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Аннотация. Изучено распределение астроцитарного маркера GFAP в различных слоях обонятель-

ной луковицы и ростральном миграционном потоке у крыс 30-, 60-, 90-суточного возраста, а также на 30 
и 60 сутки после токсического воздействия. Токсическое воздействие проводилось при помощи капсаи-
цина в суммарной дозе 120 мг/кг. Маркер выявляли на парасагиттальных срезах обонятельной луковицы. 
Установлено, что численная плотность распределения астроцитов и средняя площадь распределения их 
отростков зависят от слоя обонятельной луковицы. Площадь распределения отростков астроцитов изме-
няется противоположно изменениям численной плотности распределения самих клеток.  

Динамика численной плотности астроцитов в слоях обонятельной луковицы при введении капсаи-
цина однотипна. Плотность клеток максимально увеличивается к 30 суткам эксперимента, что соответст-
вует длительности острой фазы реактивного глиоза (4-5 недель), когда астроциты выступают, в том чис-
ле и в роли макрофагов. Максимально глиоз выражен в ростральном потоке, наружном плексиформном и 
гранулярном слоях. Эти изменения являются следствием гибели нейронов, чувствительных к прямому 
воздействию капсаицина. К 60 суткам численная плотность астроцитов во всех слоях снижается вследст-
вие развития компенсаторных процессов.  

Введение токсических доз капсаицина в инфантильном возрасте приводит к развитию выраженно-
го глиоза в обонятельной луковицы, пик которого приходится на 30 сутки. Реакция глии на введения 
нейротоксина носит фазный характер и завершается в целом через два месяца после воздействия. 

Ключевые слова: нейрогенез, обонятельная луковица, ростральный миграционный поток, астро-
циты, глиоз, GFAP. 
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Abstract. The distribution of the astrocyte marker GFAP in various layers of the olfactory bulb and the 

rostral migration flow in rats of 30-, 60-, and 90-day age, as well as on the 30th and 60th days after the toxic 
effect was studied. Toxic effect was carried out by administering capsaicin in a total dose of 120 mg / kg. The 
marker was detected on the parasagittal sections of the olfactory bulb. It is established that the numerical density 
of the distribution of astrocytes and the average area of distribution of their processes depend on the layer of the 
olfactory bulb (OB). The area of distribution of the processes of astrocytes varies in the opposite way to the 
changes in the numerical density of the distribution of the cells themselves. 

The dynamics of the numerical density of astrocytes in the layers of OB during the administration of cap-
saicin is of the same type. The cell density is maximally increased by 30 days of the experiment, which corres-
ponds to the acute phase of reactive gliosis (4-5 weeks), when astrocytes act as macrophages. Maximum gliosis 
is expressed in the rostral migration stream, the outer plexiform and granular layers. These changes are a conse-
quence of the death of neurons that are sensitive to the direct effects of capsaicin. By the 60 days the numerical 
density of astrocytes in all layers decreases due to the development of compensatory processes.  

The introduction of toxic doses of capsaicin in infantile age leads to the development of severe gliosis in 
the OB, the peak of which falls on the 30th day.The reaction of glia on the introduction of the neurotoxin is 
phase-like and is completed as a whole two months after the exposure. 
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Введение: В настоящее время понимание функции астроцитов значительно расширилось. По со-

временным представлениям, астроциты активно участвуют в формировании гематоэнцефалического 
барьера, воспалительных реакциях и направляют миграцию нейрональных предшественников из стволо-
вых ниш к месту назначения [3, 4, 8]. 
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Данные литературы о нормативных показателях астроцитов в различные сроки довольно много-
численны, но разрознены. Ряд исследований посвящены реактивному глиозу, развивающемуся при ише-
мии или токсических воздействиях, однако, зависимость реакции глии от возраста на фоне разной интен-
сивности нейрогенеза практически не изучена. Кроме того, остается практически неизученным вопрос о 
реакции глии на токсические воздействия в зависимости от интенсивности нейрогенеза, обусловленной 
возрастом животного [10]. 

Оптимальным объектом для изучения реакции нейронов и глии на токсическое воздействие явля-
ется обонятельная луковица (ОЛ), так как в ней оканчивается ростральный миграционный поток, связы-
вающий ее с субвентрикулярной зоной, в которой нейрогенез продолжается на протяжении всей жизни [1, 8, 9].  

Цель исследования – выявить реакцию астроцитарной глии обонятельной луковицы на воздейст-
вие нейротоксина в инфантильном возрасте, как с позиции оценки интенсивности реактивного глиоза, 
так и с позиции обеспечения миграции нейрональных предшественников. 

Материалы и методы исследования. Работа выполнена на самцах крыс линии Wistar. Животные 
были разделены на контрольную и экспериментальную группы. В контрольную вошли 20 крыс возрас-
том 30, 60, 90, 180 суток, по 5 особей каждого возраста. Согласно классификации Западнюка И.П. [2], эти 
возраста соответствуют инфантильному (30 суток), ювенильному (60 и 90 суток), зрелый возраст 
(180 суток) взят в качестве контрольной точки для определения дефинитивных показателей в конце эво-
лютивного периода.  

В экспериментальную группу вошли 20 крыс линии Wistar 30-суточного возраста. Капсаицин вво-
дился трёхкратно с интервалом в сутки, подкожно в дозировке 30, 30 и 60 мг/кг массы тела соответст-
венно. Капсаицин разводился в смеси 10% ТВИН-80, 10% этанола и 80% физиологического раствора.  

Использованная доза капсаицина относится к высоким: 100-200 мг/кг, сразу после введения они 
стимулируют экспрессию нейропептидов, а затем оказывают токсическое действие [6].  Токсическое 
действие капсаицина реализуется через деполяризацию мембран клеток и повышение проводимости не-
специфических ионных каналов. Это ведёт к накоплению в клетках Ca2+ и Na+. Ионы кальция активиру-
ют рилизинг нейромедиаторов, а натрий в составе NaCl смещает осмотическое равновесие, приводя впо-
следствии к гидратации, активации протеаз и гибели клеток. 

Животные выводились из эксперимента на 14, 28, 56 сутки от начала эксперимента, т.е. оценива-
лись морфологические изменения на протяжении двух месяцев после токсического воздействия. Все 
процедуры проводили в соответствии со строгими соблюдениями принципов, изложенных в Европей-
ской Конвенции по защите позвоночных животных, используемых для экспериментальных и других це-
лей (г. Страсбург, Франция, 1986) [11], в соответствии с приказом МЗ СССР от 12.08.1977 г. «Правила 
проведения работы с использованием экспериментальных животных». Забор материала осуществляли 
после предварительной перфузии 10% забуференным формалином и фиксации в течение 24 часов при 4°С.  

Исследование проведено на парафиновых парасагиттальных серийных срезах мозга крыс, прохо-
дящих через центральную часть ОЛ. Кислый фибриллярный белок астроцитов – GFAP [4, 7] является 
основным компонентом, обеспечивающим реактивность и адаптацию астроцитов. Маркер GFAP выявля-
ется в цитоплазме и в отростках астроцитов. Астроциты после проведения иммуногистохимической ре-
акции визуализируются как клетки округлой или полигональной формы со светлым ядром и с 3-5 изви-
тыми ветвящимися отростками (рис. 1A). 

Маркер выявляли с помощью поликлональных кроличьих антител GFAP (ab16997, UK, разведение 
1:200), вторичные антитела (Goat anti Rabbit IgG, ab97051, UK, разведение 1:1000). Детекцию пероксида-
зы производили диаминобензидиновым хромогеном DAB Substrate Kit (ab64238). Срезы докрашивали 
гематоксилином Майера, промывали в воде, обезвоживали, заключали в канадский бальзам. Микроско-
пировали при помощи светового микроскопа Optica DM-20 (Italy 2015) со встроенной камерой. На каж-
дом срезе в 50 полях зрения оценивались численная плотность распределения астроцитов (шт/мм2) и 
средняя площадь распределения отростков астроцитов, численная плотность распределения DCX+ ней-
ронов (шт/мм2). Результаты обрабатывались в программе Microsoft Excel 2010 методами вариационной 
статистики и корреляционного анализа, вычислялись среднее арифметическое и стандартное отклонение. 
Достоверность различий при нормальном распределении показателей оценивалась при помощи критерия 
Стьюдента, при отличном от нормального – использовали непараметрический критерий Уилкоксона 
(уровень значимости p<0,05). 

Результаты и их обсуждение. В ОЛ выделяют шесть концентрически расположенных слоёв: слой 
волокон обонятельного нерва, гломерулярный (клубочковый), наружный плексиформный (сетчатый), 
митральный, внутренний плексиформный и гранулярный (зернистый), а также центральную часть ОЛ, 
где оканчивается ростральный миграционный поток. Учитывая выраженные различия распределения в 
слоях, численную плотность астроцитов оценивали отдельно в каждом слое ОЛ и в ростральном потоке. 

В слое волокон обонятельного нерва астроциты не определяются. Численная плотность астроци-
тов максимальна в гломерулярном и митральном слоях.  
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В гломерулярном слое астроциты можно чётко разделить на пери- и юкстагломерулярные. Отро-
стки перигломерулярно расположенных глиальных клеток проникают вглубь клубочка, их тела встроены 
в слои клубочков. Тела юкстагломерулярных глиальных клеток расположены между клубочками, отро-
стки ветвятся между клубочками и проникают в них (рис. 1B). Показатель численной плотности астроци-
тов с 30 по 60 сутки достоверно не изменяется и составляет 270±20,3 и 240±27,6 соответственно, к 
90 суткам снижается на 30% до 181±27,7 (p<0,05), к 180 суткам возрастает до 375±32,3 (p<0,05).  

В наружном плексиформном слое астроциты распределены равномерно (рис. 1C). С 30 по 60 сутки 
их плотность снижается с 295±35,3 до 201±43,9 (p<0,05), к 90 суткам возрастает до значений, близких к 
исходным 305±24,6 (p<0,01), и достоверно не изменяется до конца наблюдения (286±12,4, p<0,05).  

В гранулярном слое астроциты располагаются между группами клеток, их отростки проникают 
как внутрь таких групп, так и ветвятся в пространстве между ними. Численная плотность астроцитов с 30 
по 60 сутки снижается с 224±21,3 до 134±36,9, достоверно не изменяется до 90 и к 180 суткам вновь воз-
растает до 174±16,6 (p<0,01) (рис. 1D).  

В ростральном потоке астроциты распространены на всем протяжении, их отростки направлены 
по ходу движения нейрональных предшественников, образуют многочисленные контакты. Численная плот-
ность снижается с 30 по 60 сутки с 422±42,5 до 168±16,9, возрастает к 180 суткам до 325±31,4 (p<0,01).  

Средняя площадь сечения тел астроцитов на протяжении наблюдения остаётся практически по-
стоянной, а показатель площади распределения отростков зависит от возраста животного и слоя ОЛ.  

 

 

 
Рис.1. Распределение астроцитов в слоях обонятельной луковицы крыс разного возраста. A. 1 мес.,  

астроциты вокруг сосуда в центре обонятельной луковицы. B. 1 мес., астроциты в гломерулярном слое. 
C. 1 мес., астроциты в наружном плексиформном слое. D. 6 мес., астроциты в гранулярном слое.  

Микрофото: иммуногистохимическое исследование, антитела против GFAP, докраска гематоксилином 
Майера, об.40. 

 
Так, площадь распределения отростков в гломерулярном слое возрастает с 30 до 90 суток в 2 раза, 

и пик увеличения приходится на 90 сутки (медианная площадь – 544,8 мкм2). В наружном плексиформ-
ном слое c 30 по 60 сутки наблюдается увеличение площади на 36% до 513,4, а на 180 сутки – понижение 
на 16% (p<0,05). В гранулярном слое с 30 по 180 сутки происходит плавное уменьшение площади рас-
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пределения отростков почти в два раза до 339,7 (p<0,05). Медианная площадь распределения отростков в 
ростральном потоке с 30 по 180 сутки возрастает на 43% до 583,2 (p<0,05). 

В целом, площадь распределения отростков астроцитов изменяется разнонаправленно с измене-
ниями численной плотности распределения самих клеток. Численная плотность распределения астроци-
тов и средняя площадь распределения отростков зависят от слоя обонятельной луковицы.  

Известно, что именно астроциты являются направляющими для клеточного потока нейрональных 
предшественников, как в ростральном миграционном потоке, так и в ОЛ [7, 8]. Пик интенсивности ней-
рогенеза, установленный в наших предыдущих исследованиях по уровню экспрессии даблкортина [5], 
приходится на 60-90 сутки. Нейробласты таким образом «раздвигают» астроциты, тем самым уменьшая 
их численную плотность, при этом площадь распределения отростков GFAP+ клеток увеличивается. С 
уменьшением интенсивности миграции нейрональных предшественников глиальные клетки вновь сбли-
жаются, а площадь распределения их отростков падает. 

В экспериментальной группе характер распределения GFAP в астроцитах не изменяется (рис. 2A). 
Сохраняется позитивность в телах клеток и в их отростках.  

В гломерулярном слое к 30 суткам эксперимента численная плотность астроцитов возрастает с 
270±20,3 до 366±44,8 (на 50% выше, чем в контрольной группе), к 60 суткам снижается до 221±26,0 (на 
25% выше, чем в контрольной группе) (p<0,05) (табл.). В наружном плексиформном слое к 30 суткам 
эксперимента плотность возрастает с 295±35,3 до 435±42,6 (на 45% выше, чем в контрольной группе), к 
60 суткам снижается до 287±27,1 (в контрольной группе 305±24,6) (p<0,05) (рис. 2A). В гранулярном слое 
плотность астроцитов к 30 суткам эксперимента повышается с 224±21,3 до 296±29,5, достоверно не из-
меняется до 60 суток (в 2,3 раза выше, чем в контрольной группе) (p<0,05) (рис. 2B).  

 
Таблица  

 
Численная плотность GFAP+ клеток в ОЛ у контрольных и экспериментальных крыс  

 

Возраст, сут. 
контроль (эксперимент) 

Гломерулярный 
слой 

Наружный 
плексиформный слой 

Гранулярный 
слой 

Контр. Эксп. Контр. Эксп. Контр. Эксп. 
30 (0) 269±20,2 269±20,2 295±35,33 295±35,3 224±21,3 224±21,3 

45 (15) 252±23,0* 289±16,0* 245±23,0 356±23,0*° 156±12,1* 265±24° 
60 (30) 240±27,6 366±44,8*° 201±43,8 435±42,6*° 133±36,0 296±29,5°
90 (60) 181±27,3* 221±26,0* 305±24,5* 287±27,1* 132±30,5 283±30,5°

 
Примечание: * – достоверно различается по отношению к предыдущему сроку,  

° – достоверно различается по отношению к контрольной группе 
 

 
Рис. 2. Увеличение численной плотности распределения астроцитов в слоях обонятельной луковицы 
крыс на 30 сутки после воздействия капсаицина. A. Астроциты наружном плексиформном слое.  

B. Астроциты в гранулярном слое. Микрофото: иммуногистохимическое исследование, антитела против 
GFAP, докраска гематоксилином Майера, об.40. 
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В ростральном потоке численная плотность возрастает к 30 суткам эксперимента в 1,5 раза с 
422±42,5 до 721±65,7 (в 4,5 раза превышает показатель контрольной группы), к 60 суткам снижается до 
563±51,1 (в 4 раза выше контрольной группы) (p<0,01). 

Средняя площадь сечения тел астроцитов на протяжении наблюдения остаётся практически по-
стоянной, а площадь распределения отростков достоверно не изменяется по сравнению с контрольной 
группой (p>0,05). 

Численная плотность GFAP+ клеток в гранулярном и наружном плексиформном слоях обонятель-
ной луковицы и в разных звеньях рострального потока является оптимальным показателем для оценки 
интенсивности глиоза. 

Выраженное увеличение численной плотности астроцитов в ростральном потоке, по-видимому, 
обусловлено ростом миграции нейробластов и их массовой гибелью. Является ли их гибель следствием 
прямого токсического действия капсаицина или нейротоксин вызывает усиление миграции нейробластов 
в ответ на гибель части нейронов остается неясным. Для решения этого вопроса необходимо сопоставле-
ние полученных результатов с исследованиями экспрессии маркеров нейрогенеза. 

Выводы. Численная плотность распределения астроцитов и средняя площадь распределения их 
отростков зависят от слоя обонятельной луковицы. Площадь распределения отростков астроцитов изме-
няется противоположно изменениям численной плотности распределения самих клеток.  

Динамика численной плотности астроцитов в слоях ОЛ при введении капсаицина однотипна. 
Плотность клеток максимально увеличивается к 30 суткам эксперимента, что соответствует длительно-
сти острой фазы реактивного глиоза (4-5 недель), когда астроциты выступают, в том числе и в роли мак-
рофагов. Максимально глиоз выражен в ростральном потоке, наружном плексиформном и гранулярном 
слоях. Эти изменения являются следствием гибели нейронов, чувствительных к прямому воздействию 
капсаицина. К 60 суткам численная плотность астроцитов во всех слоях снижается вследствие развития 
компенсаторных процессов. 

Введение токсических доз капсаицина в инфантильном возрасте приводит к развитию выраженно-
го глиоза в ОЛ, пик которого приходится на 30 сутки. Реакция глии на введения нейротоксина носит 
фазный характер и завершается в целом через два месяца после воздействия. 
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