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В настоящей работе были проанализированы особенности иммуномечения антителами NeuN нейро-
нов спинного мозга кошки, расположенных в четырех структурах, организующих проекции к мозжеч-
ку: ядре Кларка и пограничных клетках – в сегменте L4, центральном шейном ядре – в сегменте С3, и
ядре Штиллинга – в сегменте S2. Проведены морфометрическое и денситометрическое исследования.
Показано, что все нейроны интереса обладают яркой особенностью: крайне слабым уровнем
NeuN-иммуномечения в цитоплазме, с сохранением высокого уровня NeuN-иммуномечения в ядре.
Средний размер сомы нейронов интереса составил 1000–1850 мкм2, что сопоставимо с другим типом
крупных нейронов на срезах – мотонейронами (1140–1660 мкм2), поэтому мы использовали популя-
ции мотонейронов соответствующих сегментов для сравнения величин оптической плотности. Отно-
сительная оптическая плотность нейронов интереса была в несколько раз ниже таковой у мотонейро-
нов (0.060 ± 0.030 vs 0.330 ± 0.127). Достоверных отличий по величине оптической плотности между
разными структурами интереса не выявлено. Учитывая морфологическую уникальность и схожесть
этих четырех популяций клеток, полагаем, что особенность экспрессии белка NeuN может быть ис-
пользована в качестве простого метода визуализации клеток, организующих проекции к мозжечку, что
представляет собой ценность как при целевом морфологическим исследовании, так и при проведении
гистологического контроля после физиологического эксперимента.
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ВВЕДЕНИЕ

Спинно-мозжечковые тракты – одни из важ-
нейших восходящих систем спинного мозга, несу-
щие в мозжечок проприоцептивную информацию
от мышечных веретен, сухожильных рецепторов
Гольджи, телец Пачини и свободных нервных
окончаний [1]. Пути проприоцептивной чувстви-
тельности организованы группами нейронов в спин-
ном мозге, организующих проекции к мозжечку. Су-
ществует несколько десятков таких групп [2]; при
этом основными из них являются четыре [3]:

(1) Нейроны ядер Кларка – симметричных об-
разований, локализованных на уровне пластин V–
VI грудного и верхнепоясничного отделов спинно-
го мозга [4–7], впервые описанных Clarke [8] – ис-
точник дорзального спинно-мозжечкового тракта.

(2) Так называемые пограничные клетки (BC;
в оригинале “border cells”), разбросанные вдоль
вентро-латеральной границы серого и белого ве-
щества и инициирующие вентральный спинно-
мозжечковый тракт [9–11]. У хищных эти нейроны

выявлены в каудальных грудных и поясничных сег-
ментах, с максимумом в сегментах L2-L6 [6, 12]. Оба
тракта принимают участие в контроле моторики зад-
них конечностей и локомоции в целом [13–16].

(3) Центральное шейное ядро, расположенное
в пластине VI верхних шейных сегментов, орга-
низует так называемый “спинно-мозжечковый
тракт центрального шейного ядра” [12, 17] и при-
нимает участие в контроле позы, движений голо-
вы и глаз [18, 19].

(4) Ядро Штиллинга, расположенное в крестцо-
вых и копчиковых сегментах [20], посылает в моз-
жечок проприоцептивные проекции от хвоста [12,
21, 22].

Среди этих четырех групп наиболее легко рас-
познаваемым на гистологических срезах является
ядро Кларка: в частности, из-за кольцевых пучков
волокон, проходящих по периметру ядра на попе-
речных срезах [23]. Центральное шейное ядро так-
же можно распознать, благодаря группированию
крупных нейронов, его составляющих [24]. Ядро
Штиллинга показано у грызунов [7, 25], сумчатых
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[26] и приматов [7, 27], но не у кошки [7], хотя ней-
роны, инициирующие проекции к мозжечку, вы-
явлены у кошки в тех же областях, что и у грызунов,
сумчатых и приматов [12]. Что касается погранич-
ных нейронов, то до сих пор их было возможно вы-
явить лишь с помощью прямого трейсирования
[12, 20, 28, 29], ретроградной дегенерации [30] и
транскриптомого анализа [3, 31], но не с помощью
цитоархитектонических или нейрохимических
критериев. В настоящем исследовании мы предла-
гаем простой критерий для выделения нейронов в
составе четырех источников спинно-мозжечковых
проекций, основываясь на особенности их им-
муномечения антителами к белку NeuN, кото-
рый полагается специфическим нейрональным
маркером, поскольку отсутствует в не-нейронных
клетках, например, глиальных [32]. Полагаем, это
станет удобным инструментом для визуализации
нейронов, инициирующих спинномозжечковые вза-
имодействия, как в морфологических, так и в фи-
зиологических исследованиях.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование проведено на поперечных срезах
третьего шейного (C3), четвертого поясничного
(L4) и второго крестцового (S2) сегментов и гори-
зонтальных срезах сегмента L4 спинного мозга
9 нормально пигментированных взрослых кошек
обоего пола (Felis catus) массой 2.5–3.5 кг. Согласно
целям гуманного использования экспериментальных
животных и принципу “3R”, часть образцов спинно-
го мозга была получена от животных, принимавших
участие в морфологическом опыте по изучению
структур головного мозга [33–35].

Подготовка гистологического материала. Под глу-
боким наркозом (5%-ным изофлюраном) проводи-
ли транскардиальную перфузию. Для предупре-
ждения свертываемости крови и образования
тромбов за 10 мин до начала перфузии внутримы-
шечно вводили гепарин (0.5 мл/кг). Промывку со-
судов от форменных элементов крови осуществляли
физиологическим раствором (0.9%-ный натрия хло-
рид, 700–800 мл/кг, pH 7.4, 25°C), фиксацию
тканей – 4%-ным раствором параформальдегида на
0.01 М фосфатном буфере (pH 7.4, 600–700 мл/кг,
25°C). После перфузии спинной мозг извлекали из
позвоночного канала и делили на сегменты, ориен-
тируясь на положение дорзальных корешков [36]. За-
тем, для приготовления замороженных свободно
плавающих срезов толщиной 50 мкм, материал
проводили по растворам сахарозы 20- и 30%-ной
концентрации, а для приготовления парафиновых
срезов толщиной 7 мкм – по растворам спиртов вос-
ходящей концентрации, хлороформа, после чего
заливали в парафин. Изготовление замороженных
поперечных и горизонтальных срезов проводили
на образцах спинного мозга 6 животных с помо-
щью замораживающего микротома (Reichert, Ав-

стрия); парафиновых – на образцах спинного моз-
га 3 животных с помощью ротационного микрото-
ма МПС-2 (Украина).

Иммуногистохимия. Выявление нейронального
белка NeuN проводили с помощью непрямого им-
муногистохимического метода на стекле (для пара-
финовых срезов) и свободно плавающих (для замо-
роженных срезов) срезов. Парафиновые срезы
предварительно депарафинизировали в ксилоле и
растворах спиртов нисходящей концентрации.
В начале выполнения протокола и между всеми
ключевыми этапами срезы промывали в 0.01 М
фосфатно-солевом буфере 3 раза по 10 мин. Демас-
кировку антигенов на свободно плавающих срезах
проводили в 1%-ном NaBH4 в течение 15 мин, на
парафиновых – нагреванием до 70°С в цитратном
буфере в течение 25 мин. Активность эндогенной
пероксидазы блокировали путем получасовой ин-
кубации в 0.3%-ной H2O2. Неспецифическую реак-
цию антител подавляли 3% нормальной сыворот-
кой козы (NGS, Vector Labs, Великобритания) в те-
чение 90 мин. Затем, не промывая, свободно
плавающие срезы инкубировали в течение 72 ч при
+4°С, а парафиновые срезы – в течение 2 ч при
+37°С в растворе первичных поликлональных антител
мыши к NeuN (Sigma-Aldrich, MAB377,
RRID:AB_2298767, разведение 1:5000 – для свобод-
но плавающих и 1:200 – для парафиновых срезов),
3% нормальной сыворотки козы и консерванта
0.1% NaN3. Затем срезы инкубировали в растворе
биотинилированных вторичных кроличьих анти-
тел против сыворотки мыши (Vector Labs, разведе-
ние 1:600) в течение 24 ч – для замороженных срезов
и в течение 1 ч – для парафиновых срезов. К раство-
ру вторичных антител добавляли 3%-ную нормаль-
ную сыворотку козы. Затем срезы инкубировали в
авидин-биотиновом комплексе с пероксидазой
(ABC Elite system, PK-6100, Vector Labs) в течение 1
ч. Визуализацию пероксидазной реакции осу-
ществляли с помощью раствора, содержащего 1%
DAB (хромоген 3,3'-диаминобензидин), 10%
NiNH4SO4 и 0.03% H2O2, для парафиновых срезов
NiNH4SO4 не использовался. Для парафиновых
срезов проводили дополнительную окраску астро-
вым синим. Свободно плавающие срезы после
промывки в дистиллированной воде монтировали
на желатинизированные предметные стекла и вы-
сушивали. После обезвоживания в спиртах восхо-
дящей концентрации и просветления в ксилоле
срезы заключали в среду для заключения препара-
тов (Bio Mount HM, Италия).

Цифровая обработка и анализ гистологического
материала. Получение цифровых изображений
срезов с выявленными антигенами проводили на
компьютерной установке, оснащенной световым
микроскопом Olympus СX33 (Olympus Corporation,
Япония; увеличение объектива ×10), свободно рас-
пространяемым программным комплексом digiCam-
Control и камерой Nikon (D3200, Nikon Corporation,
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Япония). Иммунопозитивные нейроны анализиро-
вали в следующих областях интереса: центральном
шейном ядре, ядре Кларка, ядре Штиллинга и вблизи
границы белого и серого вещества в вентролатераль-
ной области. Подсчет площади сомы и оптической
плотности иммунопозитивных нейронов проводили
в свободном программном комплексе Fiji ImageJ [37].
Для морфометрического (площадь сечения сомы) и
денситометрического (оптическая плотность) ана-
лиза использовали только замороженные срезы.
Для сравнения также анализировали альфа-мото-
нейроны как сопоставимые по размеру клетки,
расположенные на том же срезе спинного мозга.
В анализ было взято по 5 срезов сегментов C3, L4,
S2, поскольку сегмент L4 одновременно содержит
ядра Кларка, пограничные клетки и соматические
мотонейроны [38]; центральное шейное ядро наи-
более выражено в сегменте С3 [24], а ядро Штил-
линга у грызунов, сумчатых и приматов наиболее
выражено в крестцовых сегментах [26, 39], поэтому
для его поиска у кошки был выбран срединный
крестцовый сегмент S2. Относительную оптиче-
скую плотность вычисляли по формуле контраста
Майкельсона: (Lmax–Lmin)/(Lmax+Lmin), где Lmax и
Lmin – максимальная и минимальная яркости соот-
ветственно [40]. Согласно данной формуле, чем
меньше полученное значение, тем меньше разность
оптической плотности между клеткой и фоном.

Статистическая обработка. Достоверность от-
личий оценивали в программе GraphPad (ver 8.0) с
помощью парного критерия Вилкоксона (при
сравнении двух выборок) или парного критерия
Фридмана с поправкой Данна на множественные
сравнения (при сравнении трех и более выборок).
Для сравнения областей интереса, расположенных
в разных сегментах, применяли непарный крите-
рий Краскела–Уоллиса с поправкой Данна на мно-
жественные сравнения.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Как на поперечных, так и на горизонтальных

срезах спинного мозга, отчетливо видны нейроны с
особым типом мечения: отсутствием интенсивного
иммуномечения цитоплазмы, с сохранением ин-
тенсивного иммуномечения в области клеточного
ядра (рис. 1). При этом для большинства нейронов
спинного мозга характерно интенсивное иммуно-
мечение как ядра, так и цитоплазмы [24]. Нейроны
со светлой цитоплазмой выявлены во всех исследо-
ванных сегментах спинного мозга, при этом для
каждой из областей интереса получена выборка
индивидуального размера. Наиболее многоклеточ-
ными являются ядра Кларка, формирующие
сплошную колонну нейронов, проходящую через
весь сегмент [41]; это отличает это ядро от прочих
ядер и областей интереса, содержащих значитель-
но меньшее число клеток. Более того, для цен-
трального шейного ядра известно неравномерное
распределение нейронов вдоль рострокаудальной

оси спинного мозга: чередование небольших скоп-
лений и продолжительных пустых зон [7]; очевид-
но, это значительно затрудняет поиск этих нейро-
нов на гистологических срезах. Как итог, в ряде
случаев нейроны центрального шейного ядра было
невозможно визуализировать не на одном из име-
ющихся срезов; как итог, объем выборки для этих
клеток был ниже, чем для прочих (n = 4 vs n = 7).

Ядра Кларка и пограничные нейроны

В сегменте L4 нейроны со слабым иммуномече-
нием цитоплазмы расположены, главным образом,
лишь в пределах узких локусов: на границе дор-
зальных рогов и промежуточного серого вещества – в
области залегания ядер Кларка (по 3–7 клеток на
поперечный срез), и вдоль вентролатеральной гра-
ницы серого и белого вещества – в области предпо-
ложительной локализации пограничных нейронов
(по 1–4 клетки на поперечный срез) (рис. 1b (чер-
ные стрелки)). В соответствии с этим у одного из
животных анализировали не поперечные, но гори-
зонтальные срезы, охватывающие всю протяжен-
ность поясничного сегмента (рис. 1c, d). При ис-
пользовании такой плоскости резки видно, что по-
граничные нейроны распределены вдоль оси мозга
менее равномерно, чем нейроны ядер Кларка:
между отдельными пограничными нейронами или
их группами существуют пробелы протяженно-
стью 300–600 мкм.

В области ядер Кларка нейроны со светлой
цитоплазмой характеризуются крупной сомой
(площадь поперечного сечения: 1245 ± 366 мкм2)
полигональной, овальной или треугольной фор-
мы (рис. 1b, c). В вентролатеральной области свет-
лые нейроны также имеют крупную сому (площадь
поперечного сечения: 1836 ± 457 мкм2); ее форма,
главным образом, полигональная (рис. 1c, d). По-
граничные нейроны достоверно крупнее клеток
ядра Кларка (р < 0.05; критерий Фридмана). Раз-
мерность нейронов ядер Кларка и пограничных
нейронов соответствует данным литературы [2, 38].

Мы сравнили основные особенности иммуно-
мечения крупных нейронов со светлой цитоплаз-
мой с еще одним типом крупных нейронов серого
вещества – альфа-мотонейронами (рис. 1e, f). Пло-
щадь сечения сомы альфа-мотонейронов сходна с
таковой у пограничных клеток и клеток ядер Клар-
ка и составляет 1445 ± 298 мкм2 (р > 0.05 и р > 0.05;
критерий Фридмана). Альфа-мотонейроны имеют
достоверно большую нормированную оптическую
плотность, чем пограничные нейроны (0.051 ±
± 0.024 vs 0.339 ± 0.139; р < 0.01) и нейроны ядра
Кларка (0.056 ± 0.036 vs 0.339 ± 0.139; р < 0.05; кри-
терий Фридмана). Отличий в нормированной оп-
тической плотности между крупными клетками
ядер Кларка и пограничными нейронами не выяв-
лено (р > 0.05; критерий Фридмана).
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Рис. 1. Распределение нейронов, иммунопозитивных к ядерному белку NeuN, на замороженных срезах поясничного сег-
мента L4 спинного мозга кошки. (a) – Схема локализации нейронов интереса на поперечном срезе. Пунктирной линией обо-
значены уровни горизонтальных срезов. (b) – Поперечный срез спинного мозга. (c, d) – Горизонтальные срезы спинного моз-
га, прошедшие через ядро Кларка (CN; уровень 1; (c)) или область залегания пограничных клеток (BC; уровень 2; (d)). На (b–
d) слева – общий вид среза, по центру и справа – увеличенные изображения нейронов, выделенных слева прямоугольниками.
Хорошо видны крупные нейроны (помечены стрелками) с бледно окрашенной цитоплазмой и более темным ядром в областях
локализации пограничных нейронов и ядер Кларка. (e) – Средняя площадь сечения сомы нейронов интереса. (f) – Относи-
тельная оптическая плотность нейронов интереса, вычисленная по формуле контраста Майкельсона. MN – мотонейроны. * –
р < 0.05; ** – р < 0.01; ns – отсутствие достоверных отличий. Калибровочный маркер равен 50 мкм.
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Отметим, что, согласно некоторым данным, ней-
роны, формирующие вентральный спинно-мозжеч-
ковый тракт, могут локализоваться и в толще пласти-
ны VII, а не только вдоль границы серого и белого ве-

щества [9, 10]. И, действительно, редкие нейроны с
морфологией пограничных нейронов отмечены в
центральной части пластины VII (рис. 1b, d (белые
стрелки)). Эти клетки не были взяты в анализ в силу
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их малочисленности. Также отметим, что численные
данные, полученные на горизонтальных срезах, соот-
ветствуют тем, что получены с использованием попе-
речных срезов.

Для большей достоверности мы также рассмот-
рели тонкие парафиновые (7 мкм) срезы от трех до-
полнительных животных (рис. 1a). Как видно на
рис. 2, пограничные нейроны и нейроны ядер
Кларка на парафиновых срезах имеют те же осо-
бенности иммуномечения, что были показаны вы-
ше: очень светлую цитоплазму и более интенсивно
окрашенное ядро (рис. 2b). Использование пара-
финовых срезов позволяет убедиться в том, что яд-
ра действительно имеют более высокий уровень
иммуномечения, чем окружающая цитоплазма,
поскольку продукты реакции в цитоплазме и ядре
не взаимно накладываются, как это может про-
изойти при использовании толстых замороженных
срезов. Парафиновые срезы также позволяют убе-
диться в том, что доминирующая форма сомы по-
граничных нейронов – полигональная, сомы ней-
ронов ядер Кларка – овальная.

Прочие нейроны (рис. 2b), в том числе и мото-
нейроны (рис. 2c), имеют интенсивное иммуно-
мечение как ядра, так и цитоплазмы. Таким обра-
зом, представленные выше данные не являются
артефактом иммуномечения на толстых заморо-
женных срезах.

Центральное шейное ядро
Как и в поясничном отделе, в шейном сегменте

C3 визуализируются нейроны со светлой цито-
плазмой и более темным ядром; их локализация –
граница пластин VI и VII промежуточного серого
вещества, что соответствует положению централь-
ного шейного ядра (рис. 3a). Нейроны распределе-
ны от среза к срезу неравномерно: их число варьи-
рует от 0 до 5 на срез, что соответствует литератур-
ным данным [7]. Нейроны с бледной цитоплазмой
имеют сому крупного размера (площадь попереч-
ного сечения: 902 ± 287 мкм2), главным образом,
треугольной формы (рис. 3b). В ряде случаев также
видны проксимальные части дендритов (рис. 3b).
Площадь сечения сомы альфа-мотонейронов сег-
мента С3 несколько больше и составляет 1143 ±
± 203 мкм2; но отличия между этими типами кле-
ток не достоверны (р > 0.05; критерий Вилкоксона)
(рис. 3c). Нормированная оптическая плотность
нейронов центрального шейного ядра очевидно
ниже, чем у альфа-мотонейронов (0.102 ± 0.039 vs
0.414 ± 0.173), однако, в силу малочисленности вы-
борки, эти отличия являются недостоверными (р >
> 0.05; критерий Вилкоксона) (рис. 3d).

Ядро Штиллинга
Крестцовый сегмент S2 также содержит нейро-

ны со светлой цитоплазмой и более темным ядром:

Рис. 2. Распределение нейронов, иммунопозитивных к ядерному белку NeuN, на парафиновых срезах поясничного сег-
мента L4 спинного мозга кошки. (a) – Схема локализации нейронов интереса на поперечном срезе. (b) и (c) – Парафи-
новый срез и увеличенные изображения пограничных клеток (BC), клеток ядер Кларка (CN) и мотонейрона (MN). Для
пограничных клеток и клеток ядра Кларка хорошо видна разница между интенсивностью иммуногистохимической реак-
ции в цитоплазме (черные стрелки) и ядром (белые стрелки). Срезы дополнительно подкрашены астровым синим (AB).
Калибровочный маркер равен 50 мкм.
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в локальной области на границе пластин VI и VII
промежуточного серого вещества, что соответству-
ет локализации нейронов, организующих проек-
ции к мозжечку из каудальных сегментов спинного
мозга [7], т.е. клеточной популяции, аналогичной
ядру Штиллинга у грызунов, сумчатых и приматов
(рис. 3e). Нейроны со светлой цитоплазмой име-
ют сому крупного размера (площадь поперечного
сечения: 1034 ± 307 мкм2) полигональной или
треугольной формы (рис. 3f). Площадь сечения
сомы альфа-мотонейронов сегмента S2 составля-
ет 1662 ± 154 мкм2; отличия между этими типами
клеток являются достоверными (р < 0.05; критерий
Вилкоксона) (рис. 3g). Нормированная оптическая
плотность нейронов ядра Штиллинга достоверно ни-
же, чем у альфа-мотонейронов (0.0941 ± 0.090 vs
0.281 ± 0.140; р < 0.05; критерий Вилкоксона)
(рис. 3h).

Площади сомы пограничных нейронов, клеток
центрального шейного ядра, ядра Кларка и ядра
Штиллинга сходны, однако площадь пограничных
нейронов достоверно выше, чем площадь нейро-
нов центрального шейного ядра (р < 0.05; критерий
Краскела–Уоллиса). Площади сомы мотонейронов
разных сегментов также сходны, однако отличия
между сегментами C3 и S2 являются достоверными
(р < 0.05; критерий Краскела–Уоллиса). Нормиро-
ванная оптическая плотность разных нейронов инте-
реса достоверно не различается (р > 0.05; критерий
Краскела–Уоллиса), как и нормированная оптиче-
ская плотность мотонейронов разных сегментов
(р > 0.05; критерий Краскела–Уоллиса).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Основным результатом является обнаружение
особого типа иммуномечения к общему нейро-
нальному маркеру – белку NeuN, у крупных ней-
ронов в составе ядер Кларка, ядер Штиллинга,
центральных шейных ядер и крупных нейронов,
расположенных на вентролатеральной границе се-
рого и белого вещества поясничного отдела.

Данный феномен мог быть связан с особенностя-
ми иммуномечения клеток с крупной сомой.
В первую очередь мы сопоставили уровень и паттерн
NeuN-иммуномечения между нейронами интереса и
альфа-мотонейронами, поскольку, согласно ряду
данных, морфологические характеристики нейро-
нов, инициирующих спинномозжечковые проекции
(на примере пограничных нейронов), и альфа-мо-
тонейронов имеют значительное сходство [9, 30,
42, 43]. Однако, как видно из результатов, светлое
окрашивание цитоплазмы крупных нейронов не
связано с размером их сомы.

Второе предположение: выявленный паттерн
иммуномечения отражает особенности нейрохи-
мии нейронов, организующих проекции к мозжеч-
ку. В проведенном исследовании мы не проводили

прямого сопоставления паттерна крупных нейро-
нов со светлой цитоплазмой и клеток, меченых в
результате трейсирования, но на принадлежность
анализируемых популяций к клеткам, организую-
щим спинно-мозжечковые проекции, указывает, в
первую очередь, их пространственное расположе-
ние. При этом идентификация таких клеток в пре-
делах ядра Кларка и центрального шейного ядра не
вызывает сомнения в силу наличия четких анато-
мических границ данных ядер. Поскольку крупные
нейроны этих ядер не отличаются по общему пат-
терну NeuN-иммуномечения от крупных нейро-
нов, выявленных в вентролатеральной области сег-
мента L4 (пограничные нейроны) и в зоне, анало-
гичной положению ядра Штиллинга, в сегменте
S2, полагаем, что критерий выделения спинно-
мозжечковых нейронов ядер Кларка и центрально-
го шейного ядра в равной мере подходит и для них.

В литературе имеются данные о существовании
ряда различий между ядрами, организующими связи
с мозжечком. Например, (1) ядра Кларка проециру-
ются, главным образом, на ипсилатеральную, а не на
контралатеральную сторону мозжечка, что свой-
ственно для остальных прецеребеллярных ядер [2, 7];
(2) ядра Кларка получают входы от кортикоспиналь-
ных нейронов [44]; (3) центральное шейное ядро по-
лучает вестибулярные входы [45] и организует проек-
ции к вестибулярным ядрам [46]. В ряде недавних мо-
лекулярных исследований спинного мозга мыши
были получены индивидуальные транскриптомные
профили для разных нейрональных популяций, ор-
ганизующих проекции к мозжечку [3, 31]. Однако,
несмотря на эти отличия, клеточные источники
спинно-мозжечковых трактов имеют сходство в типе
NeuN иммуномечения. Белок NeuN является про-
дуктом гена fox-3 и полагается клеточным фактором,
определяющим нейрон-специфический альтерна-
тивный сплайсинг [47]. Показано, что начало экс-
прессии NeuN соответствует переходу нейрона в
пост-митотическую фазу и началу его функциониро-
вания [32, 48, 49]. При этом у взрослых животных, как
в головном (см. обзор [50]), так и спинном мозге [51–
53], выявлены структуры с отличным от прочих уров-
нем экспрессии NeuN в цитоплазме и/или ядре ней-
ронов, вплоть до полного ее отсутствия. Возможно,
тип иммуномечения к NeuN позволяет делить нейро-
ны на крупные гетерогенные популяции, объединен-
ные некими базовыми особенностями функциони-
рования. Тогда наличие определенных структурно-
функциональных различий между клетками, иници-
ирующими связи к мозжечку, не будет влиять на об-
щий паттерн экспрессии в них белка NeuN. Эта
картина может быть сходна с существованием
единых маркеров спинальных альфа-мотонейро-
нов (например, холинацетилтрансфераза [51]
или SMI-32 [54]), несмотря на то, что они разли-
чаются по набору экспрессируемых генов [55],
характеристикам аксонов [56], особенностям ин-
нервируемых ими мышц [57].
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Не можем не добавить, что анатомии и морфоло-
гии нейронов, инициирующих спинно-мозжечковые
тракты, посвящены, главным образом, работы 50-лет-
ней давности, тогда как функции самих трактов явля-
ются объектом интереса современных исследования
[58–60]. Очевидно, что обнаружение метода упро-
щенной идентификации нейронов, организующих
эти тракты, будет способствовать реализации ком-

плексных физиолого-морфологических исследова-
ний взаимодействия спинного мозга и мозжечка.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Все применимые международные, национальные
и/или институциональные принципы ухода и использо-
вания животных были соблюдены. Все процедуры, вы-

Рис. 3. Распределение нейронов, иммунопозитивных к ядерному белку NeuN, в сером веществе шейного сегмента С3 (a–
d) и крестцового сегмента S2 (e–h) спинного мозга кошки. (a, e) – Схемы локализации нейронов интереса на поперечных
срезах. (b, f) – Поперечные срезы спинного мозга. На (b, f) слева – общий вид среза, по центру – увеличенные изображе-
ния нейронов, выделенных слева прямоугольниками. Видны крупные нейроны (помечены стрелками) с бледно окрашен-
ными цитоплазмой и более темным ядром. Справа – увеличенные изображения мотонейронов. (c, g) – Средняя площадь
сечения сомы нейронов интереса. (d, h) – Относительная оптическая плотность нейронов интереса, вычисленная по фор-
муле контраста Майкельсона. CCN – центральное шейное ядро, SN – проекционные клетки области, соответствующей
локализации ядра Штиллинга у других видов, MN – мотонейроны. * – р < 0.05; ns – отсутствие достоверных отличий. Ка-
либровочный маркер равен 50 мкм.
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полненные в исследованиях с участием животных, соот-
ветствовали этическим стандартам, утвержденным пра-
вовыми актами РФ, принципам Базельской декларации
и рекомендациям Комиссии по этике Института физио-
логии им.И.П. Павлова РАН (протокол № 09/11/2015).
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NEUN EXPRESSION IN SPINAL NEURONS ORGANIZING 
PROJECTIONS TO THE CEREBELLUM

A. A. Veshchitskiia, N. V. Pavlovaa, P. Y. Shkorbatovaa, N. I. Nikitinaa, and N. S. Merkulyevaa,#

aPavlov Institute of Physiology of the Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
#e-mail: mer-natalia@yandex.ru

We analyzed the peculiarities of the NeuN immunostaining of the cat spinal cord neurons located in four struc-
tures organizing projections to the cerebellum: the Clarke’s nucleus and border cells – in the L4 segment, the
central cervical nucleus – in the C3 segment, and the Stilling’s nucleus – in the S2 segment. Morphometric and
densitometric studies were carried out. It was shown that all neurons of interest have a striking feature: an ex-
tremely weak level of the cytoplasmic NeuN-staining, while maintaining a high level of the nuclear NeuN-stain-
ing. The soma size of neurons of interest was 1000–1850 mkm2, which is comparable to the size of another type
of large neurons at slices – motoneurons (1140–1660 mkm2). Thus, we used a motoneuronal population of the
corresponding segments to compare the values of optical density. The relative optical density of neurons of inter-
est was several times lower than for the motoneurons (0.060 ± 0.030 vs 0.330 ± 0.127). There were no significant
differences in optical density between different structures of interest. Given the morphological uniqueness and
similarity of these four cell populations, we believe that the feature of NeuN protein expression can be used as a
simple tool for the visualization of cells organizing projections to the cerebellum. It can be valuable both for tar-
geted morphological examination and for histological control after a physiological experiment.

Keywords: NeuN, spinocerebellar tracts, Clarke’s nucleus, Stilling’s nucleus, central cervical nucleus, border
cells, cat
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