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КАН	– короткоаксонные нейроны
ОЛ	 – обонятельная луковица

тальные данные о распределении NO-позитивных 
структур в различных слоях обонятельных луковиц 
крыс, не учитываются возрастные особенности, что 
затрудняет оценку направленности компенсаторно-
приспособительных реакций при экспериментальных 
воздействиях.

Целью исследования является установление воз-
растных показателей активности n-NOS в позитивных 
субпопуляциях нейронов обонятельной луковицы у 
интактных крыс.

Материал и методы. Исследование проведе-
но на 25 белых крысах-самцах линии Wistar разного 
возраста (по 4–5 в группе). Возраст крыс выбирался 
в соответствии с рекомендациями И. П. Западнюка 
и соавт. (1974): плоды (22 суток), новорожденные 
(1–3  сутки), подсосного периода (7 и 14 суток), ин-
фантильного (30 суток), ювенильного (60 суток), зре-
лого (180 суток). 

Объект исследования – правые обонятельные лу-
ковицы. После предварительной транскардиальной 
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В обонятельной луковице белой крысы при иммуногистохимическом исследовании n-NOS-позитивность выяв-
ляется в телах отдельных нейронов, части их отростков. Выявлено три субпопуляции n-NOS-позитивных нейронов с 
разным уровнем активности фермента и разной динамикой возрастных преобразований. Эта гетерогенность ней-
ронов ОЛ по активности фермента обусловлена их функциональной разнородностью, что необходимо учитывать при 
трактовке результатов экспериментальных работ.
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In immunohistochemical studies, n-NOS-positivity is detected in the bodies and processes of neurons. In the rat’s 
olfactory bulb, there are three subpopulations of n-NOS-positive neurons with different enzyme activity levels and different 
dynamics of age transformations. The heterogeneous enzyme activity is due to the different functions of neurons. That must 
be taken into account when interpreting the results of the experimental studies.
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NO	 – оксид азота
n-NOS	– нейрональная NO-синтаза 

Функции NO в нервной системе разнообраз-
ны, из них наиболее примечательной яв-
ляется связь NO с динамическими процес-

сами, такими как миграция и дифференцировка 
нейробластов, новообразование и ремоделирова-
ние синапсов на протяжении онтогенеза [1, 2, 3], 
нейронная пластичность и сенсорная обработка 
стимулов [4]. Есть данные, что NO может действо-
вать в нервной системе как антипролифератив-
ный фактор у млекопитающих [5], в то же время 
активируя нейрогенез у других животных [6, 7]. 
Зоны, богатые нитрэргическими нейронами, ана-
томически тесно связаны с зонами интенсивного 
нейрогенеза [3, 8]. Вероятно, что нитрэргические 
механизмы участвуют в регуляции процессов ней-
рогенеза не только на ранних этапах онтогенеза, 
но и в мозге взрослых животных [6, 7].

В настоящее время данные о влиянии нитрокси-
дэргических соединений на течение и активность 
нейрогенеза неоднозначны, так как отсутствуют де-
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перфузии 10 % забуференным формалином матери-
ал фиксировали в течение 24 часов при температуре 
4  °С. Использовали парасагиттальные парафиновые 
серийные срезы мозга.

n-NOS выявляли с помощью поликлональных кро-
личьих антител (ab76067, UK, разведение 1:1000) и 
вторичных антител, меченных пероксидазой (Goat 
anti Rabbit IgG ab97051, UK, разведение 1:1000), 
DAB Substrate Kit (ab64238). На каждом стандартном 
срезе определяли количество позитивных нейро-
нов. Стандартным считали парасагиттальный срез 
максимальной площади, проходящий через цен-
тральную зону ОЛ. Подсчитывали численную плот-
ность (шт/мм2) распределения и среднюю площадь 
сечения n-NOS-позитивных клеток (мкм2, по данным 
100 клеток). Морфометрический анализ проводили 
с помощью программы ImageJ, Microsoft Excel 2010 
и Statistica 8.0, вычисляли М±m, достоверность раз-
личий оценивали по t-критерию Стьюдента, уровень 
значимости p<0,05. 

Результаты и обсуждение. Использование па-
расагиттальных срезов, проходящих через длинник 
луковицы, позволило изучить распределение пози-
тивных клеток во всех шести цитоархитектонических 
слоях, располагающихся в следующем порядке: слой 
обонятельного нерва, гломерулярный слой (клу-
бочков), наружный плексиформный слой, слой ми-
тральных клеток, внутренний плексиформный слой, 
гранулярный слой (клеток зерен). В центре луковицы 
располагается окончание рострального миграци-
онного потока  – субэпендимальный слой, который 
плавно переходит в гранулярный слой (центральную 
зону ОЛ).

n-NOS-позитивность выявляется в телах от-
дельных нейронов и их отростков. По морфологии 
и топографии позитивные клетки относились к трем 
субпопуляциям: перигломерулярных, короткоаксон-
ных (пучковых) и гранулярных нейронов. Активность 
n-NOS определяется в перигломерулярных нейро-
нах слоя гломерул, но исключительно на границе на-
ружного плексиформного слоя, остальные структуры 
клубочков, включая центральную зону, оставались 
негативными. Позитивные короткоаксонные нейроны 
(КАН) встречаются в гранулярном и субэпендималь-
ном слоях, характеризуются высокой активностью 
n-NOS и в телах нейронов, и в отростках. В грану-
лярном слое фермент определялся в цитоплазме не-
большой части нейронов, активность его была неве-
лика.

У плодов слои ОЛ дифференцированы слабо. 
n-NOS-позитивные клетки выявляются только в гра-
нулярном слое, их относительная плотность состав-
ляет 140,0±32,45 шт/мкм2. Эти клетки имеют низкое 
ядерно-цитоплазматическое отношение, низкую сте-
пень активности фермента и минимальную среднюю 
площадь сечения 28,9±2,31 мкм2, отростки не выяв-
ляются.

У одно-трёхсуточных крысят в гранулярном слое 
численная плотность позитивных клеток увели-
чивается в 1,4 раза по сравнению с предыдущим 
возрастом и достигает 194,5±54,21 шт/мкм2. По 
активности фермента в цитоплазме субпопуляция 
становится гетерогенной, встречаются клетки с 
низкой и средней активностью n-NOS, появляются 
короткие позитивные отростки. Средняя площадь 
сечения гранулярных нейронов увеличивается до 
34,1±2,89 мкм2 (p>0,05, по сравнению с предыду-
щим сроком).

У 7-суточных животных позитивные клетки по 
морфологии чётко разделяются на субпопуляции. 

В  гранулярном и субэпендимальном слоях появ-
ляются высокопозитивные КАН, 5–6 штук на стан-
дартном срезе. Средняя площадь клеток этого 
вида составляет 175,1±12,06 мкм2. В гломеруляр-
ном слое дорзальной части ОЛ выявляется субпо-
пуляция перигломерулярных нейронов, они имеют 
среднюю степень активности n-NOS, площадь се-
чения 48,1±2,88  мкм2. Численная плотность гра-
нулярных n-NOS-позитивных нейронов достигает 
316,6+43,01  шт/мм2, а средняя плошадь сечения 
нейронов возрастает до 44,0±2,91 мкм2 (p<0,05 для 
предыдущих сроков).

На 14 сутки резко увеличивается численная 
плотность перигломерулярных клеток, гломеру-
лу окружают 4–7 нейронов средней площадью 
сечения 53,3±3,81 мкм2. Они имеют позитив-
ные на всем протяжении отростки с тропизмом 
к центру гломерулы. В гранулярном слое и в об-
ласти перехода его во внутренний плексиформ-
ный слой выявляются крупные одиночные бипо-
лярные нейроны (КАН) с высокой активностью 
n-NOS. КАН достоверно увеличиваются в раз-
мерах до 264,4±28,59 мкм2 (p<0,05), их количе-
ство на стандартном срезе достигает 8–11 штук. 
В гранулярном слое плотность позитивных нейро-
нов достигает максимума – 541,2±58,74 шт/мкм2, 
что превышает в 1,7 раза показатель предыдущей 
возрастной группы (p<0,05).

К 30 суткам постнатального развития в ОЛ также 
встречаются все субпопуляции n-NOS-позитивных 
нейронов. В субэпендимальном слое ОЛ опреде-
ляются крупные, средней площадью 288,7±27,61 
мкм2, мультиполярные пучковые нейроны (КАН) с 
высокой активностью к n-NOS, количество которых 
возрастает до 13–17 штук на стандартном срезе 
ОЛ (рис. А). Пероксидазная метка насыщенно за-
полняет цитоплазму этих клеток и отчётливо мар-
кирует отростки нейронов на значительном про-
тяжении. Отростки часто ветвятся, в некоторых 
местах оплетают сосуд, формируют выраженный 
нейропиль. В то же время численная плотность по-
зитивных клеток гранулярного слоя значительно 
снижается – до 260,4±42,96 шт/мкм2 – в 2,5 раза 
по сравнению с предыдущим возрастом (p<0,05). 
Средняя площадь сечения гранулярных клеток по 
сравнению с показателями 14-суточного возрас-
та достоверно не изменяется (59,5±3,84  мкм2). 
Перигломерулярные нейроны имеют выраженные 
отростки и формируют ассоциацию с клубочком по 
7–10 штук.

К двум месяцам показатели позитивных КАН и пе-
ригломерулярных нейронов ОЛ по сравнению с пока-
зателями одномесячных не изменяются. Численная 
плотность распределения гранулярных позитивных 
нейронов также стабильна, но средняя площадь их 
сечения значимо возрастает – до 75,4±5,83  мкм2 
(p<0,05), достигая максимума за период наблюде-
ния.

У полугодовалых крыс значимых изменений не 
происходит. Гранулярный слой приобретает чёт-
кую ламинарную структуру, его позитивные клетки 
лежат группами, характеризуются гетерогенно-
стью по уровню активности фермента. КАН высоко-
позитивные, площадью сечения 276,5±32,19 мкм2, 
по 10–14  штук на срез, локализуются в области 
окончания рострального потока (рис. Б). Интен-
сивность ИГХ-реакции перигломерулярных клеток 
снижается, позитивные клетки в основном визуа-
лизируются вокруг клубочков дорзальной поверх-
ности ОЛ (рис. B).
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Рис. n-NOS-позитивные нейроны в различных слоях ОЛ крыс: 
A – гранулярный слой, гранулярные позитивные нейроны  

и ГКАН (60 сутки); Б – n-NOS-позитивный ГКАН (180 сутки);  
В – n-NOS-позитивные перигломерулярные нейроны (180 сутки). 
ИГХ-реакция на n-NOS. Докраска гематоксилином Майера (A, Б). 

Без докраски (B). Ок.10, об. 40 (A, B), ок. 10, об. 100 (Б)

протяжении 14 суток численная плотность по-
зитивных клеток возрастает более чем в 3 раза, 
затем на 30 сутки резко снижается (в 2 раза) и 
сохраняется с 30 по 180 суток без достоверных 
колебаний. Увеличение размеров этих клеток 
продолжается до 60 суток, затем показатель 
стабилизируется.

Полученные данные о нарастании плотно-
сти позитивных нейронов в гранулярном слое 
на протяжении первых двух недель жизни со-
гласуются с результатами исследований [2, 
5, 9, 10], где показано, что именно в этом воз-
расте регистрируется максимальная плот-
ность DCX-позитивных клеток  – нейрональных 
предшественников в гранулярном слое, ко-
торые, продвигаясь радиально, дифферен-
цируются, формируют синапсы и утрачива-
ют DCX-позитивность. Уже с 30 суток на фоне 
уменьшения интенсивности миграции незрелых 
нейронов через гранулярный слой количество 
n-NOS-позитивных клеток резко снижается, что 
указывает на ограничение пролиферации и сти-
муляцию синаптогенеза под влиянием NO.

Короткоаксонные нейроны ОЛ в плодном пе-
риоде и у новорожденных крысят не проявляют 
n-NOS-позитивности, реакция становится поло-
жительной с 7 суток. Численная плотность КАН 
очень низкая – она не превышает 20 клеток на па-
расагиттальный срединный срез луковицы, при-
чем в течение первого месяца жизни она возрас-
тает в 3 раза, с 5 до 15 штук. Характерной чертой 
их является очень высокая активность фермента 
в цитоплазме. Средние показатели площади се-
чения этих клеток достоверно увеличиваются 
только с 7 до 30 суток, в дальнейшем до 180 су-
ток достоверных изменений не отмечается.

Динамика возрастных преобразований пе-
ригломерулярных позитивных клеток сходна с 
КАН. Впервые позитивные клетки появляются на 
7 сутки. Эти клетки проявляют средний уровень 
активности. Количество их подсчитать сложно в 
связи с особенностями распределения – вокруг 
гломерулярных структур. В 7-суточном возрас-
те гломерулу при продольном срезе ОЛ окру-
жают 4–7  позитивных клеток, у 30-суточных  – 
7–10  штук. Увеличение размеров этих клеток 
идет постепенно от 14 суток до 30 суток в 1,4 раза 
(p<0,05). Позитивность перигломерулярных кле-
ток подтверждает участие n-NOS в формирова-
нии одорантных систем обонятельного мозга.

Заключение. В обонятельной луковице бе-
лой крысы существуют три субпопуляции n-NOS-
позитивных нейронов с разным уровнем актив-
ности фермента и разной динамикой возрастных 
преобразований. Эта гетерогенность нейронов 
ОЛ по активности фермента обусловлена их 
функциональной разнородностью, что необходи-
мо учитывать при трактовке результатов экспери-
ментальных работ.

Информированное согласие: Эксперимен-
тальное исследование проведено в соответ-
ствии с требованиями ГОСТ Р от 02.12.2009 
53434–2009 «Принципы надлежащей лабора-
торной практики (GLP)» с соблюдением Евро-
пейской конвенции о защите позвоночных жи-
вотных, используемых для экспериментов или в 
иных научных целях [Directive 2010/63/EU].

Конфликт интересов. Все авторы заявляют 
об отсутствии потенциального конфликта инте-
ресов, требующего раскрытия в данной статье.

В результате исследования установлено, что в 
ОЛ крыс клетки гранулярного слоя экспрессируют 
NO начиная с плодного периода. После рождения на 
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СТИМУЛЯЦИЯ РЕПАРАТИВНОГО ДЕНТИНОГЕНЕЗА  
ПОСЛЕ ВИТАЛЬНОЙ АМПУТАЦИИ ПУЛЬПЫ ЗУБА В ЭКСПЕРИМЕНТЕ
М. Ю. Вафиади 1, С. В. Сирак 1, Е. В. Щетинин 1, А. В. Баландина 1,  
В. А. Иващенко 2, А. А. Адамчик 2, И. И. Бородулина 3

1 Ставропольский государственный медицинский университет, Россия
² Кубанский государственный аграрный университет, Краснодар, Россия
3 Военно-медицинская академия им. С. М. Кирова, Санкт-Петербург, Россия

EXPERIMENTAL STIMULATION OF REPARATIVE DENTINOGENESIS  
AFTER VITAL AMPUTATION OF THE PULP OF THE TOOTH
Vafiadi M. Yu. 1, Sirak S. V. 1, Shchetinin E. V. 1, Balandina A. V. 1,  
Ivaschenko V. A. 2, Adamchyk A. A. 2, Borodulina I. I. 3

1 Stavropol State Medical University, Russia
2 Kuban State Medical University, Krasnodar, Russia
3 S. M. Kirov Military Medical Academy, Saint Petersburg, Russia

Проведена морфометрическая оценка эффективности репаративного дентиногенеза после витальной ампу-
тации пульпы при пломбировании зуба гидроокисью кальция и силикатом кальция, модифицированного свето-
отверждаемой смолой. Эксперимент проведен на 48 зубах (нижние центральные резцы) 6 овец в возрасте от 2,5 
до 3 лет, массой от 25 до 40 кг, содержавшихся в одинаковых условиях вивария. Продолжительность наблюдения 


