, так как в
это понятие может быть вложен виталистический
смысл, между тем как понятие “силовое поле” он
употребляет в чисто физическом смысле, как, на-
пример, магнитное поле. По Н.К. Кольцову, в от-
личие от аналитической теории градиентов
Ч.М. Чайльда, теория “силового поля” подчерки-
вает целостный характер развития яйца как “еди-
ного целого”, тогда как “чайльдовские градиен-
ты” – это лишь элементы, из которых слагается
“силовое поле” [1, c. 559]. По мере развития яйца
“силовое поле” дифференцируется благодаря
установлению межклеточных границ, в результате
возникают центры с высокой разницей потенциа-
лов: центры второй, третьей и n-й степени. При
удалении отдельных центров, бластомеров и их
групп, “силовое поле” способно восстановиться,
но если это почему-либо невозможно, то развитие
уклоняется от нормы и приводит к уродливому ре-
зультату, тем не менее, сохраняющему целостный
характер [1, c. 560]. Также Н.К. Кольцов считал,
что верхняя губа бластопора, “главный” организа-
тор Г. Шпемана – это “комплекс центров силового
поля гаструлы”, оказывающий доминирующее
влияние на дальнейшее развитие в течение опреде-
ленного периода [1, c. 560]. Помимо рассмотрен-
ных выше факторов в образовании “силового по-
ля” участвуют нервные и гормональные воздей-
ствия, обеспечивающие целостность организма
высших животных и обладающие определенными
градиентами распространения [1].

Рассуждая о детерминации и индукции,
Н.К. Кольцов подчеркивал, что судьба каждого
бластомера, каждого зародышевого листка и зачат-
ка, каждого органа зависит от двух моментов: от
особенностей его химического состава, структуры
и от места положения данного зачатка в силовом
поле. Пересадка частей развивающегося организ-
ма ведет к воздействию нового силового поля на
трансплантат [1, c. 583]. Анализируя обширный
материал экспериментальной эмбриологии, рас-
суждая о целостности организма в процессе разви-
тия и о факторах, определяющих ее, Н.К. Кольцов
пришел к выводу, что физиология развития может
быть названа феногенетикой, так как в зависимо-
сти от влияния внешней среды при совершенно
одинаковых генотипах, фенотипы оказываются
резко различными [1].

Направление научных исследований, заданное
Н.К. Кольцовым успешно развивалось в дальней-
шем его учениками и коллегами. Круг его научных
интересов поражает своей широтой, многие идеи
опередили время, а результаты работ сохранили
актуальность до наших дней. Как справедливо от-
мечает П.Ф. Рокицкий: “Мы нередко находимся в
плену теперешних научных проблем и забываем,
что настоящее теснейшими нитями связано с про-
шлым, что современная биология, в том числе и
молекулярная, не родилась на пустом месте, а есть
результат сложного развития, при этом часто по
спирали, с возвратом к старым проблемам, но на
новом уровне. Вот почему вновь и вновь надо об-
ращаться к научному наследию Н.К. Кольцова, его
статьям, докладам, в которых рассыпано множе-
ство интересных мыслей и идей” [19, c. 31].
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Изучение механизмов болевых ощущений ве-
дется в течение многих десятилетий специалиста-
ми различного профиля, исследования которых
свидетельствуют, что болевая чувствительность
обеспечивается несколькими типами ноцицепто-
ров – механо-молчащими, полимодальными,
специфическими тепловыми, холодовыми. Пе-
ред нейробиологами стоит задача выявления спе-
цифичности восприятия болевых ощущений,
сущность которых может быть сведена к раскры-
тию ионных каналов из семейства TRP-каналов
(ТРП, транзиторный рецепторный потенциал).
Наиболее известными представителями этой
группы являются TRPV1 (ваниллоидные), чув-
ствительные к капсаицину, теплу и низкому зна-
чению рН. 

Установлено, что рецепторы капсаицина лока-
лизуются в С-волокнах и их ветвлениях, образо-
ванных нейронами чувствительных узлов, сигна-
лизирующих о боли (Piper et al., 2000; Ma, 2002).
Активация капсаицин-чувствительных термина-
лей заключается в повышении проводимости не-
селективных катионных каналов (Szolcsamyi,
2004; Bucelli et al., 2008; Спиридонов и др., 2010),
что приводит к усилению выделения вещества Р
(substance P) и кальцитонин ген родственного
пептида (calcitonin gene-related peptide). 

Настоящее исследование имеет цель выявить
возрастные изменения характеристик нейронов,
содержащих кальцитонин ген-родственный пеп-

тид в чувствительных узлах блуждающего и спин-
номозгового нервов на фоне дефицита афферен-
тации , вызванной капсаицином.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Исследование проведено на 70 белых крысах-
самках линии Вистар в возрасте 3, 10, 20, 30, 60, 90
и 180 суток после рождения с соблюдением “Пра-
вил проведения работ с использованием экспери-
ментальных животных” (приказ № 775 от
12.08.1977 г. МЗ СССР). Животные были разделе-
ны на две группы: контрольная (n = 35), опытная
(n = 35). В опытной группе на вторые сутки жизни
крыс моделировали деафферентацию путем од-
нократного подкожного введения капсаицина
(N-vanillylonanamide, Sigma) 150 мг/кг в растворе,
состоящем из 1 части 96% этилового спирта, 1 ча-
сти Твин-80, 8 частей 0.9% раствора NaCl. Мор-
фометрические характеристики нейронов, содер-
жащих кальцитонин ген родственный пептид
(КГРП) изучали в каудальном узле (нижний узел)
блуждающего нерва (КУБН) и в чувствительном
узле второго грудного спинномозгового нерва
(ЧУГН). Эвтаназию животных осуществляли под
уретановым наркозом (3 г/кг, внутрибрюшинно)
путем транскардиальной перфузии физиологиче-
ского раствора с гепарином (5 Ед/л), затем 4%
раствора параформальдегда на 0.1 М фосфатном
буфере. Выделенные узлы фиксировали в течение
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2 часов в предыдущей смеси, после чего промыва-
ли трехкратно в физиологическом растворе на
фосфатном буфере (PBS) в течение 30 минут и
оставляли в 30% растворе сахарозы на 24 часа. Из
фиксированного материала на криостате готови-
ли срезы толщиной 20 мкм. 

Выявление нейронов, содержащих КГРП,
проводили при помощи меченых кроличьих ан-
тител Абкам (Abcam, Великобритания, разведе-
ние 1 : 1000), по методике описанной ранее
(Masliukov et al., 2004; Маслюков и др., 2009).
Вторичные антитела были конъюгированы с
флюорохромом FITС (Jackson, США), дающим
зеленую флюоресценцию. Иммуногистохимиче-
скую окраску срезов проводили одновременно в
контрольной и опытной группах. Для расчета
процента иммунореактивных нейронов кроме
меток к КГРП, производили мечение всей ней-
ронной популяции при помощи флюорохрома
Neuro Trace (Molecular Probes, США) с красной
флюоресценцией. 

Анализ препаратов проводили на флюорес-
центном микроскопе ЛОМО Микмед 2, вари-
ант 12 (Россия, Санкт-Петербург) с соответству-
ющим набором светофильтров и CCD камеры
ScopeTec MDC320 (Китай). На цифровых изобра-
жениях гистологических препаратов узлов при
увеличении ×200 по программе Image J (NIH,
США) определяли площадь сечения нервных кле-
ток с помощью квадратно-сетчатой вставки и про-
водили подсчет клеток на площади квадрата
100 мкм2. Долю иммунореактивных нейронов
определяли как их отношение к общему числу
нейронов, которое принимали за 100%. Для харак-
теристики нейронов узлов по площади сечения ис-
пользовали 5 размерных классов: до 300 мкм2

(очень малые), 301–600 мкм2 (малые), 601–
900 мкм2 (средние), 901–1200 мкм2 (крупные),
1201–1500 мкм2 (очень крупные). Анализу подле-
жали нервные клетки, срез которых прошел через

ядро с ядрышком, флюоресценция превышала
фоновое свечение среза. Статистический анализ
включал определение средней арифметической и
ее стандартной ошибки. О значимости различий
судили по величине t-критерия Стьюдента и счи-
тали их достоверными при Р < 0.05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В контрольной группе животных в обоих чув-
ствительных узлах выявлялись КГРП-иммуноре-
активные нейроны во всех исследуемых возрастах
крысы (рис. 1). При этом большинство КГРП-
иммунореактивных нейронов на срезе узлов было
представлено клетками малых и средних разме-
ров, выявлялись единичные клетки крупного раз-
мера. Вся популяция КГРП-содержащих нейро-
нов имела зеленую флюоресценцию, интенсив-
ность которой менялась с возрастом животного.
Так, в 3- и 10-дневных возрастах крысы нейро-
плазма КГРП-иммунореактивных нейронов об-
ладала ярким изумрудным свечением, в последу-
ющих возрастах интенсивность люминесценции
уменьшилась до зеленого цвета. По распределе-
нию продукта реакции в цитоплазме клетки, всю
популяцию КГРП-позитивных нейронов можно
разделить на две субпопуляции клеток: меньшую,
представленную нейроны малых размеров с диф-
фузной интенсивной флюоресценцией; боль-
шую, состоящую из нейронов, в цитоплазме ко-
торых флюоресценцией обладали гранулы в виде
зернистых включений. Во всех возрастах крыс на
срезе обоих узлов отчетливо выявлялись флюо-
ресцирующие волокна. 

Подсчет нейронов показал (табл. 1), что коли-
чество КГРП-иммунореактивных нейронов в
КУБН в 3-дневном возрасте было максималь-
ным. Относительное содержание позитивных
нейронов в узле в 10-дневном возрасте снизилось
в 1.4 раза и в 20-дневном возрасте – в 2.7 раза по
сравнению с 3-дневным возрастом крысы. В по-

Таблица 1. Относительное содержание КГРП-иммунореактивных нейронов в контроле и при химической деаф-
ферентации капсаицином (х ± sх)

Возраст (сутки)
КУБН ЧУГН

контроль опыт контроль опыт

3 20.0 ± 1.42 15.4 ± 1.48** 12.8 ± 0.62 10.5 ± 1.59**

10 14.6 ± 1.34* – 29.2 ± 1.48* 9.6 ± 0.84**

20 7.3 ± 1.29* – 27.3 ± 1.75* 7.5 ± 0.17*, **

30 6.4 ± 1.18* – 27.9 ± 1.63* 8.5 ± 0.31**

60 7.0 ± 1.22* – 27.6 ± 1.36* 7.2 ± 0.24*, **

90 6.6 ± 1.20* – 26.3 ± 1.45* 7.6 ± 0.22*, **

180 7.1 ± 1.17* – 27.2 ± 1.64* 7.4 ± 0.16*, **

* p < 0.05, различия достоверны по сравнению с 3-суточным крысенком;
** p < 0.05, различия достоверны по сравнению с контрольной группой.
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следующих возрастах до конца наблюдения коли-
чество позитивных нейронов значимо не меня-
лось. Количество КГРП-иммунореактивных ней-
ронов в ЧУГН в 3-дневном возрасте было
минимальным, в 10-дневном возрасте увеличи-
лось в 2.1 раза по отношению к 3-дневному возрас-
ту, незначительно снизилось в 20-дневном воз-
расте и оставалось, не меняясь, до шести месяцев
жизни. 

Т.о., количественный состав популяции КГРП-
иммунореактивных нейронов являлся различным
для исследуемых чувствительных узлов, но стано-
вился стабильным с 20-дневного возраста и сохра-
нялся до 180-дневного возраста крысы. 

После введения капсаицина в опытной группе
животных выявлялись КГРП-иммунореактивные
нейроны только в 3-дневном возрасте крысы в
КУБН и во всех исследуемых возрастах крысы в
ЧУГН (табл. 1). Возрастная динамика количества
КГРП-иммунореактивных нейронов в ЧУГН в
опытной группе характеризовалась значимым
снижением числа иммунопозитивных нейронов в
20-дневном возрасте по отношению к 3-дневному
возрасту. В последующем, до конца исследова-
ния, количество КГРП-иммунореактивных ней-
ронов в ЧУГН в опытной группе практически не
менялось. Однако существенным являлось выра-
женное снижение по сравнению с контролем чис-
ла КГРП-иммунореактивных нейронов в ЧУГН
во всех возрастных группах. Так, после введения
капсаицина, в 3-дневном возрасте крысы количе-
ство позитивных нейронов в ЧУГН было меньше,
чем в контроле в 1.2 раза, а в последующих воз-
растах – в 3–3.8 раза по сравнению с аналогичны-
ми возрастами контрольной группы. В КУБН в
3-дневном возрасте содержание позитивных ней-
ронов в опыте было меньше в 1.3 раза по сравне-
нию с контролем. В последующих возрастах ней-
роны, содержащие КГРП, в КУБН не выявлены.
Характер флюоресценции в условиях опыта не
изменился: сохранились клетки, как с гомоген-

ным интенсивным свечением, так и с грануляр-
ностью, сохраняли флюоресценцию и волокна. 

Т.о., в условиях проводимой химической деаф-
ферентации происходило уменьшение популя-
ции КГРП-иммунореакивных нейронов в 3-днев-
ном возрасте крысы на 23% в КУБН и на 20% в
ЧУГН, в последующих возрастах – на 67–73% в
ЧУГН и отсутствии позитивных нейронов в
КУБН. 

В контрольной группе животных средняя пло-
щадь сечения КГРП-иммунореактивных нейро-
нов в обоих узлах в течение всего периода наблю-
дения увеличилась с возрастом крысы в 1.7 раза
(табл. 2). В КУБН с 3-дневного возраста средняя
площадь сечения позитивных нейронов прогрес-
сивно возрастала и достигла максимальных зна-
чений в 30 дневном возрасте крысы, с последую-
щим постепенным снижением к концу наблюде-
ния. В ЧУГН возрастные изменения средней
площади сечения позитивных клеток имели иной
характер. Так, с 3-дневного возраста показатель
снижался и достиг минимальных значений в
10-дневном возрасте, после чего прогрессивно по-
вышался до максимальных значений в 180-днев-
ном возрасте крысы. 

Анализ клеточного состава КГРП-иммуноре-
активных нейронов контрольной группы живот-
ных показал, что в КУБН в 3-дневном возрасте
позитивные нейроны принадлежали только двум
размерным классам: очень малые и малые клетки
(табл. 3). В 10- и 20-дневных возрастах в КУБН
присутствовали позитивные нейроны уже четы-
рех размерных групп, при этом большую часть
популяции составляли нейроны малых размеров.
С 30- и до 90-дневного возраста спектр групп рас-
ширился до всех пяти классов, популяция
КГРП-иммунореактивных нейронов по размерам
приобрела максимальную гетерогенность. В этот
временной интервал большая часть КГРП-ииму-
нореактивных нейронов приходилась на клетки
малых и средних размеров, меньшая часть – на

Таблица 2. Средняя площадь сечения КГРП-иммунореактивных нейронов в контроле и при химической деаф-
ферентации капсаицином (х ± sх, мкм2)

Возраст (сутки)
КУБН ЧУГН

контроль опыт контроль опыт

3 349.2 ± 15.02 320.9 ± 14.67 321.6 ± 12.73 312.7 ± 13.85

10 419.5 ± 14.62* – 303.8 ± 9.39 287.8 ± 12.20*

20 501.1 ± 43.78* – 356.4 ± 12.33* 264.7 ± 12.09*

30 657.4 ± 34.15* – 373.8 ± 18.74* 290.3 ± 12.35*, **

60 629.1 ± 15.73* – 401.2 ± 14.12* 322.5 ± 9.17**

90 623.3 ± 33.97* – 462.7 ± 23.09* 348.6 ± 22.42**

180 613.3 ± 16.97* – 534.3 ± 25.98* 591.5 ± 23.37*, **

* p < 0.05, различия достоверны по сравнению с 3-суточным крысенком;
** p < 0.05, различия достоверны по сравнению с контрольной группой.
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(а)

(б)

Рис. 1. КГРП-иммунореактивные нейроны каудального узла блуждающего нерва (а, в) и чувствительного узла грудно-
го нерва (б, г) в 10 дневном возрасте крысы: а, б – контроль; в, г – опыт. Об. 20, ок. 7.
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(в)

(г)

Рис. 1. Продолжение. 
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клетки очень малых и очень крупных размеров. В
180-дневном возрасте крысы в КУБН не выявля-
лись нейроны очень крупных размеров, более по-
ловины КГРП-иммунопозитивных нейронов бы-
ло представлено клетками малых размеров, мень-
шую часть составляли клетки средних размеров и
одинаково незначительную – клетки, как очень
малых, так и крупных размеров. Как видно, уве-
личение средней площади сечения позитивных
нейронов в КУБН к 30-дневному возрасту отра-
жает разнородность этих нейронов по мерным
параметрам, которая сохраняется до трех месяч-
ного возраста крысы.

В ЧУГН также в 3-дневном возрасте КГРП-им-
мунореактивные нейроны имели очень малые и
малые размеры (табл. 4). В 10-, 20- и 30-дневных
возрастах размерное распределение сохранилось:
практически вся популяция имела очень малые и
малые размеры. Процент нейронов средних раз-
меров нарастал с возрастом крысы. В 60-дневном
возрасте добавились крупные нейроны, которых
в 90- и 180-дневных возрастах становилось значи-
мо больше. В эти же возраста появились единич-
ные нейроны очень крупных размеров. 

Общим в распределении позитивных нейро-
нов по размерным группам в двух, трех и шести
месячных возрастах явилось значительное при-
сутствие клеток малых размеров (более 50%).
Прогрессивное увеличение средней площади се-
чения КГРП-иммунореактивных нейронов свя-
зано с появлением в этой группе клеток всех пяти
размерных классов. Однако большую часть имму-
нопозитивной популяции во всех возрастных

группах составляли нейроны малых размеров (ис-
ключение – 10-дневный возраст). 

В опытной группе животных средняя площадь
сечения КГРП-иммунореактивных нейронов в
3-дневном возрасте существенно не отличалась
от контрольных значений в обоих чувствитель-
ных узлах (табл. 2). 

В ЧУГН возрастное изменение средней пло-
щади сечения позитивных нейронов после введе-
ния капсаицина имело иную динамику: с 3-днев-
ного возраста значения показателя постепенно
уменьшались, достигая минимума в 30-дневном
возрасте, после чего прогрессивно увеличивались,
достигая максимума в 180-дневном возрасте. 

Анализ средней площади сечения позитивных
нейронов ЧУГН в опытной группе показал: в те-
чение трех месяцев жизни крысы средняя пло-
щадь сечения нейронов имела меньшие размеры
по сравнению с таковыми контрольной группы
наблюдения, в 180-дневном возрасте этот показа-
тель в опыте превышал контрольные значения. В
целом в условиях дефицита афферентации сред-
няя площадь сечения КГРП-иммунореактивных
нейронов в ЧУГН увеличилась в 1.9 раза.

После введения капсаицина анализ клеточного
состава показал, что в ЧУГН в 3-, 10-, 20- и
30-дневных возрастах более половины КГРП-им-
мунореактивных нейронов имели очень малые
размеры (табл. 4). В 60- и 90-дневных возрастах в
группе позитивных нейронов появилось незначи-
тельное количество (менее 10%) клеток средних
размеров. В 180-дневном возрасте характер рас-
пределения изменился, что проявилось в отсут-

Таблица 3. Размерные классы КГРП-иммунореактивных нейронов КУБН в контроле и при химической деаффе-
рентации капсаицином

Возраст Группа До 300 301–600 601–900 901–1200 Более 1200

T
3

Контроль 52.8 ± 1.07 47.2 ± 0.93

Опыт 55.4 ± 0.86 44.6 ± 0.86

10
Контроль 17.9 ± 0.89 72.6 ± 1.03 7.4 ± 0.80 2.1 ± 0.58

Опыт – – – –

20
Контроль 11.5 ± 0.51 57.7 ± 1.07 28.9 ± 0.58 1.9 ± 0.45

Опыт – – – –

30
Контроль 6.1 ± 0.58 34.7 ± 0.93 44.9 ± 1.07 10.2 ± 0.66 4.1 ± 0.55

Опыт – – – – –

60
Контроль 4.5 ± 0.53 50.0 ± 1.12 35.9 ± 0.95 5.6 ± 0.86 4.0 ± 0.36

Опыт – – – – –

90
Контроль 4.4 ± 0.51 52.1 ± 1.16 34.8 ± 0.80 4.4 ± 0.68 4.3 ± 0.40

Опыт – – – – –

180
Контроль 8.0 ± 0.71 68.0 ± 1.41 16.0 ± 0.55 8.0 ± 0.32

Т – – – –
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ствии в популяции клеток очень малых размеров:
большая часть выявленных нервных клеток при-
ходилась на малые и средние нейроны. Как вид-
но, проведенная химическая деафферентация из-
менила распределение размерных групп в ЧУГН:
в отличие от контроля в течение первого месяца
постнатальной жизни в популяции отсутствовали
нейроны средних размеров, в течение второго и
третьего месяцев не встречались нейроны круп-
ных размеров, а в шести месячном возрасте кры-
сы не было как очень малых, так и очень крупных
клеток. 

ОБСУЖДЕНИЕ ПОЛУЧЕННЫХ ДАННЫХ
Результаты проведенного исследования пока-

зали, что лишь небольшая часть нейронов ка-
удального узла блуждающего нерва (6.4–20.0%) и
чувствительного узла грудного нерва (12.8–
29.2%) содержала кальцитонин ген родственный
пептид. Тем не менее, с возрастом процент
КГРП-иммунореактивных нейронов в КУБН и
ЧУГН менялся разнонаправлено. Так, до 20-днев-
ного возраста в КУБН количества КГРП-иммуно-
реактивных нейронов уменьшалось, тогда как в
ЧУГН, увеличивалось. Затем их число составило
около 10% в КУБН и около 27% в ЧУГН и сохраня-
лось до шести месяцев жизни крысы. Эти цифры
близки к исследованиям, полученным на взрослых
животных (Poyner et al., 2002; Yasuchika et al., 2005).
Общим для обоих узлов явилось то, что с 20-днев-
ного возраста количественный состав популяции
КГРП-иммунореактивных нейронов не менялся
вплоть до 6 месяца жизни крысы. При этом имму-

нопозитивностью обладала не только нейроплаз-
ма, но и и волокна нейронов, что совпадает с дан-
ными других исследований (Xu et al., 2005; Price
et al., 2007). Популяция КГРП-иммунореактив-
ных нейронов являлась гетерогенной по размер-
ным характеристикам и содержала у взрослых
крыс клетки всех размерных классов (от очень ма-
лых до очень крупных), однако большая часть этой
популяции (более 50%) приходилась на клетки ма-
лых размеров, что являлось характерным для обо-
их узлов (Poyner et al., 2002; Xu et al., 2005; Price
et al., 2007). При этом нейроны КУБН имели боль-
шую площадь сечения, чем нейроны ЧУГН, что
согласуется с данными о нейронном составе узлов
(Yasuchika et al., 2005; Bucelli et al., 2008). 

Анализ ряда исследований показал, что после
введения капсаицина в чувствительных узлах
происходит массовая гибель нейроцитов незави-
симо от их размеров (Torsney et al., 2000), либо по-
гибает только популяция нейроцитов мелких раз-
меров, которые являются чувствительными к
капсаицину (Piper et al., 2000; Ma, 2002). Прове-
денное исследование показало, что после хими-
ческой деафферентации капсаицином в каудаль-
ном узле блуждающего нерва КГРП-иммуноре-
активные нейроны не выявлены, а в чувст-
вительном узле грудного спинномозгового нерва
уменьшилась доля популяции нейронов уже в
3-дневном возрасте крысы на 20%, а в последую-
щих возрастах – на 70%. При этом в сохранив-
шихся позитивных нейронах преобладала грану-
лярность в нейроплазме. Популяция выявляемых
при капсаициновой деафферентации КГРП-им-

Таблица 4. Размерные классы КГРП-иммунореактивных нейронов ЧУГН  в контроле и при химической деаф-
ферентации капсаицином

Возраст Группа До 300 301–600 601–900 901–1200 Более 1200

3
Контроль 44.8 ± 1.36 55.2 ± 0.71

Опыт 53.7 ± 0.93 46.3 ± 0.86

10
Контроль 58.0 ± 0.86 40.6 ± 1.03 1.4 ± 0.37

Опыт 55.5 ± 0.71 44.5 ± 0.71 –

20
Контроль 44.0 ± 1.08 54.0 ± 0.86 2.0 ± 0.51

Опыт 57.7 ± 0.66 42.3 ± 0.75 –

30
Контроль 40.0 ± 1.02 52.0 ± 0.93 8.0 ± 1.02

Опыт 59.2 ± 0.66 40.8 ± 0.81 –

60
Контроль 30.0 ± 1.03 55.4 ± 0.66 9.3 ± 1.02 5.3 ± 0.66

Опыт 52.1 ± 1.17 43.9 ± 0.66 4.0 ± 0.66 –

90
Контроль 16.5 ± 0.66 57.8 ± 1.23 8.2 ± 1.02 15.3 ± 0.66 2.2 ± 0.51

Опыт 41.4 ± 1.17 51.0 ± 1.48 7.6 ± 0.63 – –

180
Контроль 14.7 ± 0.66 61.8 ± 1.17 5.9 ± 0.63 14.7 ± 0.66 2.9 ± 0.63

Опыт – 50.0 ± 1.11 37.5 ± 0.95 12.5 ± 0.58 –
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мунореактивных нейронов по размерным пара-
метрам являлась более однородной: большая
часть этих нейронов до двух месячного возраста
была представлена клетками очень малых разме-
ров, а в трех и шести месячном возрасте – клетка-
ми малых размеров, т.е. средняя площадь сечения
нейронов после введения капсаицина была ниже
контрольных значений. 

Таким образом, результаты настоящей работы
свидетельствуют, что КГРП-иммунореактивные
нейроны каудального и спинномозгового узлов
обладают различными функциональными свой-
ствами и в частности чувствительностью к капса-
ицину. Полученные данные расширяют представ-
ления о ноцицептивных механизмах и, в частно-
сти, о возрастных изменениях систем восприятия
и проведения боли. 

Работа поддержана грантами президента РФ
для поддержки молодых ученых; ФЦП “Научные и
научно-педагогические кадры инновационной Рос-
сии” на 2009–2013 годы.
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Age-Related Changes in Sensory Neurons Containing Calcitonin Gene-Related Peptide 
under Conditions of Afferentation Deficit in Rats
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Yaroslavl State Medical Academy, Ministry of Health and Social Development of the Russian Federation, 

ul. Revolyutsionnaya 5, Yaroslavl, 150000 Russia

e-mail: vvporseva@mail.ru

Abstract—Morphological features of calcitonin gene-related peptide (CGRP)-immunoreactive neurons
were studied in the sensory ganglia of the vagus and thoracic nerves in 3-, 10-, 20-, 30-, 60-, 90-, and
120-day-old rats under conditions of chemically-induced deafferentation. We found that, in rats, CGRP-
containing neurons appeared in both ganglia immediately after they were born and their number decreased
with aging. Most of CGRP-immunoreactive neurons were small in size, i.e., up to 600 µm2. Administration
of capsaicin modified age-related changes in the number of CGRP-immunopositive neurons. In the thoracic
nerve ganglion, the mean square of these cells and their number substantially decreased, whereas, in the vagus
nerve ganglion, positive cells were not observed.

Keywords: neuron, caudal ganglion, dorsal root ganglion, calcitonin gen-related peptide, capsaicin, ontoge-
ny, rat.
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ВВЕДЕНИЕ

Универсальным свойством живых клеток яв-
ляется активное поддержание внутриклеточного
гомеостаза, в первую очередь постоянного уровня
рН цитозоля. Тем не менее, как показывают мно-
гочисленные исследования, концентрация про-
тонов в цитоплазме не является величиной строго
постоянной. Изменение внутриклеточного рН
может служить признаком перехода клеток к но-
вой стадии онтогенеза, что свойственно как для
животных, так и для растительных клеток (Busa,
Niccitelli, 1984; Aerts et al., 1985; Галкина и др.,
1991). Примером могут служить изменения рН
цитозоля растительных клеток при поляризации
яйцеклеток водорослей (Gibbon, Kropf, 1993), а
также при завершении клеточного цикла, при пе-
реходе клетки к программируемой клеточной
смерти (Drew et al., 2000). Кратковременные и
пролонгированные (в ряде случаев осцилляцион-

ного характера) изменения рН возникают и в ре-
зультате действия широкого спектра внешних и
внутренних факторов. Резкие сдвиги рН цитозоля
регистрируются при изменении состава и интен-
сивности освещенности (Felle, Bertl, 1986), сниже-
нии уровня кислорода (Felle, 2005), при недостатке
воды (Wilkinson, 1999) и действии патогенов
(Mathieu et al., 1996). Кроме того, способностью
индуцировать изменения рН обладают фитогор-
моны. Так, закисление цитозоля регистрируется
при действии ауксина (Felle, 1988; Shishova, Lind-
berg, 1999), а защелачивание при обработке абсци-
зовой кислотой (Gering et al., 1990; Blatt, Armstrong,
1993). Участие протонов в развитии широкого
спектра физиологических реакций позволяет рас-
сматривать их в качестве компонентов протонной
сигнальной системы (Полевой, 1986; Felle, 2001;
Тарчевский, 2002), использующей ионы водорода
в качестве вторичных посредников. 

Хорошо известно, что ионы Н+ выполняют в
живой клетке важную регуляторную функцию.
Изменение рН водных растворов приводит к из-
менению соотношения протонированных и не-
протонированных кислотных и основных групп
биологически активных молекул, а, следователь-
но, модифицирует такие их свойства, как, напри-
мер, поверхностный заряд, сродство к лиганду
и т.д. Даже кратковременные сдвиги концентра-
ции ионов Н+ в цитозоле могут привести к изме-
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нению активности целого ряда ферментов (в свя-
зи с различиями в рН-оптимумах, изменения
сродства к субстрату, связывания с регуляторны-
ми белками, в первую очередь на уровне белок-
белковых взаимодействий, и т.д.). Кроме того,
протон-зависимые сигнальные каскады могут
быть тесно сопряжены с другой важнейшей сиг-
нальной системой – кальциевой, так как связы-
вание Са2+ с регуляторными белками (такими
как, кальмодулин) зависит от концентрации
свободных протонов.

Возвращение системы к первоначальному со-
стоянию может осуществляться с помощью раз-
личных механизмов, включающих ряд метаболи-
ческих реакций, потребляющих или продуцирую-
щих протоны, а также процессов трансмемб-
ранного транспорта ионов Н+ между цитоплазмой,
внутриклеточными компартментами и апопла-
стом. Активную транслокацию протонов в расти-
тельных клетках обеспечивают такие Н+-насосы,
как Н+-АТФазы плазмалеммы и тонопласта, а так-
же Н+-пирофосфатаза вакуолярного типа.

Н+-АТФаза плазмалеммы, характерная для
клеток растений и грибов, относится к АТФазам
Р-типа, т.е. фосфорилируется при катализе реак-
ции расщепления АТФ, (ЕС 3.6.3.6.), является
Mg2+-зависимой и K+-стимулируемой, играет
важную биоэнергетическую и регуляторную роль
в физиологии клеток (Полевой, 1986; Gaxiola
et al., 2007). За счет энергии гидролиза АТФ фер-
мент переносит протоны из цитоплазмы через
плазматическую мембрану клетки, создавая элек-
трохимический градиент протонов, который не-
обходим для поддержания живого состояния
клетки в целом, так как обеспечивает движущую
силу для вторичного транспорта веществ через
плазмалемму. Н+-АТФаза участвует в развитии
ответных реакций клеток на различные воздей-
ствия внешней и внутренней среды, такие как
свет, грибные токсины, регуляторы роста (Serra-
no, 1989; Palmgren, 1991). Одним из важных фи-
зиологических процессов, в которых принимает
участие Н+-АТФаза плазмалеммы, является акти-
вируемый ауксином специфичный для раститель-
ных клеток рост растяжением (Rayle, 1973; Поле-
вой, 1986; Hager, 2003). Активность Н+-АТФазы
одновременно создает условия для двух процес-
сов необходимых для роста клеток: поступления
осмотических веществ в клетку и, следовательно,
увеличения ее объема, а также увеличения растя-
жимости клеточной стенки (Serrano, 1993).

Н+-ATPаза вакуолярного типа (V-типа;
EC 3.6.1.3) – широко распространенный у эука-
риотических клеток протонный насос внутрикле-
точных мембран. Она организована как мульти-
субъединичный комплекс, образованный над-
мембранным каталитическим и трансмембран-
ным Н+-проводящим доменами общей молеку-

лярной массой около 750 кДа (Merzendorfer et al.,
1997; Ratajczak, 2000). По строению V-АТФаза
эволюционно родственна АТФ-синтазам F-типа
(Gruber et al., 2001; Kluge et al., 2003), но присут-
ствует в мембранах, ограничивающих различные
внутриклеточные компартменты с более кислым,
чем цитоплазма содержимым. В клетках растений
основным местом локализации V-ATPаз является
вакуолярная мембрана. Кислые значения рН со-
дер-жимого литических вакуолей и секреторных
везикул, поддерживаемые Н+-ATФазами, требу-
ются для активности гидролитических ферментов.
Экспериментально установлено участие V-АТФаз
в процессах эндо- и экзоцитоза (Dettmer et al.,
2006; Schumacher, 2006). Исследования последних
лет показали, что V-АТФаза играет важную роль в
регуляции эмбрионального развития и роста рас-
тяжением (Strompen et al., 2005).

Н+-пирофосфатаза вакуолярного типа
(EC 3.6.1.1.) обнаружена в клетках высших расте-
ний, некоторых зеленых водорослей и однокле-
точных паразитических организмов, родственной
ей формой считают обратимую пирофосфат-син-
тазу несерных пурпурных бактерий (Rea, Poole,
1993; Maeshima, 2000). кДНК V-пирофосфатазы,
клонированные из ряда растений, бактерий и не-
которых протист обладали очень высокой степе-
нью гомологии (86–91%) (Lin et al., 2005; Van
et al., 2005). Она представляет собой гомодимер-
ный белок, с молекулярной массой субъединицы
75–81 кДа и 14 трансмембранными доменами.
Н+-пирофосфатаза V-типа локализована в вакуо-
лярной мембране, в мембранах аппарата Гольджи,
у некоторых объектов – в плазматической мем-
бране (Baltscheffsky et al., 1999). Установлено, что
помимо регуляции рН вакуоли, она играет важ-
ную роль в регуляции интенсивности везикуляр-
ного транспорта, и тем самым оказывает влияние
на количество ряда физиологически значимых
белков, таких как Н+-АТФаза и переносчики аук-
сина PIN1 на плазмалемме (Li et al., 2005).

Таким образом, все рассмотренные протонные
насосы играют огромную роль в обеспечении
жизнедеятельности растительной клетки, а также
в ее способности воспринять сигнал и сформиро-
вать адаптивный физиологический ответ. Не вы-
зывает сомнения, что они служат наиважнейшим
звеном такого процесса, как рост растяжением,
заключающегося в многократном увеличении
размеров клетки и ее вакуолизации. Тем не менее,
остается дискуссионным вопрос о вкладе каждого
из трех протонных насосов в этот процесс и о воз-
можном перераспределении их ролей в ходе раз-
вития. Проведенное ранее исследование свойств
Н+-АТФазы плазмалеммы выявило изменение
гидролитической активности фермента в ходе он-
тогенеза клетки (Рудашевская и др., 2005, 2009). В
связи с этим цель настоящего исследования за-
ключалась в сравнительном анализе протон-
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транспортирующей активности Н+-АТФазы
плазмалеммы, а также протонных насосов тоно-
пласта в процессе роста растяжением.

В качестве модельного объекта в исследовании
роста клеток растяжением часто используют ко-
леоптили злаков, которые представляют собой
быстро развивающиеся органы ювенильного
проростка: за несколько суток они проходят пе-
риод быстрого роста и переход к завершению сво-
ей физиологической функции. У кукурузы при
выращивании проростков при 26–27°С в темноте
все клетки колеоптиля переходят от деления к ро-
сту растяжением на третьи сутки развития про-
ростка (Москалева, Полевой, 1987). К пятым сут-
кам, когда настоящий лист выходит наружу из-
под защиты колеоптиля, происходит значитель-
ное снижение активности роста клеток колеопти-
ля и снижается чувствительность ростовой реак-
ции к ауксину (Рудашевская и др., 2002). В насто-
ящем исследовании нами оценивалось изме-
нение транспортной активности Н+-АТФазы
плазматической мембраны, а также Н+-ATPазы и
Н+-пирофосфатазы эндомембран из колеоптилей
3-, 4- и 5-суточных проростков кукурузы, клетки
которых находятся на разных стадиях роста рас-
тяжением.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования служили 3-, 4- и 5-су-
точные проростки кукурузы (Zea mays L.), выра-
щенные в темноте (с кратковременной засветкой
не более 5 мин в сутки для синхронизации роста
колеоптилей) при 27°С на разбавленном в 10 раз
питательном растворе Чеснокова. Проростки ги-
брида ЗПТК-196 и Нарт-150 имели синхронное
развитие, характеризующиеся средней длиной
колеоптилей 24.0 ± 1.5 мм, 44.9 ± 2.4 мм, 51.3 ±
± 3.7 мм для 3-, 4- и 5-суточных проростков соот-
ветственно.

Для выделения фракции плазмалеммы ис-
пользовали декапитированные на 4 мм колеопти-
ли проростков кукурузы (гибрид ЗПТК-196). Ве-
зикулярную фракцию плазмалеммы получали
дифференциальным центрифугированием с
очисткой в градиенте плотности сахарозы, как
описано ранее (Рудашевская и др., 2005). По дан-
ным биохимического анализа маркерных фер-
ментов, полученная фракция обогащена плазма-
леммой. Везикулы загружали с использованием
осмотического шока (при 10-кратном пониже-
нии концентрации сахарозы) средой следующего
состава: 150 мМ K2SO4, 1 мМ Трис-МES, 150 мМ
сахарозы, рН 6.8–7.0 (в зависимости от величины
рН везикулярной фракции), и переосаждали при
99500 g 1 ч. При необходимости введения флуо-
ресцентного зонда в везикулы их загружали сре-
дой того же состава с добавлением рН-зависимого

зонда FITC-декстран (остаток декстрана обеспе-
чивал внутривезикулярную локализацию зонда).

АТФ-зависимый транспорт протонов через
мембрану везикул плазмалеммы оценивали с ис-
пользованием флуоресцентных зондов diS-C3-(5)
(0.7 мкМ) (по изменению трансмембранного по-
тенциала) и FITC-декстран (0.8 мг/мл) (по изме-
нению рН внутри везикулярной среды), на спек-
трофлуориметре при длине волны возб./фл.
580/665 нм и 480/520 нм соответственно. Объем
инкубационной смеси 300 мкл. Везикулы (1–5 мкг
белка) инкубировали в среде – 150 мМ Na2SO4,
1 мМ Трис-МES, 150 мМ сахарозы, рН 6.8–7.0 (в
зависимости от величины рН везикулярной фрак-
ции во избежание исходного градиента рН на мем-
бранах везикул). Реакцию запускали введением
MgСl2 + Na2АТФ в конечной концентрации 3 мМ.
Активность транспорта протонов через мембрану
везикул в случае использования потенциал-зави-
симого зонда diS-C3-(5) выражали в % от величины
трансмембранного потенциала, генерируемого в
данной системе при внесении К+-ионофора вали-
номицина (0.03 мкM), и рассчитывали на единицу
белка фракции мембран. Валиномицин-зависи-
мое изменение флуоресценции зонда нами рас-
сматривалось в качестве калибровочного стандар-
та. Расчеты показывают, что в используемой нами
модельной системы добавление К+-каналоформе-
ра приводит к генерации К+ диффузионного по-
тенциала, равного по величине –110 мВ (Батов
и др., 1995). Интенсивность тушения зонда при
внесении валиномицина несколько варьирует, от-
ражая свойства мембранного препарата, поэтому
эта величина была использована в качестве внут-
реннего стандарта для каждого эксперимента. При
работе с рН-чувствительным зондом FITC-декс-
тран, загруженным в везикулы, определяли изме-
нение рН среды внутри везикул и также относили
его на содержание белка. Калибрование зонда, за-
груженного в везикулы, проводили, изменяя вели-
чину рН инкубационной среды, содержащей вези-
кулярную фракцию и протонофор.

Для выделения фракций внутриклеточных
мембран использовали гибрид F1 Нарт-150. Рас-
тительные ткани (отрезки колеоптилей без 4 мм
верхушки, длиной 10–15 мм) гомогенизировали в
среде, содержащей 0.4 М сахарозы, 50 мМ Трис-
HCl (рН 7.8), 5 мМ ЭДТА, 2.5 мМ дитиотрейтола
(ДТТ), 10 мМ 2-меркаптоэтанола, 0.1% бычьего
сывороточного альбумина (в отношении 3 мл сре-
ды на 1 г ткани для 3-суточных проростков и
2 мл/1 г для 4- и 5-суточных проростков). Гомоге-
нат фильтровали через нейлон и центрифугиро-
вали при 3400 g 10 мин. Супернатант наносили на
градиент плотности сахарозы, состоящий из сло-
ев с плотностью 1.055 и 1.12 г/см3 (14 и 28% саха-
розы), приготовленных на растворе 5 мМ Трис-
MES (рН 7.3), 1 мМ ДТТ, 0.1 мМ ЭДТА. После
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центрифугирования при 96000 g 2 ч фракцию на
границе слоев отбирали, разбавляли в буферной
смеси, содержащей 0.2 М сахарозу, 5 мМ Трис-
MES, 1 мМ ДТТ, 0.1 мМ ЭДТА, и осаждали при
96000 g 1 ч. По данным анализа активности мар-
керных ферментов, фракция содержала преиму-
щественно мембраны вакуолей и эндоплазмати-
ческого ретикулума (ЭР). Отделения ЭР от тоно-
пласта не производили в связи с тем, что у
3-суточных проростков кукурузы, в отличие от 4–
5-суточных, клетки колеоптилей находятся в ос-
новном в начальной стадии растяжения и форми-
рования вакуолей, при этом комплексы АТФазы
V-типа могут быть локализованы и в тонопласте и
в ЭР (как это показано для клеток кончика корня
овса (Herman et al., 1994)).

ATФ- и пирофосфат-зависимый транспорт
ионов Н+ в мембранные везикулы фракции внут-
риклеточных мембран оценивали по снижению
поглощения моноаминного оптического зонда
акридинового оранжевого (АО) на спектрофото-
метре СФ-46 при 495 нм. Инкубационная смесь
объемом 800 мкл включала 10 мкМ АО, 5 мМ
Трис-MES (pH 7.0), 0.2 М сахарозу, 1 мМ MgSO4,
50 мМ KCl, 1 мМ ДТТ, 0.1 мМ ЭДТА, везикуляр-
ный препарат (10–30 мкг мембранного белка).
Измерения начинали с добавления 1 мМ Na2ATP
или 0.5 мМ Na4P2O7. Определяли начальную ско-
рость изменения поглощения АО и значение ∆А495

при достижении реакцией состояния равновесия,
соответствующее максимальному градиенту рН,
создаваемому при работе Н+-насосов. Проницае-
мость мембран для протонов оценивали по росту
поглощения АО (при выходе протонов из вези-
кул) после остановки реакции добавлением 2 мМ
ЭДТА. Определяли отношение между изменени-
ями поглощения АО при выходе Н+ и при
ATФ/пирофосфат-зависимом входе Н+ в везику-
лы: ∆А495 out/∆А495 in.

Содержание белка в мембранных препаратах
определяли по методу Бредфорд (Bradford, 1976).

В работе представлены средние арифметиче-
ские значения и ошибки среднего, полученные
по результатам экспериментов, проведенных в
3–7 биологических повторностях.

В работе использовали: Трис (“Reanal”, Вен-
грия; “Sigma”, США); Мes, Трис, ДТТ, АТФ,
валиномицин,  DCCD, FCCP (“Sigma”, США);
ЭДТА (Fluka, Германия); FITC-декстран (Molec-
ular Probes) остальные реактивы – отечественного
производства (хч).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализ активности Н+-АТФазы плазмалеммы

При центрифугировании в градиенте плотно-
сти сахарозы на границе слоев с плотностью 34 и
45% получали фракцию мембран, которая по дан-

ным ингибиторного анализа биохимических мар-
керов обогащена плазмалеммой (Рудашевская
и др., 2005). В этой фракции обнаруживалась вы-
сокая Mg2+-зависимая К+-стимулируемая АТФаз-
ная гидролитическая активность, ингибируемая
ванадатом, что характерно для АТФаз Р-типа, к
которым относится Н+-АТФазы плазмалеммы. 

В наших экспериментах с использованием
фракции, обогащенной плазмалеммой из клеток
колеоптилей кукурузы, показана АТФ-зависимая
генерация электрохимического потенциала
ионов Н+. Величину протонного градиента, гене-
рируемого на мембранах везикул плазмалеммы,
анализировали по сдвигу рН внутри везикул, ко-
торый оценивался по изменению флуоресценции
зонда FITC. Внутривезикулярная локализация
зонда во время эксперимента обеспечивалась
остатком высокомолекулярного декстрана
(мол. м. 40000), структурно соединенного с моле-
кулой FITC и препятствующего транспорту зонда
из везикул. Выявлено изменение интенсивности
флуоресценции зонда при введении комплекса
Mg-АТФ в среду инкубации, что свидетельствует
об изменении значения рН среды внутри везикул
(рис. 1а). Введение АТФ активирует только ин-
вертированные везикулы с обращенным в инку-
бационную среду активным центром фермента и
индуцирует транспорт протона внутрь везикул, что
приводит к понижению рН в везикулах и соответ-
ствующему изменению флуоресценции зонда. На-
блюдаемый эффект специфичен для АТФ по отно-
шению к АMФ, добавление которого приводит
лишь к незначительному изменению флуоресцен-
ции (pис. 1а). Ванадат, специфичный ингибитор
Н+-АТФазы плазмалеммы, снижал амплитуду
АТФ-индуцируемого изменения флуоресценции
(pис. 1б), что доказывает участие Н+-АТФазы
плазмалеммы в изменении рН внутри везикул.
Предварительное внесение валиномицина к вези-
кулам приводило к более сильному и быстрому
АТФ-зависимому изменению флуоресценции
(pис. 1в). Наблюдаемый эффект активации, созда-
ваемый валиномицином, согласуется с тем, что
Н+-АТФаза плазмалеммы активируется деполяри-
зацией плазмалеммы, а также ионами К+ со сторо-
ны активного центра фермента.

Как видно из pис. 1, АТФ-зависимая генера-
ция электрохимического потенциала ионов водо-
рода развивается быстро и достигает максимума
менее, чем за 5 мин. Сравнительный анализ ам-
плитуды генерируемого потенциала везикуляр-
ными фракциями плазмалеммы, полученными из
клеток колеоптилей проростков разного возрас-
та, выявил изменение транспортной активности
фермента в онтогенезе проростка. При использо-
вании рН-зависимого зонда FITC наибольшая
Н+-транспортирующая активность Н+-АТФазы
плазмалеммы была показана для фракции 4-су-
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точных проростков, которая значительно превы-
шала активность фермента на 3 и 5 сутки развития
(рис. 2а). Аналогичная зависимость была выявле-
на и при определении электрической составляю-
щей генерируемого протонного градиента, кото-
рая регистрировалась по изменению интенсивно-
сти флуоресценции потенциал-зависимого зонда
diS-C3-(5). Максимальное изменение было харак-
терно для мембран, полученных из клеток ко-

леоптилей 4-суточных этиолированных пророст-
ков (pис. 2б).

Для всех исследуемых этапов развития исполь-
зование АМФ в качестве аналога АТФ вызывало
лишь очень незначительное изменение свечения
зонда diS-C3-(5), которое можно считать неспе-
цифичным (pис. 2). Применение ингибитора
DCCD (1.7 мкМ) во всех проведенных экспери-
ментах снижало регистрируемую FITC актив-
ность фракции плазмалеммы на 50, 60 и 67% у

везикулы
FITC-декстран

везикулы
FITC-декстран

везикулы
FITC-декстран

АМФ

АТФ

АТФ

АТФ

H2O Mg2+

Mg2+

ванадат

валиномицин

Mg2+

(а)

(б)

(в)

0.
2 
∆

p
H

20 c

Рис. 1. АТФ-индуцируемое изменение интенсивности флуоресценции рН-зависимого зонда FITC-декстран в препа-
ратах везикул плазмалеммы клеток колеоптилей кукурузы.
а – АТФ- и АМФ-зависимое изменение флуоресценции зонда FITC-декстран.
б – Влияние ванадата на величину АТФ-зависимого изменения флуоресценции зонда FITC-декстран.
в – Влияние валиномицина (0.03 мкМ) на величину АТФ-зависимого изменения флуоресценции зонда FITC-декстран.
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фракций, полученных из 3-, 4- и 5-суточных
проростков, соответственно (pис. 2а).

Анализ активности вакуолярных 
пирофосфатазы и Н+-АТФазы

Фракция мембран, выделяемая из гомогената
клеток колеоптилей кукурузы на границе слоев
градиента плотности сахарозы 14 и 28%, по дан-
ным анализа биохимических маркеров обогащена
фрагментами тонопласта и эндоплазматического
ретикулума. В ней обнаруживалась значительная
нитрат-ингибируемая ATФазная активность, при-
сущая ATФазе вакуолярного (V) типа, пирофосфа-
тазная активность с высоким уровнем стимуляции
KCl, характерная для пирофосфатазы V-типа,
азид-нечувствительная НАДН-цитохром С-редук-
тазная активность (маркер ЭР), а также незначи-
тельная ванадат-чувствительная АТФазная актив-
ность. 

В исследуемой фракции, обозначенной как
фракция эндомембран, показан ATФ- и пиро-
фосфат-зависимый транспорт Н+, который реги-
стрировали спектрофотометрически по снижению
поглощения проникающего моноаминного зонда
акридинового оранжевого (рис. 3). Величина ад-
сорбции АО возвращалась на исходный уровень
после добавления протонофора FCCP (5 мкМ), а
также тритона Х-100 (0.01%) и NH4Cl (15 мМ), что
свидетельствует о рассеивании протонного гра-
диента. ATФ-зависимое накачивание Н+ в вези-

кулы эндомембран осуществлялось за счет рабо-
ты ATФазы V-типа, так как оно полностью подав-
лялась бафиломицином А1 (5 нМ) и на 80%
ингибировалось KNO3 (50 мМ) и не обнаружива-
ло чувствительности к ванадату. 

Сравнительный анализ активности ATФ- и
пирофосфат-зависимого транспорта ионов Н+ в
везикулы препаратов эндомембран клеток про-
ростков разного возраста показал, что АТФ-зави-
симое снижение поглощения АО имело наиболь-
шую начальную скорость у растущих растяжением
колеоптилей 4-суточных проростков (рис. 4а), то-
гда как в присутствии пирофосфата эта величина
была максимальной у 3-суточных проростков,
клетки которых находятся в начале фазы растяже-
ния (pис. 4б). Сходные изменения наблюдались,
когда Н+-транспортирующую активность выража-
ли как максимальный градиент рН между внутрен-
ней средой везикул и инкубационной средой, до-
стигаемый в ходе реакции (∆А495/мг белка).

Уровень регистрируемого снижения поглоще-
ния АО зависит не только от активности Н+-насо-
сов, обеспечивающих вход Н+ в везикулы, но и от
выхода Н+ в инкубационный раствор, который,
возможно, связан с наличием каналов и котранс-
портеров для протонов и других ионов или моле-
кул (в данной системе Cl–) и неспецифической
проницаемостью мембран, зависящей от свойств
липидно-белкового матрикса мембран, темпера-
туры и состояния мембран после их выделения.
Чтобы оценить проницаемость мембран к прото-

Рис. 2. Изменение АТФ-зависимой Н+-транспортирующей активности везикулярной фракции плазмалеммы из кле-
ток колеоптилей проростков кукурузы разного возраста.
а – Активность транспорта протона оценивали с использованием FITC-декстран и выразили в изменении значения
рН внутривезикулярной среды.
б – Активность транспорта протонов оценивали с использованием diS-C3-(5) и выразили в процентах от величины по-
тенциала, генерируемого в данной системе валиномицином.
На диаграмме (а, б): белые столбики – в инкубационную среду, содержащую везикулы и ионы Mg, вносили АТФ; се-
рые столбики – АМФ; заштрихованные столбики – при оценке АТФ-зависимого транспорта фракцию мембран пред-
варительно инкубировали с DCCD (1.7 мкМ).
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нам после достижения равновесного уровня ∆рН,
при котором вход и выход Н+ уравновешены, в
среду реакции добавляли ЭДTA (2 мМ) для оста-
новки реакции и анализировали выделение Н+

(pис. 3). Было установлено, что величина повы-
шения поглощения АО после добавления ЭДТА
существенно не различалась для препаратов мем-
бран из проростков разного возраста (pис. 5а).
Однако при расчете процентного отношения вели-
чины возврата поглощения АО на его исходный
уровень ∆А495 (выход Н+) к величине АТФ-зависи-
мого снижения поглощения АО ∆А495 (вход Н+)
было выявлен наиболее низкий “процент возвра-
та” в препаратах мембран из 4-суточных пророст-
ков кукурузы (рис. 5б). Это свойство мембранно-
го транспорта у 4-суточных проростков отсут-
ствовало при анализе пирофосфат-зависимого
закисления везикул (данные не приводятся).

Можно предположить, что различия в проницае-
мости мембран к ионам Н+ связаны непосред-
ственно с состоянием АТФазы вакуолярного типа
и/или сопряженными с ней транспортными ме-
ханизмами. 

ОБСУЖДЕНИЕ

Рост растяжением представляет собой универ-
сальное свойство растительных клеток, хорошо
идентифицируемое как у многоклеточных водо-
рослей, так и у высших растений. Возникнув на
ранних этапах эволюции, данный процесс обес-
печивает при минимальных энергетических за-
тратах достижение максимального объема, что
является основополагающим критерием расти-
тельного организма – максимальное соприкос-
новение с окружающей средой в целях получения
наилучшего доступа к источникам питания (По-
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Рис. 3. ATФ-зависимое (1, 2, 3) и пирофосфат-зависимое (4) снижение поглощения акридинового оранжевого в пре-
паратах эндомембран, выделенных из клеток колеоптилей 4-суточных проростков кукурузы.
Бафиломицин А1 (2 нМ) (2), KNO3 (50 мМ) (3) добавлены перед началом АТФ-зависимой реакции, FCCP (5 мкМ),
ЭДТА (2 мМ) – как указано стрелками.
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АТФазной реакции ЭДТА (2 мМ).
а – Выход Н+, выраженный как изменение поглощения АО в расчете на мг мембранного белка.
б – Отношение роста поглощения АО при выходе Н+ к снижению поглощения АО при ATФ-зависимом переносе Н+

в везикулы, в процентах.

левой, 1986). Хорошо известно, что данный про-
цесс находится под контролем фитогормона аук-
сина. Предложенная в 70-х годах теория “кислого
роста” предполагает, что ауксин вызывает целый
каскад событий, одним из элементов которого яв-
ляется активация Н+-АТФазы плазмалеммы (Cle-
land et al., 1971; Hager et al., 1971; Полевой, 1986).
Процесс роста растяжением включает в себя ин-
тенсивную вакуолизацию клетки, следовательно,
можно предположить активное участие и ряда ва-

куолярных транспортных систем, в первую оче-
редь вакуолярных Н+-АТФазы и пирофосфатазы. 

В клетках колеоптилей кукурузы, все три типа
Н+-насосов проявляют значительную гидролити-
ческую и транспортную активность. Тем не ме-
нее, полученные данные однозначно свидетель-
ствуют о том, что интенсивность транспорта про-
тонов варьирует в ходе развития клеток ювениль-
ного органа проростка. Так, у 3-суточных про-
ростков в мембранах везикул тонопласта и эндо-
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плазматического ретикулума наиболее высокий
уровень имеет активность Н+-пирофосфатазы. В
ходе дальнейшего развития, характеризующего-
ся постепенным замедлением ростовых процес-
сов, транспортная функция данного фермента
постепенно снижается. Динамика активности
Н+-АТФаз как плазмалеммы, так и тонопласта
была иной. Максимальный уровень транспорта
протонов обе АТФазы обнаруживали на
4-е сутки развития проростка, т.е. при ослабле-
нии интенсивности роста. У 5-суточных про-
ростков, на этапе завершения физиологической
функции колептиля (первый настоящий лист
выходит за пределы колеоптиля) и полной оста-
новке роста, основные протон-транспортирую-
щие насосы, тем не менее, сохраняли свою ак-
тивность, чувствительность к ингибиторам и
субстратную специфичность.

Таким образом, в фазе завершения деления и
перехода клеток колеоптиля к растяжению наи-
больший вклад в энергизацию внутриклеточных
компартментов вносит V-пирофосфатаза. На ста-
дии поддержания интенсивности роста растяже-
нием возрастает значение АТФаз в энергизации
мембран растительной клетки и регуляции ее ме-
таболизма.

Эти результаты согласуются с литературными
данными для других растительных объектов. В
гипокотилях маша наибольшая пирофосфатазная
активность, высокий уровень мРНК и молекул
фермента обнаруживался в зоне делящихся кле-
ток. Напротив, в зонах интенсивного роста растя-
жением и, особенно, дифференцированных кле-
ток возрастала активность АТФазы V-типа (Mae-
shima et al., 1996; Nacanishi, Maeshima, 1998). В
созревающих плодах груши также на начальных
этапах развития, характеризующихся увеличени-
ем размера клеток, преобладала активность пиро-
фосфатазы. На поздних этапах созревания основ-
ным Н+-насосом тонопласта становилась АТФаза
(Shiratake et al., 1997). Ряд исследований свиде-
тельствует о нелинейном изменении активности
Н+-АТФазы плазмалеммы. Так временное увели-
чение активности работы протонной помпы
плазмалеммы характеризовало инициацию про-
растания семян кукурузы (Sanchez-Nieto et al.,
1998), индукцию развития почек персика (Aue
et al., 1999), а также период инициации цветения
растений табака (Santoni et al., 1991).

Можно отметить некоторые особенности фи-
зиологии клеток в фазе деления, которые обеспе-
чивают приоритетную роль Н+-пирофосфатазы
на ранних этапах онтогенеза. Молодые клетки
растений до перехода к растяжению малы, подоб-
но клеткам животных, они имеют более низкую
интенсивность дыхания, а внутренние клетки ме-
ристем могут находиться в состоянии частичного
анаэробиоза (Саламатова, 1983). Это сочетается с
пониженным уровнем АТФ и увеличивает значе-

ние пирофосфата как источника энергии и суб-
страта для транспорта Н+. Преобладание анабо-
лических реакций над катаболическими харак-
терно для клеток в фазе деления. Многие
биосинтетические процессы, в том числе синтезы
нуклеиновых и жирных кислот, белков и полиса-
харидов, сопровождаются образованием пиро-
фосфата. Одна из функций Н+-пирофосфатазы
состоит в утилизации пирофосфата, что обеспе-
чивает направленность обратимых реакций в сто-
рону биосинтезов (Rea, Poole, 1993; Maeshima
et al., 1996). Показана также возможность исполь-
зования создаваемого в результате работы Н+-пи-
рофосфатазы ∆µН+ для синтеза АТФ в результате
сопряженной работы вакуолярной Н+-АТФазы с
обращением ее энергетической функции (Facan-
ha, de Meis, 1998), что может иметь важное значе-
ние для снабжения клеток дополнительной энер-
гией в форме АТФ. 

При переходе клеток к росту растяжением воз-
растает интенсивность дыхания, накапливаются
низкомолекулярные вещества, увеличивается со-
держание АТФ, которое поддерживается на мил-
лимолярном уровне, как и у дифференцированных
клеток (Саламатова, 1983). Содержание пирофос-
фата у большинства видов на порядок ниже (Rea,
Poole, 1993). Тем самым создаются благоприятные
условия для активации работы Н+-АТФаз как
плазмалеммы, так и тонопласта.

Перераспределение функций между АТФаза-
ми в фазе роста растяжением может находиться
под контролем целого ряда факторов. Регулятор-
ное значение могут иметь в первую очередь вре-
менные изменения кислотности цитоплазмы.
Н+-АТФазы имеют отличающиеся оптимумы рН
(Hager, Biber, 1984). Для вакуолярной Н+-АТФазы
оптимум рН – около 7.0 и, как правило, сглажен,
а для фермента плазмалеммы он гораздо более
узок с максимумом равном 6.5. Следовательно,
факторы, приводящие к закислению рН цитозо-
ля, будут инициировать активацию работы в
первую очередь Н+-АТФазы плазмалеммы. Рас-
сматривая рост растяжением, следует отметить,
что индолилуксусная кислота (природный аук-
син), индуцирующая данный тип роста, вызывает
именно закисление цитоплазмы (Felle, 1988; Ger-
ing et al., 1990; Shishova, Lindberg, 1999). Кроме того
показано, что ауксин обладает способностью уси-
ливать экспрессию одной из изоформ Н+-АТФазы
плазмалеммы кукурузы МНА2, в непроводящих
тканях (Frias et al., 1996), а, следовательно, не име-
ющей прямого отношения к транспорту метаболи-
тов. Данный факт свидетельствует о том, что в про-
цессе инициации и поддержания роста растяжени-
ем число ферментативных единиц Н+-АТФазы
плазмалеммы может увеличиваться, что подтвер-
ждается в работах A. Hager (Hager et al., 1991; Hag-
er, 2003). Кроме того, фермент может быть орга-
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низован в мембране в виде димера и даже олиго-
мера (Sondergaard et al., 2004), что также может
отражаться на активности фермента или сопря-
жении его гидролитической и транспортной
функций. Следовательно, при переходе от деле-
ния к росту растяжением и особенно на этапе
поддержания роста будет возрастать роль именно
Н+-АТФазы плазмалеммы. И действительно, по
нашим результатам более чем 2-кратное усиление
транспортной активности Н+-АТФазы плазмалем-
мы характеризует 4 сутки развития проростка ку-
курузы. Усиление транспортной функции АТФазы
ПМ, выявленное в представленной работе, полно-
стью соответствует повышению (более чем в 2 ра-
за) ее гидролитической активности на данном эта-
пе развития проростка (Рудашевская и др., 2005,
Shishova et al., 2007). Результаты, полученные с
использованием везикулярной фракции плазма-
леммы, подтверждаются цитохимическим иссле-
дованием, проведенным на том же объекте – ко-
леоптилях разновозрастных проростков кукурузы
(Рудашевская и др., 2009). Показано, что наи-
большей АТФ-гидролизующей способностью от-
личаются клетки 4-суточных проростков. Данные
электронной микроскопии позволяют предполо-
жить, что фермент у наиболее молодых клеток
(3-суточные проростки) организован в форме
мультимерного комплекса, тогда как к 4 суткам
значительно возрастает число мономеров фер-
мента.

Особо следует отметить возможность суще-
ствования и гораздо более сложных механизмов
кросс-регуляции активности Н+-насосов в про-
цессе роста. Так показано, что Н+-пирофосфатаза
может участвовать в процессе регуляции роста за
счет изменения интенсивности полярного транс-
порта ауксина в результате перераспределения
транспортеров PIN1 (Li et al., 2005). Известно, что
белок PIN1 находится в постоянном “движении”

между плазмалеммой и эндомембранами. Усиле-
ние активности Н+-пирофосфатазы интенсифи-
цирует везикулярный транспорт между эндомем-
бранами и плазмалеммой, что увеличивает число
переносчиков ауксина в составе плазмалеммы, и
сказывается на ауксин-зависимых процессах раз-
вития, в том числе росте растяжением. В связи с
этим следует подчеркнуть, что еще одним белком
плазмалеммы, осуществляющим достаточно
быстрый обмен с эндомембранами является Н+-
АТФаза P-типа. Следовательно, усиление работы
Н+-пирофосфатазы тонопласта может непосред-
ственно регулировать активность транспорта
протонов через плазмалемму за счет увеличения
числа молекул фермента Н+-АТФазы в составе
плазматической мембраны. 

Суммируя данные опубликованные в литера-
туре и полученные нами можно высказать пред-
положение о том, что на этапах деления и иници-
ации роста растяжением в клетках колеоптилей
кукурузы преобладающее значение имеет вакуо-
лярная Н+-пирофосфатаза (рис. 6). В силу ряда
регуляторных механизмов постепенно все боль-
шее значение приобретают Н+-АТФазы как тоно-
пласта, так и плазмалеммы с преобладающей
функцией последней, что обеспечивает протека-
ние наиболее интенсивной фазы клеточного ро-
ста. На этапе завершения физиологической
функции ювенильного органа, характеризую-
щемся практически полной неспособностью кле-
ток, как к эндогенному, так и ауксин-индуциро-
ванному росту, активность всех трех Н+-транс-
портеров снижается, тем не менее, они продол-
жают осуществлять функцию поддержания го-
меостаза клетки о чем свидетельствует их суб-
стратная специфичность и чувствительность к
ингибиторам.

Работа выполнена при частичной финансовой
поддержке Российского Фонда Фундаменталь-
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Alteration of Transport Activity of Proton Pumps in Coleoptile Cells 
during Early Development Stages of Maize Seedlings
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St. Petersburg State University, Universitetskaya nab. 7/9, St. Petersburg, 199034 Russia

e-mail: mshishova@mail.ru

Abstract—Comparative analysis of the transport activity of proton pumps (plasmalemma H+-ATPase, vacuolar
H+-ATPase, and vacuolar H+-pyrophosphatase) in the membrane preparations obtained from coleoptile
cells of etiolated maize seedlings (Zea mays L.) was carried out. The highest level of vacuolar pyrophosphatase
activity was observed during the early development of coleoptile cells under growth intensification through
the elongation. The role of ATPase pumps of tonoplast and plasmalemma in the transport of hydrogen ions
increases during further development. The plasmalemma activity in this process is higher. When the growth
stops, the activity of proton pumps becomes significantly lower. Nevertheless, their substrate specificity and
sensitivity to proton pump inhibitors do not change, which can be an evidence of physiological significance
of pumps in the maintenance of cell homeostasis.

Keywords: Zea mays, coleoptile, P-type and V-type H+-ATPases, V-type H+-pyrophosphatase, proton trans-
port, vesicles.
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Важной жизненной стратегией растительных
организмов является тотипотентность их клеток.
Реализация этой стратегии ярко проявляется в
культуре in vitro и особенно через соматический
эмбриогенез.

Соматический эмбриогенез – асексуальный
способ размножения у голосеменных растений –
был открыт 26 лет назад у Рicea abies (Chalupa,
1985; Hakman et al., 1985). В настоящее время с
помощью соматического эмбриогенеза осу-
ществляется изучение морфогенетических про-
грамм, таких как детерминация, дифференциров-
ка, дедифференцировка и компетентность, а так-
же проводится массовое тиражирование высо-
копродуктивных, устойчивых к фитопатагенам
генетически улучшенных форм хвойных расте-
ний (Lelu et al., 1994; Lelu-Walter et al., 2008; Park,
2002, 2006; Klimaszewska et al., 2001). 

Среди хвойных, представители рода Larix яв-
ляются наиболее распространенными лесообра-
зующими древесными видами на территории
России. Они различаются по морфологическим
признакам, лесоводственным характеристикам,
ритмам сезонного развития и морфогенеза веге-
тативных и генеративных органов, а так же харак-
теризуются быстрым ростом, энергичной асси-
миляцией, транспирацией и высокой продуктив-

ностью (Дылис, 1947; Рожков и др., 1991;
Ирошников, 2004).

Занимая обширный ареал, виды рода Larix об-
ладают чрезвычайно высокой пластичностью, от-
личающей ее от других представителей семейства
Pinaceae (Третьякова и др., 2006). Этот признак
связан с периодическим сбрасыванием хвои, пе-
реключением брахибластов на генеративный путь
развития и, наоборот, генеративных структур на
спорофитный путь развития, наличием толстой
оболочки, окружающей пыльцевое зерно, не поз-
воляющей пыльце прорастать при неблагоприят-
ных условиях, отсутствием органического покоя у
генеративных и вегетативных органов в зимний
период, и, в целом, большим морфогенетическим
потенциалом, позволяющим видам лиственницы
адаптироваться к неблагоприятным экологиче-
ским факторам (Третьякова и др., 2006).

Вместе с тем, виды лиственницы характеризу-
ются неравномерностью урожаев в многолетнем
цикле и низким качеством семян. Наиболее силь-
но этот феномен проявляется у лиственницы си-
бирской, у которой урожаи семян значительно
ниже (а в отдельные годы вообще отсутствуют) по
сравнению с другими представителями рода Larix
(Тренин, 1986; Милютин, 2003; Ирошников,
2004). Кроме того, деревья лиственницы сибир-
ской очень сильно поражаются лиственничной
почковой галлицей, оказывающей сильное нега-
тивное влияние на урожай лиственничных лесов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЭМБРИОЛОГИЯ

СОМАТИЧЕСКИЙ ЭМБРИОГЕНЕЗ В КУЛЬТУРЕ in vitro
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Формирование эмбриогенного каллуса у видов лиственницы, произрастающих в Сибири (Larix si-
birica, L. gmelinii, L. sukaczewii) происходило на среде MSGm под действием регуляторов роста (2.4Д
и БАП) по одной схеме: вытягивание соматических клеток, их асинхронное деление с образованием
инициали эмбрио и клетки трубки. Клетки инициали претерпевали последовательные деления и
формировали эмбриональные глобулы, ведущие к формированию соматических зародышей. При
добавлении в среду АБК и ПЭГ происходило вызревание соматических зародышей и затем после-
дующее их прорастание. У лиственницы Сукачева и ее гибрида с лиственницей сибирской получе-
ны длительно пролиферирующие эмбриогенные клеточные линии и растения регенеранты. Успех
соматического эмбриогенеза зависел от генотипа дерева донора.
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Сокращения: 2.4-Д – дихлорфеноуксусная кислота, БАП –
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Gelrite – желирующий агент, ЭМ – эмбриональная масса.
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Для решения проблемы лесовосстановления
видов лиственниц за рубежом разрабатываются
программы с использованием современных био-
технологий микроклонального размножения, та-
ких как соматический эмбриогенез (Park, 2002,
2006).

Для рода Larix соматический эмбриогенез был
получен у L. decidua (von Aderkas et al.,1990),
L. kaempherri (Lelu-Walter, Pagues, 2009) и гибри-
дов L. x occidentalis (Thompson, von Aderkas, 1992),
L. x eurolepis (L. decidua x L. kaempherri) (Kli-
maszwska, 1989; von Aderkas et al., 1990; Lelu,1994),
L. x marscinlinsii (L. kaempherri x L. decidua) (Lelu
et al., 1994; Lelu-Walter, Pagues, 2009). Первая ра-
бота по инициации соматического эмбриогенеза
у лиственницы сибирской была опубликована на-
ми в 2008 году (Белоруссова, Третьякова, 2008). В
ней впервые было показано становление сомати-
ческих клеток зародыша под влиянием гормонов
на путь эмбриогенеза при инициации и пролифе-
рации морфогенного каллуса.

Однако, несмотря на активные исследования
по соматическому эмбриогенезу у лиственницы
сибирской, регенерация растений путем сомати-
ческого эмбриогенеза все еще остается не решен-
ной для данного вида. Критическим моментом
явился процесс вызревания соматических заро-
дышей, на котором эмбриональное развитие у
лиственницы сибирской останавливалось.

Цель настоящей работы заключалась в разра-
ботке биотехнологии соматического эмбриогене-
за у видов лиственницы, произрастающих на тер-
ритории Сибири, с подбором минеральных сред,
концентраций гормонов и желирующих агентов
на процессы образования и вызревания сомати-
ческих зародышей и получения растений регене-
рантов.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА 

Объектом исследований служили 25 деревьев
лиственницы сибирской (Larix sibirica Ledeb.),
10 деревьев лиственницы Гмелина (Larix gmelinii
(Rupr.) Rupr.) и 4 дерева лиственницы Сукачева
(Larix sukaczewii Dylis), произрастающих на тер-
ритории дендрария Института леса СО РАН
(г. Красноярск). Возраст деревьев 35–40 лет. На
дереве (генотип Снп1) лиственницы Сукачева про-
водилилось контролируемое опыление макро-
стробилов пыльцой лиственницы сибирской и
лиственницы Гмелина.

В качестве материала для индукции соматиче-
ского эмбриогенеза были взяты изолированные
зиготические зародыши на стадии глобулярного
зародыша, инициации и развития семядолей.
Сбор посадочного материала осуществляли с
июля по август в 2007–2010 гг. Семена очищали от
покровных чешуй, поверхностно стерилизовали

5% спиртовым раствором йода в течение 3 минут.
После 3-кратной промывки в стерильной дистил-
лированной воде, мегагаметофиты обрабатывали
перекисью водорода в течение 5–10 минут. Заро-
дыши извлекали из мегагаметофитов в стериль-
ных условиях, помещали на увлажненную филь-
тровальную бумагу в чашках Петри и затем пере-
носили на питательную среду. 

Индукция каллуса. Для индукции каллуса у ви-
дов лиственницы использовали минеральные ос-
новы базовых сред: 1/2 MS (Murashige, Skoog,
1962), MSG (Becwar et al., 1990) и модифизиро-
ванную нами среду MSGm с увеличенным содер-
жанием некоторых микроэлементов по сравне-
нию с исходной прописью MSG и изменным со-
ставом макроэлементов (из среды исключен KCl)
(табл. 1). В качестве регуляторов роста использо-
вали 2.4-Д (2 мг/л) и БАП (1 мг/л). В среду добав-
ляли агар – 7 г/л; рН среды приводили к 5.8 до ав-
токлавирования, которое проводили при 121°С в
течение 20 мин. В охлажденную питательную сре-
ду после автоклавирования добавляли L-глута-
мин. В каждой чашке Петри культивировали 5 за-
родышей на 20 мл индукционной среды в темноте
при 25°С ± 1°С. 

Пролиферация эмбриональной массы. Для про-
лиферации каллуса и образования эмбриональ-
ной массы (ЭМ) применяли указанные базовые
среды, содержащие 2.4-Д (2 мг/л), БАП (0.5 мг/л)
и сахарозу (20 г/л). Режим культивирования та-
кой же как при индукции каллуса. Пересадки на
свежую питательную среду проводили каждые
2 нед. За 7 дней до перевода каллусов на безгор-
мональную среду (предвызревание соматических
зародышей) их помещали в жидкую питательную
среду MSGm (без агара) и подвергали встряхива-
нию на круговой качалке.

Предсозревание соматических зародышей. Ку-
сочки активно растущей эмбриональной массы,
весом 100–300 мг переносили на безгормональ-
ную базовую (MSGm) среду с активированным уг-
лем (10 г/л) и повышенным содержанием сахарозы
(34 г/л), для остановки пролиферации и перехода
соматических зародышей к вызреванию. Эксплан-
ты культивировали в течение одной недели на све-
ту малой интенсивности (10 мкмоль м–2 с–1) при
16-часовом фотопериоде. 

Созревание соматических зародышей Экспери-
менты по созреванию соматических зародышей
трех видов лиственницы выполняли на базовой
среде МSGm, содержащей сахарозу (40–60 г/л),
АБК (16–32 мг/л), ИМК (0.2 мг/л) и ПЭГ (5–
10%) в различных вариациях (табл. 2). В качестве
желирующего агента использовали Gelrite (3–
4 г/л). Культивирование осуществляли на свету
малой интенсивности (20 мкмоль м–2 с–1) при
16-часовом фотопериоде, при 24°С ± 1°С. Регуля-
торы роста растений (АБК и ИМК) и L-глутамин
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стерилизовали фильтрованием и добавляли в
охлажденную питательную среду после автокла-
вирования.

Прорастание соматических зародышей. Для
прорастания соматических зародышей листвен-
ницы использовали базовую питательную среду
МSGm свободную от растительных регуляторов
роста, дополненную активированным углем
(1 г/л). Соматические зародыши считали пророс-
шими, как только наблюдалось появление ко-
решка. Полученные растения-регенеранты по-
мещали в увлажненную экопочву (песок : верми-
кулит : торф = 1 : 1 : 1).

Цитологический анализ. Для проведения цито-
логического анализа использовали давленые
препараты. Для приготовления давленых препа-
ратов экспланты помещали на предметное стек-

ло и 1–2 мин выдерживали в красителе (сафра-
нин с добавлением метиленового синего). Далее
добавляли глицерин, и накрывали препарат по-
кровным стеклом.

Просмотр микроскопических образцов осу-
ществляли на микроскопе МБИ-6. Замеры клеток
и эмбриональных структур проводили при помо-
щи окуляр-микрометра с последующим перево-
дом полученных единиц в мкм. Статистическую
обработку данных проводили по стандартным ме-
тодикам при помощи Microsoft Excel. Для оценки
достоверности полученных данных использовался
однофакторный дисперсионный анализ. Морфо-
логические изменения фиксировались цифровой
камерой Fujifilm FinePix S7000 (Япония).

Таблица 1. Состав базовых питательных  сред MS, MSG, MSGm, используемых  в экспериментах по культуре
in vitro у лиственниц

Компоненты среды Концентрация компонентов в среде, мг/л

Макроэлементы: MS MSGm МSG

NH4NO3 1650 – –

KNO3 1900 100 100

CaCl2 ⋅ 2H2O 440 440 440

MgSO4 ⋅ H2O 370 370 370

KH2PO4 170 170 170

KCl – – 745

Микроэлементы:

KI 0.83 0.83 0.83

H3BO3 0.62 3.15 0.62

MnSO4 ⋅ H2O 22.3 22.3 22.3

ZnSO4 ⋅ 7H2O 8.6 8.6 8.6

Na2MoO4 ⋅ 2H2O 0.25 0.375 0.25

CuSO4 ⋅ 6H2O 0.025 0.125 0.025

CoCl2 ⋅ 6H2O 0.025 0.050 0.025

Железо:

FeSO4 ⋅ 7H2O 27.8 27.8 27.8

Na2 ⋅ ЭДТА 37.3 37.3 37.3

Витамины и органические вещества:

Мезоинозит 100 500 100

Тиамин 0.1 0.1 0.1

Глицин 2.0 – –

Пиридоксин 0.5 0.5 0.5

Никотиновая кислота 0.5 0.5 0.5

Глутамин 500 500 500

Гидролизат казеин 1000 1000 1000

рН 5.8 5.8 5.8
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РЕЗУЛЬТАТЫ 

Индукция каллуса

Формирование каллуса у видов лиственницы,
произрастаюших на территории Сибири, зависело
от стадии развития экспланта при введении его в
культуру in vitro. Наилучший отклик был получен
на стадии инициации семядолей (III стадия разви-
тия). На индукцию каллусообразования большое
влияние оказал состав питательной среды. Более
активная стимуляция образования каллуса наблю-
далась при использовании среды MSGm (рис. 1).
При этом образование каллуса у лиственницы Су-
качева происходило на всех используемых пита-
тельных средах с высоким процентом отклика экс-
плантов – 98%, у лиственницы сибирской 53–
93%, у лиственницы Гмелина 50–81%. 

Морфологические наблюдения за формирова-
нием каллуса показали, что его индукция происхо-
дила на 8–14-е сутки культивирования. Образова-
ние каллуса шло по всей поверхности экспланта
или было сосредоточено в области между кореш-
ком и гипокотилем. Каллус имел белый цвет и
рыхлую или либо твердую структуру. 

Пролиферация эмбриональной массы (ЭМ). Об-
разование эмбриональной массы в каллусе проис-
ходило на 25–35 сутки культивирования у всех ви-
дов лиственницы на среде MSGm с уменьшенным
содержанием цитокининов (БАП 0.5 мг/л). Одна-
ко, через три-пять месяцев культивирования раз-
витие каллуса останавливалось и дальнейшее фор-
мирование эмбриональной массы шло только у
лиственницы Сукачева на среде MSGm в 18% слу-
чаев (неокрашенный столбик, рис. 1В).

Высокая пролиферационная активность ЭМ
была отмечена у генотипа Снп1 лиственницы Сука-

чева, у которого было получено пять клеточных
линий – четыре в результате свободного опыле-
ния, а пятая в результате контролируемого опыле-
ния с лиственницей сибирской. Ниже приводим
описание клеточных линий:

клеточная линия 1 (08-03-00-01) – получена
в 2008 году на среде MSGm; экспланты от свобод-
ного опыления лиственницы Сукачева (Снп1);

клеточные линии 2 (09-03-00-02), 3 (09-03-00-
03) и 4 (09-03-00-04) – получены в 2009 году на сре-
де MSGm; экспланты от свободного опыления
лиственницы Сукачева (Снп1);

клеточная линия 5 получена в 2009 г. на среде
MSGm; экспланты от опыления лиственницы Су-
качева пыльцой лиственницы сибирской. 

Полученные в результате индукции клеточные
линии лиственницы Сукачева отличались между
собой по пролиферационной активности, а так-
же по количеству незрелых соматических заро-
дышей внутри эмбриональной массы. Рост эм-
бриональной массы был отмечен через 2 недели
культивирования на пролиферационной среде в
конце пассажа (рис. 2А). За шесть недель культи-
вирования суммарный вес ЭМ от одного экс-
планта у разных клеточных линий лиственницы
Сукачева составил от 24 до 80 г, а у лиственницы
Гмелина только 0.316 ± 0.05 г; у лиственницы си-
бирской 0.467 ± 0.06 г, (данные не приведены). За
10 недель культивирования вес эмбриональной
массы у клеточной линии 5 (гибрид лиственни-
цы Сукачева и лиственницы сибирской) соста-
вил 570 г (на рис. 2А), у клеточных линий 1–4 он
составил меньшую величину – 130–300 г. Спада
пролиферационной активности ЭМ у клеточных
линий лиственницы Сукачева в течение двух–

Таблица 2. Созревание соматических зародышей лиственницы Сукачева на питательной среде MSGm

Вариант 
среды

АБК, мг/л ПЭГ, % Сахароза, г/л Gelrite, г/л ИМК, мг/л
Зрелые соматиче-
ские зародыши, 
шт./500 мг ЭМ

1 16 5 40 4 0.2 0

2 16 7.5 40 4 0.2 0

3 16 10 40 4 0.2 1

4 24 5 40 4 0.2 0

5 24 7.5 40 4 0.2 0

6 24 10 40 4 0.2 2

7 32 5 40 4 0.2 0

8 32 7.5 40 4 0.2 4

9 32 10 40 4 0.2 30 ± 3.6

10 32 0 60 8 0.2 0

11 16 10 40 4 0 1

12 16 0 60 7 0 0
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Рис. 1. Индукция каллуса и пролиферация эмбриональной массы у лиственницы Гмелина (А), лиственницы сибирской
(Б) и лиственницы Сукачева (В) в зависимости от состава питательной среды (2 мес. культивирования). Неокрашенный
столбик – уровень пролиферации для лиственницы Сукачева.

Рис. 2. Пролиферация эмбриональной массы лиственницы Сукачева (А) и число соматических зародышей в 500 мг про-
лиферирующей ЭМ (Б) у разных клеточных линий (Кл) лиственницы Сукачева.
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трех лет культивирования не происходило. Опы-
ты продолжаются.

Число соматических зародышей в пролифери-
рующей ЭМ у лиственницы Сукачева варьировало
от 210 шт. в 100 мг ЭМ (Кл3) до 390 шт. в 100 мг ЭМ
(Кл1) (рис. 2Б). Количество соматических зароды-
шей в эмбриональной массе у лиственницы сибир-
ской было значительно ниже (в 4–5 раз; 75 ± 5.6 г),
чем у лиственницы Сукачева что совпадает с
предыдущими исследованиями данного вида (Бе-
лоруссова, Третьякова, 2008). Для лиственницы
Гмелина этот показатель оказался ниже в 185 раз
(1.6 ± 0.6 г).

Цитоэмбриологический контроль 
соматического эмбриогенеза 

Цитоэмбриологический контроль соматиче-
ского эмбриогенеза показал, что формирование
ЭМ, у всех исследуемых видов лиственницы идет
одинаково и начинается с удлинения клеток экс-
планта и их неравного деления, аналогично опи-
санному для лиственницы сибирской (Белоруссо-
ва, Третьякова, 2008; Третьякова и др., 2007).
Именно неравное деление клеток является ключе-
вым моментом, запускающим весь процесс сома-
тического эмбриогенеза. В результате, происходи-
ло образование эмбриональных трубок с прилега-
ющей на другом конце эмбриональной ини-
циалью. Подобно зиготическому эмбриогенезу,
эмбриональная инициаль претерпевала последо-
вательные деления в обеих плоскостях, в результа-
те чего происходило формирование 8-клеточной и
затем 16-клеточной структуры зародыша. Такой
зародыш состоит из эмбриональных (меристема-
тических клеток округлой формы) и суспензорных
(сильно вытянутых) клеток. Через 30–40 дней в
ЭМ каллусов исследуемых видов лиственницы
Гмелина, лиственницы сибирской и лиственницы
Сукачева обнаруживались соматические зароды-
ши на ранних стадиях эмбрионального развития
(глобулярные зародыши) (рис. 3А–Г). Торпедооб-
разные соматические зародыши (следующая ста-
дия развития) были получены только у лиственни-
цы Сукачева на среде МSGm (рис. 3 Д, Е). 

Созревание соматических зародышей 

Введение каллусов с ЭМ лиственницы сибир-
ской и лиственницы Гмелина на питательные сре-
ды для созревания соматических зародышей не
привело к формированию зрелых зародышей. Ис-
пользование среды с небольшой концентрацией

АБК (5.3 мг/л), способствовало потере эмбриоген-
ной активностии и каллусы приобретали зеленую
окраску. На питательных средах с более высокими
концентрациями АБК (15–24 мг/л), созревания
соматических зародышей так же не происходило.
Каллусы через две недели культивирования имели
коричневую окраску, соматические зародыши
внутри ЭМ распадались на отдельные клетки. 

Таким образом, формирования зрелых сомати-
ческих зародышей, способных к развитию расте-
ний у лиственницы сибирской и лиственницы
Гмелина на используемых средах, рекомендуемых
зарубежными авторами для созревания соматиче-
ских зародышей лиственницы европейской и ее
гибридов (Lelu-Walter et al., 2006, 2008), не проис-
ходило. 

Созревание соматических зародышей листвен-
ницы Сукачева проводили на среде МSGm с ис-
пользованием различных концентраций АБК,
ПЭГ, Gelrite и сахарозы. При этом на среде, содер-
жащей АБК (24 мг/л), повышенное содержание
сахарозы (60 г/л) и желирующего агента (7 г/л
Gelrite), развитие соматических зародышей не
происходило (табл. 2). Наблюдалось иссушение
ЭМ, соматические зародыши не переходили к со-
зреванию и погибали. Применение в качестве ос-
мотического агента ПЭГ, оказалось более продук-
тивным. Однако низкие его концентрации (5–
7.5%) все же были малопригодными для достиже-
ния созревания соматических зародышей, в этом
случае наблюдались обводнение и деградация ЭМ,
соматические зародыши распадались на отдель-
ные клетки. 

Оптимальной для развития соматических заро-
дышей оказалась среда, содержащая 32 мг/л АБК,
10% ПЭГ, 40 г/л сахарозы и 4 г/л Gelrite (табл. 2).
На данной среде уже через три-четыре недели
культивирования происходило формирование се-
мядольных соматических зародышей. Эмбрио-
нальная масса к этому времени уже состояла из
глобулярных зародышей, а также зародышей на
стадии торпедо, длина которых достигала 400 мкм
(рис. 3Д, Е). Через две недели культивирования со-
матические зародыши увеличивались в размерах.
Длина их составила 0.7, ширина 0.4 мм. Происхо-
дили закладка и формирование семядольного
кольца. На 50 сутки культивирования на среде для
созревания соматические зародыши достигали
размера 1.1–1.5 мм, имели хорошо выраженную
биполярную структуру тела зародыша и полно-
стью сформированные семядоли. 

Рис. 3. Соматический эмбриогенез в культуре in vitro у видов лиственниц, произрастающих в Сибири: А, Б – эмбриональ-
ные глобулы и эмбриональные трубки у лиственницы Гмелина; В, Г – эмбриональные глобулы и эмбриональные трубки
лиственницы сибирской; Д, Е – торпедообразные соматические зародыши лиственницы Сукачева; Ж – вызревание со-
матических зародышей лиственницы Сукачева; З – прорастание соматических зародышей лиственницы Сукачева;
И, К – соматические проростки лиственницы Сукачева в почвенной культуре.
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Для перехода соматических зародышей клеточ-
ных линий лиственницы Сукачева к созреванию
использовали предобработку ЭМ в жидкой пита-
тельной среде. После такой обработки даже спустя
14–30 месяцев активной пролиферации у Кл1 уда-
лось получить зрелые соматические зародыши.
При данной технологии также происходило более
массовое формирование зрелых соматических за-
родышей. Созревание соматических зародышей
клеточных линий лиственницы Сукачева прохо-
дило в течении 40–60 дней.

Прорастание соматических зародышей

Соматические зародыши с хорошо развитыми
семядолями переносили на среду для прорастания
(МSGm базового состава, без растительных регу-
ляторов роста, с добавлением активированного уг-
ля (10 мг/л)). Через 7–10 дней культивирования
происходило удлинение гипокотиля и развитие се-
мядолей (рис. 3З). Еще через несколько дней на-
блюдалось развитие корешка (на свету гипокотиль
и корешок приобретали красный оттенок). Однако
в 90% случаев нормального развития растений не
происходило – гипокотиль изгибался или утол-
щался, а вместо корня формировался каллус. Та-
кие регенеранты были нежизнеспособными и по-
гибали.

Снижение концентрации макро-, микроэле-
ментов и железа (в два раза), а также исключение
источников органического азота и витаминов из
среды положительно сказывались на прорастании
соматических зародышей – в 70% происходило
нормальное развитие соматических зародышей в
проростки. На пятые–седьмые сутки культивиро-
вания отмечены удлинение гипокотиля и появле-
ние корешка. Появление эпикотиля происходило
через две-три недели культивирования на среде
для прорастания. Соматические зародыши с хоро-
шо развитым корешком и эпикотилем мы считали
полноценными растениями и переносили в эко-
почву (рис. 3И, К).

Таким образом, впервые были получены четыре
клеточные эмбриогенные линии лиственницы Су-
качева и одна клеточная линия гибрида листвен-
ницы Сукачева и лиственницы сибирской, спо-
собные продуцировать массовые соматические за-
родыши и растения.

ОБСУЖДЕНИЕ

Образование эмбриогенного каллуса и разви-
тие соматических зародышей у видов лиственни-
цы в основном идет по схеме, описанной для дру-
гих видов хвойных (von Arnold, Hakman,1988;Lelu
et al., 1994; Klimaszewska et al., 2001 Stasolla, Yeung,
2003; Lelu-Walter, Pagues, 2009). Соматические за-
родыши проходят фазу инициации, пролифера-
ции, созревания и прорастания.

Необходимым условием для запуска соматиче-
ского эмбриогенеза видов лиственницы, также как
и у других видов хвойных, является растяжение со-
матических клеток зиготического зародыша и их
асимметричное деление, которое идет под дей-
ствием ауксина (2.4-Д) и цитокинина (6 БАП) (von
Arnold, Наkman, 1988; Stasolla et al., 2003; Белорус-
сова, Третьякова, 2008). Точно такое же ассиммет-
ричное деление лежит в основе зиготического эм-
бриогенеза всех видов растений (Батыгина, 1999).
Асимметричное деление заложено уже в первом
делении зиготы, которое приводит к образованию
двух неравных клеток: маленькой терминальной,
которая дает начало зародышу и большой базаль-
ной клетке, дающей начало гипофизу и суспензо-
ру. При этом полярность, заложенная в зиготе, в
результате ее деления поддерживается и передает-
ся дочерним клеткам. Таким образом, асиммет-
ричное деление и полярность являются, по-види-
мому, одними из основных критериев, определяю-
щих переход клеток на путь эмбриогенеза:
соматического или зиготического.

При зиготическом эмбриогенезе первое и, сле-
дом за ним идущее, второе деление зиготы проис-
ходят в центре архегония с образованием четырех
одинаковых свободных ядер проэмбрио, которые
двигаются к основанию архегония, где формирует-
ся шестнадцатиклеточное проэмбрио, состоящее
из одинаковых клеток, расположенных в четыре
этажа (по четыре клетки в каждом). Через 7–
10 дней после оплодотворения четыре клетки
предпоследнего ряда начинают интенсивно растя-
гиваться до 200–300 мкм и выталкивать клетки
нижнего этажа в коррозийную полость женского
гаметофита (эндосперма). Таким образом, форми-
руется четыре первичных суспензора и четыре
инициали эмбрио. Растяжение клеток суспензора
идет с неодинаковой скоростью и инициальные
клетки разобщаются. Происходит кливаж (Третья-
кова, 1990). Именно с данной стадии зиготическо-
го эмбриогенеза начинается соматический эм-
бриогенез, при котором выпадает стадия оплодо-
творения и образования проэмбрио.

При соматическом эмбриогенезе у лиственниц
происходит растягивание соматических клеток за-
родыша по всей длине гипокотиля до 200–300 мкм
и затем их ассиметричное деление с образованием
эмбриональных трубок – первичного суспензора и
инициалей эмбрио (Белорусова, Третьякова, 2008).
Процесс соматического эмбриогенеза, наблюдае-
мый нами у лиственницы Сукачева, идет однооб-
разно, также как и у других видов хвойных: форми-
руется глобула зародыша, затем образуется ось за-
родыша (стадия торпедо) – идет активный
гистогенез тканей зародыша и его вызревание с
последующим прорастанием (von Arnold, Hakman,
1988; Lelu et al., 1994; Klimaszewska et al., 2001; Sta-
solla, Yeung, 2003; Lelu-Walter, Pagues, 2009). Разви-
тие соматических зародышей происходит внутри
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эмбриональной массы, состоящей из зародышево-
подобных структур и эмбриональных трубок, вы-
полняющих функцию суспензора. Эмбриональная
масса может пролиферировать длительный период
времени (2 года и более) и подвергаться криокон-
сервации (Lelu-Walter et al., 2006), а также может
быть использована в экспериментах, направлен-
ных на вызревание соматических зародышей. В
эмбриональной массе ряд ученых выделяют не-
сколько этапов развития глобулярных зародышей
(PEMI, PEMII и PEMIII), от завершения которых
зависит важный этап соматического эмбрио-
генеза  – созревание соматических зародышей
(Filonova et al., 2000; Stasolla, Yeung, 2003: Lelu-
Walter et al., 2008). Применительно к сибирским
видам лиственниц было отмечено, что эмбриоген-
ный каллус лиственницы Гмелина и лиственницы
сибирской соответствовал начальным стадиям
развития – PEMI и PEMII, перехода к стадии
PEMIII не происходило, в то время как для лист-
венницы Сукачева данный этап развития эмбрио-
нальной массы наблюдался.

Морфогенетическая программа развития заро-
дыша регулируется фитогормонами. Запуск асим-
метричного деления идет под действием ауксина и
цитокинина в определенных концентрациях и раз-
ном их соотношении друг с другом. При формиро-
вании глобулярных зародышей концентрация ци-
токининов уменьшается в 2 раза. Переход к стадии
дифференциации и запрограммированной кле-
точной смерти суспензора идет на безгормональ-
ной среде (Filonova et al., 2000). Переход соматиче-
ских зародышей хвойных в стадию созревания за-
висит от присутствия АБК в питательной среде, а
также снижения осмотического потенциала пита-
тельной среды, которое обычно достигается путем
повышения концентрации сахарозы или желиру-
ющего агента, или применением полиэтиленгли-
коля ( Stasolla, Yeung, 2003; Stasolla et al., 2003). АБК
играет большую роль в формировании биполяр-
ной структуры зиготического запродыша. У зиго-
тических зародышей основным источником АБК
являются мегагаметофиты (Kong et al., 1999). По-
этому, для созревания и роста соматических заро-
дышей, АБК добавляется в питательную среду в
определенной концентрации в зависимости от ви-
да растения (Stasolla et al., 2002; Vales et al., 2006).
Оптимальная концентрация АБК для европейских
видов Larix  40–60 µM  (Lelu-Walter et al., 2006),
Pinus – 60–120 µM (Klimaszewska et al., 2001),
Picea – 12–60 µM (Stasolla, Yeung, 2003). Для со-
зревания соматических зародышей видов листвен-
ницы, произрастающих на территории Сибири на-
ми были использованы более высокие концентра-
ции АБК (120 µM), что соответствует 32 мг/л. 

Кроме того, важным моментом в созревании
соматических зародышей является создание осмо-
тического стресса. Выявлено, что с увеличением
концентрации Gelrite (до 8 г/л) и сахарозы (до

60 г/л) количество соматических зародышей у ви-
дов сосны, ели и лиственницы и последующее их
прорастание увеличивается (von Arnold, Hakman,
1988; Lelu et al., 1994, 2006; Klimaszewska et al., 2001;
Lelu-Walter et al., 2006; Lelu-Walter, Paques, 2009).
Однако, у лиственницы Сукачева с увеличением
концентрации Gelrite и сахарозы происходило
обезвоживание среды и гибель соматических заро-
дышей. Положительное влияние на созревание со-
матических зародышей лиственницы Сукачева
оказал полиэтиленгликоль. Ранее аналогичные ре-
зультаты были получены у соматических зароды-
шей Picea glauca, у которых применение ПЭГ в
комбинации с АБК ускоряло процесс созревания
зародышей, вызывая у них длительный водный
стресс (Stasolla et al., 2002, 2003). 

Хорошо известно, что генотип растения донора
оказывает большое влияние на рост эмбриональ-
ной массы и образование соматических зароды-
шей. Только определенные генотипы деревьев, об-
наруженные у ряда видов хвойных, продуцировали
соматические зародыши. Высокая частота индук-
ции эмбриогенного каллуса (до 65%) была описана
у гибрида L. eurolepis (Lelu-Walter, Paques, 2009), у
которого почти все введенные в культуру эксплан-
ты (94%) формировали ЭМ. Под строгим генети-
ческим контролем шла инициация эмбриогенного
каллуса у Picea glauca (Stasolla, Yeung, 2003), Pinus
strobus (Klimaszewska et al., 2001), Рinus taeda
(MacKay et al., 2006; Vales et al., 2007), Pinus sylvestris
(Niskanen et al., 2004), Pinus pinea (Carneros et al.,
2009). Показано, что при контролируемом опыле-
нии наиболее перспективным яваляется использо-
вание материнских деревьев доноров, экспланты
которых способны формировать эмбриогенный
каллус и соматические зародыши (MacKay et al.,
2006). Часто отмечается также, что не все геноти-
пы, активно формирующие эмбриональную массу,
способны к пролиферации эмбриогенных культур
и созреванию соматических зародышей. Так, из
эксплантов генотипов, образующих каллусы с ЭМ,
только в единичных случаях формируется активно
пролиферирующая ЭМ (von Arnold, Hakman, 1988;
Klimaszewska, Cyr, 2002; Stasolla, Yeung, 2003; Carn-
eros et al., 2009).

В проведенных нами исследованиях способно-
стью к формированию ЭМ обладали 3% генотипов
лиственницы Сукачева. Влияние генотипа также
наблюдалось при переходе к созреванию сомати-
ческих зародышей. В наших экспериментах у по-
лученных клеточных линий лиственницы Сукаче-
ва и ее гибрида с лиственницей сибирской сомати-
ческие зародыши активно созревали, формируя
полноценные растения. Таким образом, эмбрио-
генные культуры можно получить только с ограни-
ченного числа деревьев.

Таким образом, в России нами впервые был по-
лучен соматический эмбриогенез у лиственницы

4



434

ОНТОГЕНЕЗ  том 43  № 6  2012

ТРЕТЬЯКОВА, БАРСУКОВА

сибирской (Белоруссова, Третьякова, 2008) и про-
лиферирующие клеточные линии и растения-ре-
генеранты у лиственницы Сукачева и ее гибрида с
лиственницей сибирской. Процесс созревания со-
матических зародышей успешно шел у лиственни-
цы Сукачева на среде МSGm дополненной АБК,
ИМК, ПЭГ и Gelrite.

Работа выполнена при поддержке гранта: РФФИ
(грант №11-04-00281) и интеграционным проектом
№ 53 “Генофонд хвойных…”. 
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Somatic Embryogenesis in in vitro Culture of Three Larch Species

   I. N. Tret’yakova and A. V. Barsukova
Sukachev Institute of Forestry, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Akademgorodok, Krasnoyarsk, 660036 Russia

e-mail: culture@ksc.krasn.ru

Abstract—Embryogenic callus formation in different larch species from Siberia (Larix sibirica, L. gmelinii,
and L. sukaczewii) was carried out on MSGm medium supplemented with growth regulators (2.4-D and
BAP) and followed one and the same scheme: elongation of somatic cells and their asymmetric division with
formation of initial and tube cells. The cells of embryo initial underwent sequential divisions and formed em-
bryonic globules which caused the formation of somatic embryos. Somatic embryos became mature and ger-
minated by addition of ABA and PEG into the medium. Long-term proliferating cell lines and regenerant
plants were obtained in Sukachev larch and its hybrid with Siberian larch. The success of somatic embryo-
genesis depended on the genotype of the donor tree.

Keywords: somatic embryogenesis, in vitro culture, Siberian larch, Dahurian larch, Sukachev larch.
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ВВЕДЕНИЕ

Сетчатка глаза позвоночных животных берет
свое начало от глазных пузырьков, которые возни-
кают в виде двух выпячиваний боковой стенки пе-
реднего мозга до его разделения на конечный и
промежуточный мозг в ходе зародышевого разви-
тия. Глазные пузырьки выпячиваются наружу, до-
стигая эпидермиса и вступая в контакт с его внут-
ренней поверхностью. Затем наружная поверх-
ность глазного пузырька уплощается и ввора-
чивается, образуя двухслойную глазную чашу.
Внутренняя стенка глазной чаши гораздо толще
наружной стенки, она развивается в нейральную
сетчатку. Клетки наружной стенки продуцируют
пигмент и развиваются в пигментный эпителий
сетчатки (Lopashov, Stroeva, 1961, 1964; Lopashov,
1963; Jacobson, 1966; Hyer et al., 1998; Gilbert, 2003;
Francisco-Morcillo et al., 2006).

При изучении механизмов дифференцировки
глазной чаши возникает вопрос, почему внутрен-

няя и наружная стенки глазной чаши, которые
имеют одинаковое происхождение, дифференци-
руются, соответственно, в нейральную и пигмент-
ную сетчатку. Есть два аспекта дифференцировки
глазного пузырька – морфологический и молеку-
лярный, или функциональный.

Морфологическую дифференцировку глазного
пузырька описывали и изучали в течение длитель-
ного времени (Lopashov, Stroeva, 1961, 1964; Lopa-
shov 1963; Jacobson, 1966; Feng et al., 1984; Martín-
Partido et al., 1988; Li, Sakaguchi, 2002; Adler, Canto-
Soler, 2007). Описываемые изменения объясняли
как результат миграции некоторых клеток из ПНС
в ППЭС в ходе раннего развития (ссылки) или как
результат пролиферации клеток ПНС (Martín-
Partido et al., 1988; Cuadros et al., 1991; Lee et al.,
2001). До сих пор нет сведений о различия в уровне
апоптоза между ПНС и ППЭС.

Что касается молекулярной или функциональ-
ной дифференцировки, исследования касались

МЕХАНИЗМЫ ПРОЛИФЕРАЦИИ
И ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ КЛЕТОК

АПОПТОЗ И ДИФФЕРЕНЦИРОВКА В ПРЕЗУМПТИВНОЙ 
НЕЙРАЛЬНОЙ СЕТЧАТКЕ И ПРЕЗУМПТИВНОМ ПИГМЕНТНОМ 
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Проведено изучение апоптоза и дифференцировки в презумптивной нейральной сетчатке (ПНС) и
презумптивном пигментном эпителии сетчатки (ППЭС) у жабы Bufo raddei Strauch. Окраска
TUNEL была использована для оценки апоптозных клеток и иммуногистохимия для оценки уровня
экспрессии глиального фибриллярного кислого белка (GFAP), RT97 и тирозиназы (Tyr) в раннем
развитии глаза. Плотность апоптозных клеток и уровень экспрессии белка были оценены количе-
ственно с помощью программы Image-Pro Plus 6.0. Апоптоз был обнаружен и в ПНС, и в ППЭС, а
плотность апоптозных клеток в ППЭС была выше, чем в ПНС (P < 0.01) на одной и той же стадии
развития глаза. Уровень экспрессии GFAP и RT97 увеличивался в ПНС, но уменьшался в ППЭС,
тогда как уровень экспрессии Tyr менялся в противоположном направлении и в ПНС, и в ППЭС.
Точка пересечения была зарегистрирована через 5–6 ч после образования глазного пузырька.
ППЭС становится тоньше, чем ПНС, возможно, благодаря более высокому уровню апоптоза в
ППЭС. Молекулярная дифференцировка наблюдалась после контакта наружной стенки глазного
пузырька с вышележащей эктодермой, запускающего экспрессию специфических молекул и подав-
ляющего экспрессию неспецифических молекул в ПНС и ППЭС.

Ключевые слова: презумптивная нейральная сетчатка, презумптивный пигментный эпителий сет-
чатки, апоптоз, дифференцировка, иммунохимия.
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различных молекул (Lee et al., 2001; Canto-Soler,
Adler, 2006; Adler, Canto-Soler, 2007), однако эти
молекулы экспрессировались большей частью до
образования глазного пузырька или на поздних
стадиях развития глаза (Barnstable, 1987; Harris,
Perron, 1998; Zhang et al., 2002). Было общеприня-
то, что молекулярная дифференцировка связана с
развитием глаза. Использованные в этих исследо-
вания белки (GFAP, RT97 и Tyr) экспрессируются в
раннем развитии глаза и участвуют в клеточной
дифференцировке глазного зачатка (Holt, 1989;
Kumasaka et al., 2003; Shin et al., 2003). Однако до
сих пор нет сведений об экспрессии разных белков
в ПНС и ППЭС в ходе раннего развития глаза. В
настоящем исследовании окраска TUNEL была
использована для выявления различий в уровне
апоптоза и иммуногистохимия для изучения экс-
прессии разных белков в ПНС и ППЭС в ходе ран-
него развития глаза.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные. Жабы Bufo raddei Strauch являются
преобладающим видом амфибий на северо-западе
Китая. Оплодотворенные яйца жаб собирали в лу-
жах в окрестностях Ланжоу или получали путем
искусственного оплодотворения в лаборатории.
Зародыши на стадии развития 16–17 (Ge et al.,
1982) собирали каждый час и фиксировали в 4%
формалине в 0.1 М фосфатном буфере (PBS,
pH 7.4) в течение 12–18 ч при 4°С. Затем их обез-
воживали в спиртах и просветляли в ксилоле,
после чего их заключали в парафин для приго-
товления срезов.

Плотность клеток на единицу площади. Срезы
окрашивали гематоксилин-эозином и изучали под
микроскопом Motic B5 с помощью программы
Motic Images Advanced 3.0. Срезы рассматривали с
помощью программы Photoshop CS3 (10.0), и на
той же площади подсчитывали число клеток при
одном и том же увеличении в дорсальной, вен-
тральной и центральной областях ПНС и ППЭС,
соответственно, через 2, 4, 6, и 8 ч после образова-
ния глазного пузырька. Плотность клеток = число
клеток/единица площади.

Окрашивание TUNEL. Разрушенную ДНК в
клетках выявляли с помощью окрашивания
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase bi-
otin-dUTP nick end labeling) (Nanjing KeyGen Bio-
tech. Co. Ltd., China) после облучения в микровол-
новой печи с раствором цитратного буфера. Срезы
промывали 0.1 М PBS, а затем блокировали 3% hy-
drogen peroxidase-carbinol. После этого срезы инку-
бировали в 50 мкл буфере, содержащем TDT (ter-
minal deoxynucleotidyl transferase) c Biotin-11-dUTP

при 37°С в течение 1 ч. После промывания в 0.1 М
PBS срезы инкубировали в streptavidin-HRP буфе-
ре при 37°C в течение 30 мин. Затем срезы снова
промывали 0.1 PBS6 визуализировали с помощью
диаминобензидина (DAB), еще раз промывали
0.1 М PBS и окрашивали гематоксилином. После
проведения в спиртах срезы заключали в ней-
тральный бальзам и изучали под микроскопом
Motic B5. Фотографии срезов собирали с помощью
Motic Images Advanced 3.0. В качестве отрицатель-
ного контроля использовали 0.1 М PBS для смеще-
ния фермента TDT.

Иммуногистохимия. Срезы зародышей и взрос-
лой сетчатки обрабатывали 1 мМ ЭДТА (рН 8.0) в
микроволновой печи для восстановления антиге-
на и повторно промывали PBS. Затем срезы после-
довательно обрабатывали 0.3% перекиси водорода
при 37°C в течение 30 мин и в 10% нормальной сы-
воротки овцы при 37°С в течение 30 мин.

Срезы обрабатывали различными антителами:
антимышиными моноклональнымим против
GFAP (разведение 1 : 800; Thermo, USA), антимы-
шиными моноклональными против RT97 (1 : 800;
Chemicon, USA) и антимышиными моноклональ-
ными против Tyr (1 : 700; Thermo). Затем срезы ин-
кубировали с первичными антителами при 4°C в
течение ночи. После споласкивания в 0.1 M PBS
срезы инкубировали с теми же вторичными анти-
телами (овечьи антимышиные IgG) из двухэтапно-
го иммуногистохимического набора (Beijing
Zhongshan Golden Bridge Biotechnology Co. Ltd.,
China) при 37°С в течение 30 мин. Срезы снова
промывали 0.1 M PBS, визуализировали с помо-
щью DAB, трижды промывали 0.1 M PBS, окраши-
вали гематоксилином, обезвоживали в серии
спиртов и просветляли в ксилоле. Затем срезы за-
ключали в нейтральный бальзам и изучали под
микроскопом Motic Images Advanced 3.0. В каче-
стве отрицательного контроля использовали
0.1 М PBS для смещения первичных антител.

Для выявления специфичности антител у жабы
использовали взрослую сетчатку.

Компьютерный анализ изображений на интенсив-
ность окрашивания. Фотографии с окрашиванием
TUNEL и на иммуногистохимию получали под
микроскопом Image 3.0 при увеличении 400×. По
крайней мере, десять образцов полученных от де-
сяти различных зародышей рассматривали как од-
ну группу. TUNEL-положительные ядра и имму-
ногистохимические данные о белках на срезах ко-
личественно обрабатывали с помощью программы
Image-Pro 6.0. Область интереса (AOI) была созда-
на и оптическая плотность была измерена. Участ-
ки с положительной экспрессией, визуализиро-
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ванные с помощью DAB, были выбраны как AOI.
После установления AOI в полученных фотогра-
фиях все пиксели в AOI были выбраны и инте-
гральная оптическая плотность (IOD) была изме-
рена соответственно в ПНС и ППЭС (Xavier et al.,
2005; Sharma et al., 2006). Значения IOD показыва-
ют плотность апоптозных клеток и количествен-
ную экспрессию белков.

Анализ данных. Результаты были выражены как
среднее ± стандартная ошибка (SD) и оценены в
соответствии с критерием Стьюдента. Значения
Р < 0.05 рассматривали как статистически значи-
мые между группами.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Плотность клеток в развивающихся ППЭС и
ПНС. Плотность клеток в ППЭС и ПНС различа-
лась, но эта разница не была статистически значи-
мой до 10 ч после формирования глазного пузырь-
ка, когда плотность клеток в ПНС была значитель-
но выше, чем в ППЭС (р < 0.01; рис. 1).

Апоптоз в развивающихся ППЭС и ПНС. Фраг-
менты разрушенной ДНК выглядели как коричне-
вые скопления в TUNEL-положительных участ-
ках, которые располагались в основном около
стенки мозга и внутренней поверхности глазного
пузырька (рис. 2). На стадии 16 плотность апоптоз-
ных клеток в ППЭС и ПНС достигла максимума и
постепенно снижалась в ходе развития глаза.

Сравнивая плотность апоптозных клеток в
ПНС и ППЭС, мы обнаружили, что в ПНС она
была ниже, чем в ППЭС на одной и той же стадии
развития (р < 0.01; рис. 2Е). Апоптоз проходил в ос-
новном в ППЭС, а не в ПНС.

Экспрессия GFAP, RT97 и Tyr в сетчатке взрос-
лой жабы. Экспрессия GFAP наблюдалась в боль-

шинстве участков сетчатки, кроме пигментного
эпителия, потому что там располагаются глиаль-
ные клетки и их отростки (рис. 3А). Экспрессия
RT97 наблюдалась в основном в наружном и внут-
реннем сетчатых слоях, наружном и внутреннем
ядерных слоях и ганглиозном клеточном слое и, в
незначительной степени, в слое нервных волокон
(рис. 3B). Экспрессия Tyr наблюдалась в основном
в пигментном эпителии и в слое фоторецепторных
сегментов, где располагались отростки пигмент-
ных клеток (рис. 3C).

Распределение GFAP и RT97 в развивающихся
ППЭС и ПНС. Участки экспрессии GFAP окраше-
ны коричневым цветом (рис. 4А, B и C). В начале
исследуемого периода уровень экспрессии GFAP
был минимальным, затем он постепенно возрастал
и достигал максимума в ПНС в конце исследуемо-
го периода (рис. 4D).

Уровень экспрессии RT97 был сходен с уровнем
экспрессии GFAP соответственно в ПРС и ППЭС
(рис. 5).

Распределение Tyr в развивающихся ППЭС и
ПНС. Уровень экспрессии Тyr был минимальным
в начале исследуемого периода (рис. 6А), затем он
постепенно возрастал (рис. 6B и C) и достигал мак-
симума в ППЭС в конце исследуемого периода
(рис. 6D). Напротив, уровень экспрессии Tyr в
ПНС постепенно уменьшался (рис. 6D).

ОБСУЖДЕНИЕ

В соответствии с принципами классической
эмбриологии, ключевым событием является кон-
такт глазного пузырька с головной эктодермой.
Часть глазного пузырька, вступившая в контакт с
головной эктодермой, инвагинирует и становится
внутренним слоем глазной чаши – ПНС, а осталь-
ная его часть становится наружным слоем внут-
ренней чаши – ППЭС. В конечном счете, ПНС
формирует многослойную структуру, а ППЭС ста-
новится однослойной плоской структурой. Исходя
из формы клеток, можно допустить, что некото-
рые клетки мигрируют из ППЭС в ПНС на ранних
стадиях развития глаза (Martin-Partido et al., 1988;
Cuadros et al., 1991; Lee et al., 2001), а клетки ПНС
быстро пролиферируют в ходе развития сетчатки
(Li et al., 2000; Gilbert, 2003; Canto-Soler, Adler,
2006). Мы обнаружили более высокую плотность
апоптозных клеток в ППЭС по сравнению с ПНС
на одной и той же стадии, и их плотность посте-
пенно снижалась в ходе раннего развития глаза.
Однако сходная плотность в ППЭС и ПНС сменя-
лась статистически более высокой плотностью в
ПНС по сравнению с ППЭС. И, в конечном счете,
она падала в ППЭС, но возрастала в ПНС в ходе
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Рис. 1. Плотность клеток в ПНС и ППЭС глазного
пузырька в раннем морфогенезе глаза.
Данные показывают плотность клеток в ПНС и ППЭС
через 2, 4, 6, 8 и 10 ч соответственно, после образова-
ния глазного пузырька (n = 10). ** P < 0.01 считали ста-
тистически значимым при сравнении плотности кле-
ток в ПНС и ППЭС на одной и той же стадии развития.
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морфогенеза глаза. Сравнивая характер измене-
ний плотности апоптозных клеток с нормальной
плотностью клеток в ППЭС и ПНС на ранних ста-
диях развития глаза, мы обнаруживаем, что кле-

точная пролиферация происходит и в ППЭС, и в
ПНС, но характер изменения плотности апоптоз-
ных клеток более выражен, чем изменения нор-
мальной плотности клеток. Поэтому апоптоз мог
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Рис. 2. Апоптоз в ППЭС и ПНС глазного пузырька в раннем морфогенезе глаза.
На фотографиях видны апоптотические тельца (показаны стрелками) через 1 (А), 5 (В) и 11 (С) ч после образования глаз-
ного пузырька. (D) Отрицательный контроль. (E) Данные представлены как средняя ± стандартная ошибка (n = 10) в
каждой группе. * P < 0.05 и ** P < 0.01 считали статистически значимыми при сравнении интегральной оптической плот-
ности в ПНС и ППЭС на одной и той же стадии развития. 
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бы быть одной из движущих сил наблюдаемой
морфологической дифференцировки, особенно в
ходе раннего развития глаза.

Мы обнаружили также, что плотность апоптоз-
ных клеток была максимальной на ранних стадиях
развития сетчатки, но постепенно снижалась в хо-
де дальнейшего развития (рис. 2). Сходный харак-
тер изменений наблюдался и в ходе развития кури-
ного зародыша (Martin-Partido et al., 1988), черепа-
хи (Francisco-Morcillo, Hidalgo-Sanchez, 2004) и
мыши (Rodriquez-Gallardo et al., 2005).

Известно, что сетчатка позвоночных представ-
ляет собой структуру, состоящую из десяти слоев и
трех типов клеток – нейронов, глиальных и пиг-
ментных клеток (Dowing, 1987); и после формиро-
вания глазного пузырька одиночная клетка-пред-
шественник нейробласта сетчатки может мигри-
ровать и дать начало нейронам и глиальным
клеткам (Turner, Copko, 1987). Антитела против
GFAP обычно считают маркером глиальных кле-
ток (главным образом, астроцитов и немиэлини-
зированных шванновских клеток) и они экспрес-
сируются в начале дифференцировки глиальных
клеток (Bignami et al., 1972; Eng, 1982; Schnitzer,
1985). Известно, что антитела RT97 являются мар-
кером нейронов и специфичны для крупных и
средних субъединиц нейрофиламентов в нейро-
нах, и поскольку RT97 является главным компо-
нентом нейрального отростка, например аксонов
и дендритов, он экспрессируется несколько позже
(Ezeonu et al., 1999; Velasco et al., 2000; Shin et al.,
2003). Tyr и связанные с ним белки задействованы
в биосинтезе пигментных клеток (Newton et al.,
2001), и антитела против Tyr являются маркером
пигментных клеток (Basu et al., 1983; Kumasaka
et al., 2003; Bharti et al., 2006; Julien et al., 2007). На-
ше исследование показало, что эти три типа анти-
тел специфичны для сетчатки жабы (рис. 3).

Кроме того, оказалось, что GFAP, RT97 и Tyr
экспрессируются до или после образования нерв-
ной трубки (GFAP – у амфибий, Messenger, Warner,
1989; у куриного зародыша, Norkute et al., 2010;
RT97 – у костистых рыб, Velasco et al., 2000; Wang
et al., 2006; Tyr – у мышей, Coglin et al., 1977; Cronin
et al., 2003). Наши исследования показали, что уро-
вень экспрессии GFAP и RT97 постепенно повы-
шается в ППЭС, но понижается в ПНС на ранних
стадиях развития глаза (рис. 4 и 5). Напротив, уро-
вень экспрессии Tyr постепенно понижается в
ПНС, но повышается в ППЭС (рис. 7). Это озна-
чает, что количество нейронов и глиальных клеток
увеличивается, а биосинтез пигмента уменьшается
в ПНС. Напротив, в ППЭС количество нейронов
и глиальных клеток уменьшается, а биосинтез пиг-
мента увеличивается. И ПНС, и ППЭС образуют-
ся из одного источника – стенки переднего мозга

(Лопашов, Строева, 1961; Лопашов, 1963; Lopash-
ov, Stroeva, 1964; Jacobson, 1966; Lee et al., 2001; Li,
Sakaguchi, 2002; Francisco-Morcillo et al., 2006;
Adler, Canto-Soler, 2007), так что GFAP, RT97 и Tyr
экспрессируются в них в первую очередь. Все при-
веденные данные показывают, что различные
уровни экспрессии белков могут быть обусловле-
ны различным положением ПНС и ППЭС в глаз-
ном пузырьке. Известно, что пигментные клетки
обычно локализуются в отдаленной маргинальной
области, например на поверхности стенки мозга и
кожи. ПНС локализуется в более удаленном мар-
гинальном участке, чем ППЭС после образования
глазного пузырька. Кроме того, когда глазные пу-
зырьки выпячиваются наружу, ПНС увеличивает-
ся, но число клеток в ПНС заметно не возрастает.
Так что уровень экспрессии Tyr в ПНС был выше,
чем в ППЭС, а уровни экспрессии GFAP и RT97
были ниже в начале образования глазного пузырь-
ка (рис. 4А, 5А и 6А). Из этих данных следует, что
молекулярная дифференцировка связана с поло-
жением ткани в начале морфогенеза глазного пу-
зырька.

Кривые экспрессии всех трех белков пересека-
ются через 5–6 ч после образования глазного пу-
зырька во время прямого контакта глазного пу-
зырька с покрывающей эктодермой (Feng et al.,
1984). Известно, что взаимодействие глазного пу-
зырька с покрывающей эктодермой приводит к
образованию хрусталика из находящейся в кон-
такте эктодермы и образованию глазной чаши, в
которой контактирующая часть глазного пузырька
становится внутренней стенкой глазной чаши, т.е.
ПНС и остальные части становятся наружной
стенкой глазной чаши или ППЭС (Лопашов,
Строева, 1961; Лопашов, 1963; Lopashov, Stroeva,
1964; Jacobson, 1966; Gilbert, 2003). Дифференци-
ровка ПНС и ППЭС активирует экспрессию но-
вых генов или изменяют экспрессию уже активи-
рованных генов. В этой работе мы использовали
три типа антител, GFAP, RT97 и Tyr, которые экс-
прессируются уже перед образованием глазного
пузырька. Так что наши результаты показывают,
что взаимодействие между глазным пузырьком и
покрывающей эктодермой стимулирует специфи-
ческую молекулярную экспрессию и подавляет не-
специфическую. Наконец, молекулярная диффе-
ренцировка приводит к максимальному уровню
экспрессии в нейронах и глиальных клетках в
ПНС, тогда как уровень экспрессии Tyr оказыва-
ется наивысшим в ППЭС. Специфическая моле-
кулярная дифференцировка начинается после
установления контакта между глазным пузырьком
и эктодермой. Мы предполагаем, что три различ-
ных белка проявляют различную экспрессию в хо-
де дифференцировки различных типов клеток в
сетчатке. После взаимодействия нейроны и гли-
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A B

C D

Рис. 3. Иммуногистохимический анализ сетчатки взрослой жабы.
(А) Экспрессия GFAP (показано стрелками) в сетчатке взрослой жабы. (В) Экспрессия RT97 (показано стрелками) в сет-
чатке взрослой жабы. (С) Экспрессия Tyr (показано стрелками) в сетчатке взрослой жабы. (D) Отрицательный контроль.
Масштаб 20 мкм.



442

ОНТОГЕНЕЗ  том 43  № 6  2012

 ХАН и др.

Рис. 4. Динамика экспрессии GFAP в ПНС и ППЭС в раннем морфогенезе глаза.
(А) Уровень экспрессии GFAP (показано стрелками) был низким в вентральной части ПНС через 5 ч после образования
глазного пузырька. (В) Уровень экспрессии GFAP (показано стрелками) увеличился через 8 ч после образования глазно-
го пузырька. (С) Уровень экспрессии GFAP (показано стрелками) был наивысшим в ПНС через 11 ч после образования
глазного пузырька. (D) Отрицательный контроль. Масштаб 30 мкм. (Е) Данные представлены как средняя ± стандартная
ошибка (n = 10) в каждой группе. * P < 0.05 и ** P < 0.01 считали статистически значимыми при сравнении ПНС и ППЭС
на стадии 16 (0 ч).
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Рис. 5. Динамика экспрессии RT97 в ПНС и ППЭС в раннем морфогенезе глаза.
(А) Уровень экспрессии RT97 (показано стрелками) был низким в ПНС через 4 ч после образования глазного пузырька.
(В) Уровень экспрессии RT97 (показано стрелками) увеличился через 9 ч после образования глазного пузырька. (С) Уро-
вень экспрессии RT97 (показано стрелками) был наивысшим в ПНС через 11 ч после образования глазного пузырька.
(D) Отрицательный контроль. Масштаб 30 мкм. (Е) Данные представлены как средняя ± стандартная ошибка
(n = 10) в каждой группе. * P < 0.05 и ** P < 0.01 считали статистически значимыми при сравнении ПНС и ППЭС на
стадии 16 (0 ч).
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альные и пигментные клетки начинают экспрес-
сировать специфические белки в соответствии с их
будущими функциями, а не с их положением.

Это исследование было поддержано Нацио-
нальным фондом естественных наук КНР, про-
ект 30670230.
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Рис. 6. Динамика экспрессии Tyr в ПНС и ППЭС в раннем морфогенезе глаза.
(А) Уровень экспрессии Tyr (показано стрелками) был низким в ПНС через 5 ч после образования глазного пузырька. (В)
Уровень экспрессии Tyr (показано стрелками) увеличился через 7 ч после образования глазного пузырька. (С) Уровень
экспрессии Tyr (показано стрелками) был наивысшим в ПНС через 10 ч после образования глазного пузырька. (D) От-
рицательный контроль. Масштаб 30 мкм. (Е) Данные представлены как средняя ± стандартная ошибка (n = 10) в каждой
группе. * P < 0.05 и ** P < 0.01 считали статистически значимыми при сравнении ПНС и ППЭС на стадии 16 (0 ч).
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Apoptosis and Differentiation in Presumptive Neural Retina and Presumptive Retinal 
Pigmented Epithelium during Early Eye Development in Toad, Bufo raddei Strauch

 W. Hana, Y.-P. Hana,b, and Z.-R. Wanga

a Institute of Developmental Biology, School of Life Sciences, Lanzhou University, Lanzhou, 730000 P.R. China
b Collage of life Scienes and Techenology, Longdong University, Qingyang, 734000 P.R. China

e-mail: wangzr@lzu.edu.cn

Abstract—Apoptosis and differentiation in presumptive neural retina (PNR) and presumptive retinal pig-
mented epithelium (PRPE) wert investigated during early retina development of toad, Bufo raddei Strauch.
TUNEL staining was used to evaluate apoptotic cells and the immunohistochemistry was used to assess the
expression levels of glial fibrillary acidic protein (GFAP), RT97 and tyrosinase (Tyr) during early eye devel-
opment respectively. The density of apoptotic cells and protein expression were quantitated with Image-Pro
Plus 6.0. Apoptosis was found in both PNR and PRPE and the density of apoptotic profiles in PRPE was
higher than that in PNR (most P < 0.01) at the same stage during early eye development. The expression levels
of GFAP and RT97 changed from low to high in PNR, but from high to low in PRPE, whereas the expression
level of Tyr, was contrary to those of GFAP and RT97 in both PNR and PRPE. The point of intersection of
these, increase and decrease respectively was found at 5–6 h after formation of optic vesicle (FOV). PRPE
becomes thinner than PNR, one of the reasons might be due to higher density of apoptosis in PRPE than that
in PNR during early eye development. Molecular differentiation, however, occurred after the contact of the
optic vesicle outer wall with the overlying ectoderm which promotes the expression of specific molecules and
inhibits the expression of non-specific molecules in PNR and PRPE respectively.

Keywords: presumptive neural retina, presumptive retinal pigmented epithelium, apoptosis, differentiation,
immunohistochemistry.
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18 апреля 2012 года исполнилось 90 лет Андрею
Павловичу Дыбану – выдающемуся эмбриологу,
ученому с мировым именем, внесшему существен-
ный вклад в биологию развития млекопитающих.
А.П. Дыбан – доктор медицинских наук (с 1960 г.),
профессор (с 1960 г.), заслуженный деятель науки
РФ (с 1998 г.), почетный доктор НИИ эксперимен-
тальной медицины СЗО РАМН, Санкт-Петербург
(с 2000 г.).

А.П. Дыбан родился 18 апреля 1922 г. в г. Умани
Киевской (Черкасской) области в семье известных
земских врачей. 

В 1939 г. А.П. Дыбан поступил в Киевский ме-
дицинский институт, который и окончил в 1944 г. в
г. Челябинске. В 1941 г., спасая детей из дома ма-
лютки, А.П. Дыбан был тяжело контужен и полу-
чил многочисленные осколочные ранения.

В 1944–1947 гг. А.П. Дыбан работал ассистен-
том кафедры гистологии и эмбриологии Киевско-
го медицинского института и одновременно обу-
чался в аспирантуре. В 1947 г. он защитил канди-
датскую диссертацию на тему “Гистологические
структуры аномальных зародышей человека” и в
25-летнем возрасте стал руководителем кафедры
гистологии и эмбриологии Львовского медицин-
ского института, которую и возглавлял вплоть до
своего переезда в Ленинград (т.е. с 1947 по 1963 гг.). 

Незаурядный исследователь и руководитель,
А.П. Дыбан сформулировал научное направление
сотрудников кафедры – изучение факторов и ме-
ханизмов, обусловливающих аномальное развитие
человека и лабораторных млекопитающих. Ито-
гом научной деятельности А.П. Дыбана во Львов-
ском мединституте стала монография (“Очерки
патологической эмбриологии человека”, 1959), по
которой он в 1960 г. защитил докторскую диссерта-
цию в стенах Института экспериментальной меди-
цины АМН СССР. Монография эта в дальнейшем
была переиздана на немецком языке в Германии и
принесла ему большую известность как в СССР,
так и за рубежом. 

Наиболее способных своих учеников (В.С. Ба-
ранова, И.Р. Бариляка) А.П. Дыбан пригласил в ас-
пирантуру в Ленинград, куда он переехал работать
в ИЭМ АМН СССР. 

В 1965–1991 гг. А.П. Дыбан руководил Отделом
эмбриологии Института экспериментальной ме-
дицины АМН СССР (Ленинград), с 1991 по 1995 гг.
находился в научной командировке в США, а с
1995 г. и по настоящее время работает в Отделе мо-
лекулярной генетики НИИЭМ СЗО РАМН.

Особенностью научного творчества А.П. Дыба-
на является то, что он не замыкался в рамках толь-
ко одного научного направления, а, обладая эн-
циклопедическими знаниями не только в области

ИСТОРИЯ НАУКИ

АНДРЕЙ ПАВЛОВИЧ ДЫБАН
(к 90-летию со дня рождения)

УДК 591 
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экспериментальной эмбриологии и научным
предвидением, успешно развивал и вносил суще-
ственный вклад в новые научные области. Это и
экспериментальная тератология, цитогенетика
развития млекопитающих, генетика поведения,
трансгенез млекопитающих.

А.П. Дыбан внес значительный вклад в экспе-
риментальную тератологию млекопитающих. Со-
временный этап развития тератологии начался по-
сле талидомидной трагедии, когда под эгидой Все-
мирной Организации Здравоохранения была
создана группа экспертов, представленная девя-
тью всемирно известными специалистами, вклю-
чая А.П. Дыбана, которые и разработали основные
принципы тестирования тератогенности и эмбри-
отоксичности лекарственных веществ. Сформули-
рованные положения ВОЗ рекомендовала внед-
рить в практику здравоохранения. 

А.П. Дыбан и руководимый им коллектив Отде-
ла эмбриологии ИЭМ АМН СССР установили об-
щие закономерности повреждающего действия
различных агентов на разных стадиях эмбриогене-
за (Н.А. Чеботарь, А.М. Котин, В.Ф. Пучков,
В.С. Баранов, В.Б. Попов и др.). Данные эти были
положены в основу составленных этим коллекти-
вом правил доклинической проверки лекарствен-
ных препаратов на тератогенную и эмбриотокси-
ческую активность, которые были утверждены
Минздравом СССР (1972, 1986 гг.) и внедрены в
здравоохранение.

А.П. Дыбан внес значительный вклад в экспе-
риментальную цитогенетику развития млекопита-
ющих. Он создал новую технику хромосомного
анализа ранних зародышей млекопитающих, что
позволило ему вместе с сотрудниками детально
проанализировать влияние числовых и структур-
ных хромосомных аберраций на ключевые звенья
эмбриогенеза. На основании полученных данных
А.П. Дыбан сформулировал новые представления
о роли различных хромосом в раннем развитии и о
сочетанном участии генов и эпигеномных факто-
ров в контролирующих механизмах раннего эм-
бриогенеза млекопитающих. 

А.П. Дыбан и его сотрудники выполнили боль-
шой цикл работ по направленному воздействию на
оогенез и ранний эмбриогенез млекопитающих.
Были созданы новые методы искусственной акти-
вации яйцеклеток и детально исследовано поведе-
ние хромосом при экспериментальном партеноге-
незе (Л.И. Хожай, Е.М. Нониашвили).

А.П. Дыбан и его сотрудники совместно с Лабо-
раторией генетики поведения кафедры высшей
нервной деятельности МГУ (рук.-член-корр.
АН СССР Л.В. Крушинский) обнаружили неиз-
вестное ранее явление – положительное влияние
центрического слияния определенных аутосом на
некоторые поведенческие акты у мышей и сфор-
мулировали представление о возможной роли ро-

бертсоновских транслокаций в адаптивной эволю-
ции млекопитающих.

Пионерскими являются работы А.П. Дыбана и
его сотрудников по трансгенезу млекопитающих.
В 1986 г. в Отделе эмбриологии ИЭМ совместно с
С.И. Городецким (Москва) впервые в мире были
созданы трансгенные крысы и впервые в СССР
мыши, экспрессирующие ген гормона роста че-
ловека. Неоценимая роль в получении трансген-
ных животных принадлежала ученикам А.П. Ды-
бана – Б.Л. Вайсману, Г.Ф. Голинскому, Г.Г. Се-
кириной, а впоследствии Т.В. Игнатьевой,
А.В. Сорокину и др.

А.П. Дыбан является основателем отечествен-
ной школы по изучению нормального и патологи-
ческого развития млекопитающих (Н.А. Чеботарь,
А.М. Котин, В.Б. Попов, В.С. Баранов, Г.Ф. Голин-
ский, И.И. Тиходеева, В.М. Михайлов, Л.А. Коно-
писцева, Н.К. Бичевая, И.Б. Архангельская,
И.В. Голованова, Т.И. Станжевская, Э.А. Косма-
чевская, В.Н. Ростовцев, И.Ю. Соколик и мн. др.),
основоположником петербургской школы цитоге-
нетиков и биологов развития (В.С. Баранов,
Е.Л. Паткин, И.Р. Бариляк, Е.М. Нониашвили,
Г.Г. Секирина, Л.Д. Удалова, Л.И. Хожай, Е.Л. Се-
верова, А.В. Сорокин и мн. др.). Его ученики не
только продолжили дело своего учителя, но и
внесли существенный личный вклад в развитие
экспериментальной и клинической цитогенетики.
Так, член-корр. РАМН, д.м.н. В.С. Баранов – глав-
ный специалист по медицинской генетике Санкт-
Петербурга, зав. лабораторией пренатальной диа-
гностики наследственных и врожденных болезней
ФБГУ НИИ акушерства и гинекологии им. Отта
СЗО РАМН, руководитель Федерального медико-
генетического центра, известный ученый в обла-
сти цитогенетики эмбрионального развития и пер-
сонифицированной (предиктивной) медицины.
Проф., д.б.н. Е.Л. Паткин – руководитель лабора-
тории молекулярной цитогенетики развития
млекопитающих Отдела молекулярной генетики
ФБГУ НИИ экспериментальной медицины СЗО
РАМН, известный ученый в области генетики и
эпигенетики развития. Необходимо также вспом-
нить безвременно ушедшего из жизни проф.,
д.м.н. И.Р. Бариляка, основателя научного центра
медицинской генетики, автора концепции и со-
здания эффективной медико-генетической служ-
бы на Украине. 

А.П. Дыбан подготовил 45 кандидатов и 5 док-
торов наук. В 1990-е гг. многие ученики А.П. Дыба-
на оказались востребованы в практическом здра-
воохранении и занимают посты ведущих эмбрио-
логов в центрах экстракорпорального оплодо-
творения. Руководимый им Отдел эмбриологии
ИЭМ АМН СССР был всесоюзным центром под-
готовки специалистов в области эксперименталь-
ной эмбриологии, тератологии и цитогенетики
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развития млекопитающих. Отдел эмбриологии в те
годы также был единственным в СССР центром по
культивированию in vitro зародышей млекопитаю-
щих. Важная роль в налаживании метода культи-
вирования постимплантационных зародышей
принадлежала ученикам А.П. Дыбана, в частно-
сти, В.Б. Попову, Т.В. Игнатьевой, а доимпланта-
ционных – безвременно ушедших из жизни
Г.Г. Секириной и Г.Ф. Голинскому. Широко из-
вестны работы д.б.н. Н.А. Самошкиной, которая
методом автoрадиографии изучила синтез ДНК и
митотические циклы в раннем эмбриогенезе мле-
копитающих, установила композиционную гете-
рогенность бластомеров доимплантационных за-
родышей мышей.

А.П. Дыбан является автором 289 статей, в том
числе 19 глав в книгах или коллективных моногра-
фиях и 6 монографий, 2 из которых изданы в Гер-
мании (Dyban, 1962, 1990), а одна опубликована в
Великобритании (Dyban, Baranov, 1987). 

Труды А.П. Дыбана о методах работы с зароды-
шами млекопитающих (Дыбан, 1974), по оогенезу
млекопитающих (Дыбан, Баранов, 1977), моногра-
фия “Раннее развитие млекопитающих” (Дыбан,
1988), прекрасно иллюстрированное коллектив-
ное руководство по эмбриональному развитию ла-
бораторных млекопитающих (А. Дыбан с соавт.,

1975) выдержали проверку временем и способ-
ствовали становлению не одного поколения эм-
бриологов и биологов развития.

А.П. Дыбан является не только ученым-теоре-
тиком, но и блестящим экспериментатором, кото-
рый всегда непосредственно участвовал в проведе-
нии исследований. А.П. Дыбан автор ряда цито-
логических и цитогенетических методов. По
мнению Симпсона (J.L. Simpson, 2010) работы
А. Тарковского, А. Дыбана, А. Гроппа и др. по
экспериментальной эмбриологии лабораторных
млекопитающих, в частности, по цитогенетике
мышей, явились предтечей и фундаментом для
создания пренатальной генетической диагно-
стики человека. 

Андрей Павлович Дыбан служит Науке без ма-
лого 70 лет. У истоков многих успешно развиваю-
щихся в настоящее время направлений стоят пио-
нерские фундаментальные, ставшие классически-
ми, исследования А.П. Дыбана, получившие
заслуженное признание ученых, изучающих меха-
низмы нормального и патологического развития
лабораторных животных и человека: эмбриологов,
биологов развития, тератологов, цитогенетиков.

С.Г. Васецкий, П.А. Дыбан

5
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8 октября 2012 г. исполнилось 100 лет со дня
рождения выдающегося российского эмбриолога,
профессора, доктора биологических наук Татьяны
Антоновны Детлаф. Специалистам в области био-
логии развития это имя хорошо знакомо по публи-
кациям в отечественных и международных журна-
лах. Кроме того, ее имя неразрывно связано с се-
рией монографий “Проблемы биологии раз-
вития”, инициатором издания которой она была, а
также с популярными в свое время научными шко-
лами по биологии развития, в организации и про-
ведении которых она принимала самое активное
участие.

Татьяна Антоновна Детлаф родилась в Москов-
ской области. Ее мать, Софья Ароновна, была вра-
чом, а отец, Антон Иосифович Детлаф, учителем
математики. С 1918 по 1929 гг. он заведовал педаго-
гическим и сельскохозяйственным техникумами в
Волоколамском уезде, где вся семья жила 10 лет.
Отец преподавал там математику, мать – биоло-
гию, а также вела санитарные наблюдения за здо-
ровьем студентов.

После окончания школы-семилетки и двух кур-
сов техникума Татьяна Антоновна в 1925 г. сдала
вступительные экзамены на биологическое отде-
ление 2-го пединститута в Москве, но принята не
была, так как для детей служащих было выделено
мало мест. Ее принял Симферопольский педин-
ститут, где был недобор студентов. Однако через

несколько месяцев был объявлен дополнительный
набор студентов на биофаке 1-го МГУ. Так как в
это время семья переехала ближе к Москве, Татья-
не Антоновне удалось перевестись в 1-й МГУ.
Ознакомившись с кафедрами геоботаники и фи-
зико-химической биологии, она остановила свой
выбор на кафедре Михаила Михайловича Завадов-
ского “Динамика развития организмов”. После
окончания университета в 1933 г. Татьяна Анто-
новна была оставлена в аспирантуре и под руко-
водством своего учителя – выдающегося россий-
ского ученого, основателя школы эксперимен-
тальной эмбриологии в России, профессора
Д.П. Филатова – подготовила и в 1937 г. защитила
кандидатскую диссертацию на тему “Развитие
нервной системы у Anura в связи с вопросом о дей-
ствии организатора”.

В 1937 г. Т.А. Детлаф поступила в Лаборато-
рию экспериментальной эмбриологии ВИЭМ, а
в 1939 г., в связи с переводом ВИЭМ в Ленинград,
перешла в Институт эволюционной морфологии
АН СССР. Во время эвакуации она работала в Ла-
боратории динамики развития Казахского филиа-
ла АН СССР у М.М. Завадовского по изучению
многоплодия овец. В 1943 г. Татьяна Антоновна
вернулась в Москву и поступила в докторантуру к
академику И.И. Шмальгаузену, который возглав-
лял в то время Институт эволюционной морфоло-
гии АН СССР. Татьяна Антоновна подготовила и
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защитила в 1948 г. докторскую диссертацию на те-
му “Сравнительно-экспериментальное изучение
эктодермы, хордо-мезодермы и их производных у
Anamnia”. Первая часть была посвящена изложе-
нию теории зародышевых листков на разных эта-
пах развития этой теории. Характеризуя работу Та-
тьяны Антоновны, академик И.И. Шмальгаузен
писал: “Т.А. Детлаф проявила себя при этом как за-
мечательно тонкий и точный экспериментатор. В
результате ее исследований получено много совер-
шенно новых данных и сделаны весьма интерес-
ные выводы, в частности, о влиянии темпа диффе-
ренцировки на формирование эмбриональных за-
чатков”. Эта диссертация должна была быть
опубликована в виде книги, однако из-за прошед-
шей в августе 1948 г. печально знаменитой сессии
ВАСХНИЛ, после которой в число “лженаук” по-
пала не только генетика, но и механика развития
(так тогда называлась экспериментальная эмбрио-
логия), набор книги был рассыпан, а утверждение
Татьяны Антоновны в степени доктора биологиче-
ских наук cocтоялось лишь через год.

С декабря 1947 г. Т.А. Детлаф работала старшим
научным сотрудником в Институте эволюционной
морфологии АН СССР (с 1948 г. – Институт мор-
фологии животных им. А.Н. Северцова), а после
раздела Института в 1967 г. – в Институте биологии
развития им. Н.К. Кольцова АН СССР. При орга-
низации Института биологии развития Лаборато-
рия академика Б.Л. Астаурова была разделена на
три, и одну из них, Лабораторию эксперименталь-
ной эмбриологии им. Д.П. Филатова, Татьяна Ан-
тоновна возглавила и руководила ею до 1987 г.

Нельзя не отметить важнейшие вехи ее пути в
науке. Это, прежде всего, изучение эволюционных
аспектов процесса детерминации и дифференци-
ровки эмбриональных зачатков у позвоночных
животных. К сожалению, материалы этого боль-
шого цикла исследований, которые легли в основу
ее докторской диссертации, были опубликованы
лишь частично из-за наступившего в 1948 г. перио-
да мракобесия в биологической науке. В этих ис-
следованиях были экспериментально показаны
различия в свойствах, морфогенетических потен-
циях и проспективном значении наружного и
внутреннего слоев эктодермы и хордомезодермы.
Сравнительный анализ изучения зародышевых
листков позволил рассмотреть пути эволюции
первичной эктодермы у разных групп Anamnia.
При этом было показано, что расчленение первич-
ной эктодермы на наружный и внутренний слой
происходит у разных низших позвоночных на раз-
ных стадиях развития, т.е. может служить приме-
ром гетерохронии. Более ранняя или поздняя эпи-
телиальная дифференцировка наружного слоя
определяет особенности раннего эмбриогенеза в
разных группах Anamnia (см., например: Совре-
менные проблемы…, 1982; Dettlaff, 1983).

В 1948 г., когда встал вопрос об изменении на-
правления исследований в связи с новыми “веяни-
ями”, Т.А. Детлаф и ее сотрудники вынуждены бы-
ли переключиться на изучение зародышевого и
личиночного развития важной в народнохозяй-
ственном отношении группы рыб – осетровых.
Однако именно благодаря этому осетровые рыбы
встали в один ряд с наиболее хорошо изученными
эмбриологическими объектами (см. Детлаф, Гинз-
бург, 1954). Вместе с тем в ходе этих исследований
были получены данные, имеющие важное значе-
ние для разработки научных основ биотехники
разведения осетровых и способствовавшие ста-
новлению новой отрасли народного хозяйства –
осетроводства. Результаты этих исследований бы-
ли опубликованы в большой серии статей Татьяны
Антоновны и ее сотрудников, в методических ру-
ководствах и нескольких монографиях (Гинзбург,
Детлаф, 1955, 1969; Детлаф и др., 1986; Dettlaff
et al., 1993), ставших настольными книгами для
специалистов в области разведения осетровых рыб
в России и за рубежом.

Существенное место в научной деятельности
Т.А. Детлаф заняло изучение механизмов созрева-
ния ооцитов амфибий и осетровых рыб. В этом
цикле исследований ею и ее сотрудниками впер-
вые были получены экспериментальные данные
об изменениях строения и свойств цитоплазмы
ооцита в ходе созревания и выяснена роль ка-
риоплазмы в приобретении ооцитами способно-
сти к цитотомии. Первые работы этого цикла
(Dettlaf et al., 1964; Детлаф и др., 1965; Dettlaff,
Skoblina, 1968) заложили начало нового направле-
ния исследований в биологии развития, связанно-
го с изучением механизмов созревания ооцитов
низших позвоночных животных, которое успешно
развивалось и развивается ее учениками (Skoblina,
1969, 1976, 1997; Skoblina et al., 1986; Vassetzky et al.,
1986; Трубникова, Рябова, 1989; Ryabova et al.,
1994a–c; Гончаров и др., 1997, 1999; Nikitina, 1997;
Ryabova, Vassetzky, 1997; Гончаров, 1998; Рябова
и др., 1998, 2000; Елизаров и др., 1999; Goncharov,
2002). Это направление затем получило широкое
развитие в ряде лабораторий США, Канады,
Франции, Японии и других стран и привело к ряду
фундаментальных открытий, касающихся общих
биохимических и молекулярно-генетических ме-
ханизмов регуляции мейоза и митоза.

Наконец, еще одно, наиболее любимое, на-
правление исследований Т.А. Детлаф связано с вы-
яснением временных закономерностей развития.
При изучении продолжительности развития заро-
дышей осетровых рыб она обнаружила, что при из-
менении температур в пределах оптимальных про-
должительность разных периодов эмбриогенеза
изменяется пропорционально. Такая же законо-
мерность была выявлена позднее на амфибиях и
костистых рыбах (Игнатьева, 1979), а в последнее
время и на насекомых (Детлаф, 1994). Основыва-

5*
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ясь на этих наблюдениях, Татьяна Антоновна раз-
работала в 1960 г. совместно с братом – физиком
А.А. Детлафом – метод относительной (безразмер-
ной) характеристики продолжительности зароды-
шевого развития (Детлаф Т., Детлаф А., 1960, 1982;
Dettlaff Т., Dettlaff A., 1961). При этом в качестве
единицы измерения было предложено использо-
вать продолжительность одного митотического
цикла в период синхронных делений дробления т0

(некоторые исследователи называют эту единицу
детлафом). В настоящее время этот метод с успе-
хом используется в научных лабораториях ряда
стран и нашел отражение в рекомендациях по со-
вершенствованию биотехники отечественного ры-
боводства. Основные итоги исследований в этой
области подведены Татьяной Антоновной в ее из-
данной монографии (Детлаф, 2001).

Татьяна Антоновна Детлаф уделяла немалое
внимание истории науки. Ее перу принадлежат ра-
боты, в которых она проанализировала становле-
ние и развитие экспериментальной эмбриологии
(Детлаф, 1953, 1957, 1976, 1988).

Помимо научной работы Татьяна Антоновна
вела и педагогическую. С 1937 по 1940 гг. она чита-
ла курс гистологии и эмбриологии в Гомельском
пединституте, а в 1947 г. – спецкурс по механике
развития в МГУ.

Т.А. Детлаф известна как активный организатор
науки. В течение многих лет она была заместите-
лем председателя Научного совета РАН по пробле-
мам биологии развития и сделала очень много для
развития исследований по биологии развития в
нашей стране. Она была инициатором, активным
организатором и участником школ по биологии
развития, которые пользовались большой попу-
лярностью в среде биологов. На этих школах, ко-
торые проходили в основном на базе академиче-
ского пансионата в Звенигороде, выступали веду-
щие ученые с лекциями о разных аспектах
биологии развития и смежных областей биологии.
Школы сыграли большую роль в подготовке и по-
вышении квалификации научных и педагогиче-
ских кадров в области биологии развития. Под ру-
ководством Татьяны Антоновны и при ее непо-
средственном участии была подготовлена учебная
программа по биологии развития. Татьяна Анто-
новна явилась также инициатором и организато-
ром издания серии монографий “Проблемы био-
логии развития”. В этой серии было опубликовано
свыше 20 монографий, и в ряде этих монографий
она была редактором и автором (Методы…, 1974;
Объекты…, 1975; Современные проблемы…, 1976,
1982). Три монографии из этой серии были переве-
дены на английский язык (Oocyte…, 1988; Experi-
mental Species…, 1990, 1991). Татьяна Антоновна
много сделала для ознакомления научной обще-
ственности с достижениями зарубежной науки.

Она переводила книги и редактировала переводы
книг ведущих зарубежных ученых.

В течение ряда лет Т.А. Детлаф была членом На-
ционального комитета советских биологов, и бла-
годаря ее настойчивости удалось организовать вы-
езды делегаций советских ученых на международ-
ные конференции и конгрессы по биологии
развития, что в те времена было совсем не простым
делом.

Т.А. Детлаф пользуется широкой международ-
ной известностью, и ее достижения признаны во
всем мире. Еще в 1957 г. она была избрана (одной
из первых среди советских ученых) членом Меж-
дународного Института эмбриологии, позже реор-
ганизованного в Международное общество биоло-
гов развития. С момента организации журнала
“Онтогенез” она была бессменным членом ред-
коллегии, а затем редакционного совета журнала.
За свою исследовательскую деятельность она была
удостоена премии Президиума АН СССР в 1954 г.
и премии А.О. Ковалевского в 1972 г., а также на-
граждена серебряной медалью ВДНХ в 1981 г.

Преданность науке, которую мы, ее ученики и
коллеги, наблюдали в течение всех долгих лет сов-
местной работы в лаборатории, кажется, не имеет
границ.

С.Г. Васецкий
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KРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

ОТКРЫТИЕ ПАМЯТНОЙ ДОСКИ К.Ф. ВОЛЬФУ
В ПЕТЕРБУРГСКОМ АКАДЕМИЧЕСКОМ ЦЕНТРЕ

УДК 591 

В день науки, 8 февраля 2012 года, в здании
Санкт-Петербургского научного центра Россий-
ской академии наук состоялось открытие экспози-
ции, посвященной академикам, прославившим
Императорскую Санкт-Петербургскую академию
наук в XVIII веке. Экспозицию составили 16 меда-
льонов, на 13 из них представлены изображения
академиков Д. Бернулли, Я. Германа, Ж.-Н. Дели-
ля, Л. Эйлера, И.Г. Гмелина, Г.В. Крафта, М.В. Ло-
моносова, С.П. Крашенинникова, Г.В. Рихмана,
К.Ф. Вольфа, А.И. Лексела, Г.Ф. Миллера и
А. Каау-Бургаве. На трех медальонах даны лишь
фамилии академиков, портреты которых не уда-
лось разыскать: И. Вейбрехта, И.А. Брауна,
И.А. Гильденштедта.

В конце XVIII века, когда завершалась внутрен-
няя отделка здания Академии наук, возникло
предложение поместить в конференц-зале профи-
ли наиболее прославленных умерших академиков.
Каждый из действующих в то время академиков
должен был представить 12 наиболее достойных
имен. В итоге 19 ноября 1795 г. были отобраны
имена академиков, для изображения в медальонах.
Принятое Академической конференцией решение
удалось осуществить спустя более чем 200 лет. Со-
зданные медальоны поместили в одну из гостиных
на первом этаже. В экспозицию помимо медальо-
нов входит памятная доска со следующим текстом:
“Во исполнение постановления Конференции
Императорской Академии наук в Санкт-Петер-

Рис. 1. Медальон с изображением К.Ф. Вольфа. Портрет восстановлен А.А. Архиповым по сохранившемуся
силуэту К.Ф. Вольфа (худ. Антинг, 1784 г.).
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Рис. 2. Общий вид экспозиции.

бурге (Академической конференции) от 19 ноября
1795 г. в рамках Научной программы Санкт-Петер-
бургского научного центра Российской академии
наук медальоны изготовлены скульптором
А.А. Архиповым и установлены 8 февраля 2012 г.”.

Побудительным мотивом этого события послу-
жило решение об увековечивании памяти Каспара
Фридриха Вольфа, принятое Международной
конференцией, посвященной 275-летию эмбрио-
лога К.Ф. Вольфа и 250-летию обоснования им

концепции эпигенеза (председатель оргкомите-

та – проф. А.К. Дондуа, президент Санкт-Петер-

бургского общества естествоиспытателей), про-

шедшей в СПбНЦ РАН в 2009 г. Историческая

справедливость потребовала вернуться к решению

Академии 1795 г. и выполнить его в полном объеме.

к.и.н. Е.А. Иванова,

начальник Отдела организации

научных исследований СПбНЦ РАН


