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Экспериментальные исследования эмбриональ-
ного развития нервной системы в настоящее время 
активно проводятся на моделях, хорошо изученных 
как в морфологическом, так и в генетическом плане. 
Среди них наиболее удобны зародыши амфибий, кото-
рые обладают крупными клетками и независимым от 
родителей развитием [5]. В эмбриональном развитии 
бесхвостых амфибий проходящих метаморфоз, есть 
несколько особенностей, которые стали причиной 
проведения данной работы. Во время личиночного 
развития у лягушек происходит формирование вре-
менной нервной системы, обеспечивающей выжива-
ние и рост особи [4, 7]. Эта нервная система нужна 
только в эмбриональный период и необходима для об-
служивания органов, которые отсутствуют у взрослых 
животных. Такие временные адаптации носят при-
способительный или ценогенетический характер, а 
их функционирование связано лишь с эмбриональным 
и личиночным развитием. Эти эмбриональные при-
способления нервной системы исчезают после про-
хождения метаморфоза. 

Следовательно, во время индивидуального развития 
у метаморфизирующих амфибий существует две кон-
струкции нервной системы. Первой появляется эмбри-
ональная, которая нужна для выполнения временных 
личиночных функций. Пока временная эмбриональная 

нервная система выполняет свои задачи, развивается 
«взрослая» нервная система для функционирования 
после метаморфоза. Это условное разделение общей 
нервной системы имеет большое биологическое зна-
чение, поскольку нейроны, принимающие участие 
в ценогенетических адаптациях, чаще всего просто 
погибают [8, 10]. Примером могут служить парные ма-
утнеровские нейроны заднего мозга личинок амфибий. 
Они являются двигательными нейронами и управляют 
всем движением хвоста. Во время метаморфоза хвост 
исчезает, а маутнеровские нейроны фагоцитируются 
своим окружением. 

По этой причине ранее была высказана гипотеза 
об общем происхождении всего пула нейронов, вы-
полняющих ценогенетические функции [1, 2]. Пред-
полагалось, что, происходя из общего клона клеток, 
эти нейробласты мигрируют, первыми выходят в диф-
ференцировку, а затем между собой устанавливают 
первичный паттерн нервных связей [4, 10]. Для про-
верки этой гипотезы и выполнена настоящая рабо-
та. На первом этапе было проведено маркирование 
нейробластов нервной пластинки и отслеживание их 
миграций. На втором этапе маркированные нейроны 
выявляли в нервной трубке и вторично маркировали 
для выявления паттерна первичных нервных связей. 
Если связи будут формироваться между нейробласта-
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ми, мечеными на стадии нервной пластинки, то гипо-
теза общего клонального источника верна [12, 13]. При 
формировании первичного паттерна нервных связей 
как между мечеными, так и немечеными нейронами 
сделанное предположение подвергнется сомнению. 

Материалы и методы 
Работа выполнена на 129 эмбрионах шпорцевой ля-

гушки (Xenopus laevis), полученных в условиях лабо-
раторного разведения. В экспериментах использовали 
зародыши от стадии нейруляции до начала активного 
питания. Для исследования миграции нейроэпите-
лиальных клеток применяли маркирование процио-
новыми красителями RS и B2BS. Внутриклеточное 
введение красителей проводили при помощи микро-
манипулятора Leitz (Германия) и электродов, подсо-
единенных к микроинъекционной системе. Маркиро-
вание осуществляли на стадии ранней нейрулы, когда 
большие размеры клеток позволяли в 45% случаев про-
водить удачные инъекции проционовых красителей. 
Меченые нейробласты отслеживали во время развития 
на поверхности нейруляционной пластинки до стадии 
19–20 [3, 9] при помощи флуоресцентных микроско-
пов Leitz II Pol BK (Германия) и «Люмам И-3» (Рос-
сия). Относительно безопасного для клеток объема 

красителя иногда хватало для обнаружения меченых 
потомков нейробластов после 4–6 делений. Следы 
флуоресценции обнаруживали перед вылуплением за-
родышей из икринок в вышедших из пролиферации 
и мигрировавших к поверхности мозга нейронах. На 
стадиях 32–38 [3] после обнаружения меченой клет-
ки в нее вводили микроэлектрод и ионофоретически 
подавали краситель. Для заполнения тел и отростков 
клеток использовали люциферовый желтый СН. За-
полнение нейронов красителем продолжали от 2 до 
9 часов. К сожалению, заполнить красителем отдель-
ный нейрон удавалось только в 30% операций. Как 
правило, краситель поступал в несколько отростков 
и распространялся по ним. После инъекции зародыши 
переживали от 2 до 3 суток, а затем подвергались фик-
сации в 10% нейтральном формальдегиде. Введение 
люциферового желтого проводили в разные отделы 
дифференцирующегося головного мозга, как показано 
на схеме (рис. 1 В), где были обнаружены маркирован-
ные во время нейруляции клетки (рис. 1 Г, рис. 2). Они 
были выявлены в переднем, среднем и заднем мозге. 
На схеме (рис. 3) показаны области и число введений, 
которое соответствует числу синих меток. Фиксиро-
ванные в 10% формальдегиде зародыши пропитывали 
30% сахарозой и получали криостатные срезы. Сагит-

Рис. 1. Схема проведенных экспериментов и основные направления перемещения нейробластов на стадии нервной пластинки.
А – введение проционовых красителей на стадии нервной пластинки;  

Б – перемешивание и миграция нейроэпителиальных клеток после интеркаляции; В – введение люциферового желтого СН 
в дифференцирующиеся нейроны на поверхности нервной трубки и ионофоретическое заполнение красителем их отростков;  

Г – направление перемещения меченых клеток во время нейруляции 
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тальные срезы толщиной 20–25 мкм заключали в гли-
церин или полиэтиленгликоль с молекулярной массой 
4000–6000. Маркированные нейробласты и нейроны 
исследовали при помощи флуоресцентного микроско-
па в сочетании с использованием методов интерфе-
ренции в поляризованном свете, фазового контраста 
и темного поля. 

результаты
В случае удачного введения проционового марке-

ра на стадии нервной трубки были хорошо заметны 

группы и одиночные клетки, содержащие краситель 
(рис. 2). Необходимо отметить, что нейроэпителий за-
родышей шпорцевой лягушки двуслоен. Маркирова-
нию подвергались только клетки эпидермального слоя, 
лежащего на поверхности нервной пластинки. Непо-
средственно после нейруляции происходит встречное 
вытягивание отростков нейробластов эпидермального 
и гиподермального слоев нервной пластинки. Результа-
том встречной интеркаляции становится монослойный 
эпителий, характерный для большинства позвоночных. 
Меченые клетки закрепляются как на базальной, так 

Рис. 2. Микрофотографии сагиттальных срезов нервной трубки, содержащих маркированные клетки в стенке мозга,  
среди неокрашенных нейробластов. 

А, Б – компактная группа меченых клеток; В, Г – разошедшиеся потомки меченых клеток. На срезах, сделанных при малом 
увеличении, красными прямоугольниками показаны увеличенные участки на фотографиях Б и Г.  

Неокрашенные криостатные срезы, заключенные в полиэтиленгликоль, фазовый контраст.  
А – стадия 25, объектив ×10; Б – стадия 25, объектив ×40; В – стадия 32, объектив ×10; Г – стадия 32, объектив ×40

А

Б

В

Г



клиническая и экспериментальная морфология       1/201966

Экспериментальная морфология

и на апикальной поверхности нервной трубки. Резуль-
татом интеркаляции становится перемешивание по-
томков меченых и немеченых нейробластов. Этот про-
цесс усиливался пролиферацией нейробластов. При 
каждом пролиферативном цикле нейробласты утра-
чивают связь с наружной мембраной нервной трубки 
и проходят телофазу в прижелудочковой зоне. Затем 
апикальный отросток нейробласта возвращается по 
мембранам соседних клеток к апикальной мембране. 
Возвращение апикального отростка всегда происходит 
по новым путям, поскольку соседние клетки пролифе-
рируют и принимают участие в активном изменении 
формы эмбрионального мозга. Следовательно, в ми-
грационные процессы разделения потомков меченых 
клеток включена как постнейруляционная интерка-
ляция двуслойного нейроэпителия, так и процессы 
пролиферации.

Исследование путей движения маркированных 
нейробластов показало, что основным направлением 
перемещения клеток в период нейруляции является 
ростро-каудальная миграция (рис. 1). Она начиналась 
от латеральных краев средней части нервной пла-
стинки и продолжалась одновременно в ростральном 
и каудальном направлениях. К концу нейруляции кау-
дальные миграции нейроэпителиальных клеток оста-
навливались. Ростральные движения нейробластов ста-
новились все более локальными и к началу первичной 
дифференцировки полностью прекращались.

После замыкания нервной трубки и формирования 
эктодермы меченые нейроэпителиальные клетки выяв-
лять не удавалось. В течение 20–28 часов на латераль-
ной поверхности нервной трубки появляются отростки 
нейробластов, которые вышли из пролиферации. Эти 
клетки начинают дифференцироваться и образуют ак-
тивные отростки. Они совершают поисковые движения, 
двигаясь по максимально гетерогенному субстрату из 
апикальных поверхностей рапировидных нейробластов 
(рис. 1 В). В этот период устанавливается первичный 
паттерн связей между дифференцирующимися нейро-
нами. К моменту вылупления зародышей из икринок 
первичная система нервных связей достаточно разви-
та для обеспечения минимальных активных движений 
и реакции на резкие механические колебания воды. 

Для выявления первичного паттерна нервных свя-
зей мы проводили вторичное маркирование нейро-
нов, сохранивших первичную метку, стильбеновыми 
красителями (рис. 1 А–В). Вторичное маркирование 
показало существование длинных нервных связей, 
объединяющих наиболее удаленные отделы головного 
мозга (рис. 4). Отдельные нейроны были обнаружены 
в переднем мозге после введения люциферового жел-
того в медиальной и латеральной зонах заднего мозга. 
При этом введение красителя в двигательные (медиаль-
ные) области правой области заднего мозга приводило 
к выявлению нейронов в правом (контрлатеральном) 
полушарии переднего мозга. Инъецирование красителя 
в дорсолатеральные (сенсорные) зоны левой половины 

заднего мозга позволяло определить связи в ипсила-
теральном полушарии переднего мозга (рис. 3 А, Б). 
Отдельные нейроны выявляли в структурах медиаль-
ного плаща (medial pallium) переднего мозга, который 
является эволюционным предшественником гиппокам-
па (hippocampus primordiali). Кроме того, метки были 
найдены в септуме (lateral septal nucleus) и даже в мо-
лекулярном слое обонятельной луковицы (molecular 
lauer bulbus olfactorius) (рис. 4 А, Б). 

Полученные данные проверены в эксперименте по 
введению люциферового желтого в правое полушарие 
переднего мозга (рис. 3 Г). Оказалось, что медиальный 
плащ связан как с сенсорными, так и с двигательными 
отделами заднего мозга. Особый интерес представляет 
выявленная в двух случаях флуоресценция крупных ма-
утнеровских нейронов продолговатого мозга (рис. 4 Е). 
Эти нейроны осуществляют управление мускулатурой 
хвоста и исчезают в конце метаморфоза шпорцевой 
лягушки. Введение красителя в передний мозг показало 
раннее формирование межполушарных связей через 
переднюю комисcуру (commissura anterior) (рис. 3 Г). 
При анализе последствий введения маркера в перед-
ний мозг выявлены связи медиального плаща с крышей 
среднего мозга. Обнаруженные нейроны были распо-
ложены в слоях крыши среднего мозга (stratum griseum 
centrale) (рис. 3 Г, 4 В). 

Люциферовый желтый, введенный в крышу средне-
го мозга, не позволил выявить связи с полушариями 
переднего мозга (рис. 3 В). Меченые нейроны были 
преимущественно обнаружены в противоположном 
полушарии крыши среднего мозга, что говорит о на-
личии развитых связей через комиссуру крыши средне-
го мозга (commissura tecti). Отдельные нейроны вы-
явлены в заднем межножковом ядре промежуточного 
мозга (nucleus entopeduncularis posterior) и двигатель-
ных цент рах заднего мозга (nucleus reticularis medius) 
(рис. 3 В, 4 Д). Существование установленных связей 
удалось подтвердить введением красителя в моторные 
центры заднего мозга. После этих операций нейроны 
были выявлены в центральном сером веществе кры-
ши среднего мозга и крупных клетках базальных ядер 
(nucleus magnocellularis torus semicircularis) (рис. 4 Г).

обсуждение
В экспериментах по маркированию нейробла-

стов на стадии нейруляции нами были выявлены их 
ростро-каудальные перемещения. От средней линии 
нервной пластинки миграция нейробластов происхо-
дила как в ростральном, так и в каудальном направле-
ниях (рис. 1 Г). Эти данные совпадают с результатами 
экспериментов по нейруляционным миграциям, полу-
ченным другими методами на хвостатых и бесхвостых 
амфибиях [6, 11]. Основным отличием нашей работы 
является доказательство существования ростро-кау-
дальных миграций при наличии двуслойного нейро-
эпителия. Существенным результатом можно считать 
выявленную расходимость потомков меченых клеток 
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от общей анцестральной клетки-предшественника. Это 
доказывает возможность перемешивания потомков 
одного клона клеток на стадии нейруляции и нервной 
трубки. В этом отношении полученные результаты под-
тверждают данные о 60% перемешивании потомков от-
дельных бластомеров, меченных на клеточных стадиях 
256, 512 и 1024 развития шпорцевой лягушки [7–10]. 

Исследование ранних эмбриональных связей в моз-
ге зародышей шпорцевой лягушки показало, что пер-
вичный паттерн нервных связей не зависит от морфоге-
нетических миграций нейробластов. Аксоны нейронов 
формируются как между потомками нейронов из одной 
клональной группы, так и клетками из других обла-
стей нервной пластинки. Следовательно, процессы ро-
стро-каудальной миграции и перемешивания потомков 

общей анцестральной нейроэпителиальной клетки не 
предполагают установление жестко детерминиро-
ванных связей. Это означает, что первичный паттерн 
нервных связей образуется случайным образом между 
нейронами, происходящими от клеток из различных 
первичных клонов. Основным отличием первичного 
паттерна связей является его направленность на вы-
полнение временных эмбриональных функций [9]. 
Так, большая часть волокон, идущих от обонятель-
ных, зрительных, сенсомоторных центров и октаво-
латеральной системы, заканчивается в двигательных 
отделах нервной системы. Таким способом происходит 
простейшее обеспечение системной адаптации орга-
низма, которая построена на движении личинок в вод-
ной среде. По сути дела, основным исполнительным 

Рис. 3. Схема головного мозга личинки шпорцевой лягушки с местами введения люциферового желтого и локализация меченых 
нейронов. Введение красителя в задний мозг (А, Б), средний мозг (В) и передний мозг (Г).  

Синими точками обозначены зоны введения красителя, красными – места выявления меченых нейронов.  
Голубым обозначен передний мозг, розовым – промежуточный, зеленым – средний,  

желтым – задний и продолговатый мозг

А Б

В Г
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Рис. 4. Микрофотографии сагиттальных срезов головного мозга личинок шпорцевой лягушки с нейронами,  
заполненными люциферовым желтым СН. В переднем мозге нейроны выявлены в структурах  

медиального плаща (medial pallium), в септуме (lateral septal nucleus) и молекулярном слое обонятельной луковицы  
(molecular laуer bulbus olfactorius) (А, Б).  

В среднем мозге нейроны выявлены в крыше (stratum griseum centrale) и крупных клетках базальных ядер  
(nucleus magnocellularis torus semicircularis) (В, Г).  

В заднем мозге краситель обнаружен в крупных маутнеровских нейронах и двигательных медиальных ядрах  
(nucleus reticularis medius) (Д, Е). 

А – личинка на стадии 41, объектив ×10; Б – личинка на стадии 40, объектив ×20;  
В – личинка на стадии 39, объектив ×10; Г – личинка на стадии 42, объектив ×20;  
Д – личинка на стадии 41, объектив ×10; Е – личинка на стадии 42, объектив ×40
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механизмом, детерминирующим поведение личинок, 
являются маутнеровские нейроны. Они обеспечивают 
реакции избегания и направленную миграцию по пи-
щевым, температурным и световым градиентам. Сле-
довательно, вместе с гибелью маутнеровских нейронов 
вся временная адаптивная нервная сеть распадается. 
Нейроны сенсорных центров переключают свои связи 
на «взрослые» двигательные центры.

заключение
В нашей работе подтверждены данные о ростро-

каудальной миграции нейробластов на стадии нервной 
пластинки. Это происходит в двуслойном нейроэпите-
лии и продолжается после интеркаляции нейробластов 
на стадии нервной трубки. В перемешивании потом-
ков одиночных нейробластов большую роль играют 
пролиферация и движения нейроэпителия, связанные 
с формообразованием. Анализ результатов первич-
ных нервных связей нейронов показал, что гипотеза 
клональной детерминации циногенетических связей 
неверна. Паттерн первичных нервных связей нервной 
трубки может возникать между любыми дифферен-
цирующимися нейронами. Следовательно, развитие 
и первичная дифференцировка в данном случае носят 
регуляционный, а не детерминационный характер. 

Работа выполнена в рамках государственного зада-
ния по теме «Молекулярно-гистогенетические на-
рушения дифференцировки нервной и эндокринной 
систем в эмбриональном развитии и в патогенезе со-
циальнозначимых заболеваний», номер госрегистрации 
АААА-А17-117013050051-6. 
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NeuRoblasts migRatioN aNd patteRN foRmaNioN duRiNg developmeNt 
of the Xenopus laevis 
S.V. Saveliev, N.V. Besova, E.S. Savelieva, V.I. Gulimova
Research Institute of Human Morphology, Moscow 

The migration of neuroblasts at the stage of neurulation and the formation of a primary pattern of neural 
connections of the brain in a spur frog (Xenopus laevis) were studied. In the experiments, 129 embryos from 
the stage of the formation of the neural plate before the start of active feeding of the hatched larvae were 
used. To study the migration of neuroepithelial cells during neurulation, intracellular labeling of individual 
neuroblasts was performed using procyon dyes RS and B2BS. After the formation of the neural tube and the 
start of differentiation of neurons, cells containing the dye were detected using a fluorescent microscope. 
Using a microelectrode, a second dye, luciferous yellow CH, was introduced into the detected cells using 
a microelectrode. It filled the bodies and processes of neurons, which made it possible to reveal the pattern 
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of connections of the brain. Is established that primary bonds are formed between cells originating from a 
different clones, which disintegrates due to the intercalation of the epidermal and hypodermal layers of the 
neuroectoderm, proliferation and migration of neuroblasts.
Key words: neuroblasts, cell migration, pattern formation, brain development, neuronal connections
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