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Проведено исследование особенностей экспрессии кальций-связывающего белка парвальбумина в по-
яснично-крестцовом отделе спинного мозга новорождённых и взрослых кошек. В отличие от взрослых 
животных, у новорожденных иммуномечение к парвальбумину выявлено главным образом в афферент-
ных волокнах, расположенных в дорзальных рогах и медиальной части промежуточного серого веще-
ства. Локализация этих волокон частично повторяет положение ядер Кларка, но не ограничена их клас-
сическими границами, охватывая всю протяжённость поясничного отдела и переходя в предполагаемое 
ядро Штиллинга, расположенное в крестцовом отделе. Таким образом, парвальбумин-иммунопозитив-
ные проприоцептивные волокна у новорожденных, в отличие от взрослых, представляют собой еди-
ную систему. Полагаем, что с возрастом в связи с созреванием и разрастанием элементов поясничного 
утолщения, связанных, в первую очередь, с локомоторной функцией, происходит перестройка этой не-
прерывной системы волокон с выделением локальных элементов, таких как ядра Кларка и Штиллинга. 
Единственными спинальными нейронами, маркированными парвальбумином у новорожденных, явля-
ются премоторные интернейроны, расположенные вдоль курватуры пластины IX. Для этих клеток ха-
рактерно полное или частичное отсутствие экспрессии нейронального белка NeuN, что свидетельствует 
об особенностях нейрохимического статуса таких нейронов.
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ВВЕДЕНИЕ
Проприоцепция — неосознанное чувство поло-

жения частей тела в пространстве, необходимое для 
координированной моторики [1]. Проприоцепцию 
связывают с работой таких рецепторов, как мы-
шечные веретена, сухожильные органы Гольджи 
и суставные рецепторы [2]. Информации от этих 
рецепторов поступает в спинной мозг и оттуда на-
прямую, через пучки Голля и Бурдаха — в продол-
говатый мозг [3] или через серию переключений 
в мозжечок в составе дорзального и вентрального 
спинно-мозжечковых трактов [2, 4–6]. В каудаль-
ной части спинного мозга основными источника-
ми спинно-мозжечковых трактов являются 3 обла-
сти серого вещества: ядра Кларка, расположенные 
у хищных, грызунов и приматов на уровне ниж-
не-грудных и верхне-поясничных сегментов [7–11]; 
ядро Штиллинга, расположенное у грызунов в крест-
цовых и копчиковых сегментах [12, 13], у приматов –  
со среднепоясничного по крестцовый отдел [14]. 

Для хищных существование этого ядра окончатель-
но не определено [15, 16]. Третий тип — погранич-
ные клетки, залегающие вдоль вентро-латераль-
ной границы серого и белого вещества [6, 17, 18].  
У хищных и грызунов пограничные клетки выяв-
лены в нижне-грудных и поясничных сегментах  
[16, 19, 20], у приматов — в нижнепоясничном от-
деле [21, 22].

Селективным маркёром проприоцептивных 
нейронов спинальных ганглиев принято счи-
тать кальций-связывающий белок парвальбумин  
[23–29]. В белом веществе спинного мозга мыши 
иммунопозитивные аксоны этих клеток заметны 
в составе восходящих пучков дорзального канати-
ка [3]. В пределах серого вещества крысы и кошки 
иммуномечение к парвальбумину главным образом 
выявлено в пределах ядер Кларка [30–33]. При этом 
у кошки парвальбумин-иммунопозитивные нейро-
ны также выявлены вне границ этого ядра: в более 
каудальных поясничных сегментах, где они располо-
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жены разрозненно или формируют кластеры [33]. В 
целом эти области совпадают с локализацией нейро-
нов, принадлежащих дорзальному спинно-мозжеч-
ковому тракту, расположенных у кошки за предела-
ми исторических границ ядра Кларка [4, 5, 18, 34, 35].  
Более того, скопление иммунопозитивного нейро-
пиля и нейронов наблюдается и в крестцовых сегмен-
тах мыши и кошки [32, 36]; у мыши это соответствует 
положению ядра Штиллинга [36]. Мы предположи-
ли, что перечисленные парвальбумин-экспрессиру-
ющие элементы могут быть частью единой системы, 
организующей проекции к мозжечку в составе дор-
зального спинно-мозжечкового тракта. Поскольку 
развитие системы парвальбумин-позитивных ней-
ронов спинного мозга происходит очень рано — 
главным образом во время пренатального и раннего 
постнатального периода, мы провели сравнительное 
картирование парвальбумин-иммунопозитивных 
элементов пояснично-крестцового отдела спинного 
мозга у новорождённых животных.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В работе использованы образцы поясничного 

отдела спинного мозга от 3 нормально пигменти-
рованных взрослых кошек (весом 2.5–3.5 кг) и от 
3 новорождённых котят в возрасте 0–4 дней. Об-
разцы головного мозга всех животных также были 
использованы в иных исследованиях [37–39]. Кар-
тирование парвальбумин-иммунопозитивных эле-
ментов у взрослых было проведено ранее [32, 33], 
поэтому в данной работе мы не останавливаемся на 
нём подробно, но только в сравнительном аспекте.

Под глубоким наркозом (5% изофлюран) про-
водили транскардиальную перфузию. Для преду-
преждения 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% натрия хлорид, 
700–800 мл/кг, pH  7.4), фиксацию тканей — 4% 
раствором параформальдегида на 0.01 М фосфат-
ном буфере (pH 7.4, 600–700 мл/кг). После перфу-
зии спинной мозг извлекали из позвоночника и по-
следовательно выдерживали в 20% и 30% растворах 
сахарозы до погружения. Деление спинного мозга 
на сегменты (L1-S3) проводили, ориентируясь на 
дорзальные корешки. На замораживающем микро-
томе (Reichert, Германия) изготавливали попереч-
ные и горизонтальные срезы толщиной 50 мкм. 

Выявление антигенов проводили с помощью не-
прямого иммуногистохимического метода на сво-
бодно плавающих срезах. В начале выполнения 
протокола и между всеми процедурами срезы про-
мывали в 0.01 М фосфатно-солевом буфере (Био-
лот, Россия) 3 раза по 10 мин. Демаскировку ан-
тигенов проводили в 1% NaBH4 в течение 15 мин. 

Активность эндогенной пероксидазы блокирова-
ли путем получасовой инкубации в 0.3% H2O2. Не-
специфическую реакцию антител подавляли 1.5% 
нормальной сывороткой козы (NGS, Vector Labs, 
Великобритания) (90 минут). Затем, не промы-
вая, срезы инкубировали в течение 72 ч при +4°С 
в растворе первичных поликлональных антител 
кролика к парвальбумину (Abcam, Великобрита-
ния, Cat.# ab11427, RRID: AB_298032, разведение 
1:10000) и первичных моноклональных антител мы-
ши к NeuN (Millipore, США, Cat.# MAB377, RRID: 
AB_2298772; разведение 1:5000) с добавлением, 
0.05% тритона X-100, 1.5% NGS и консерванта 0.1% 
NaN3. Затем срезы инкубировали в растворах вто-
ричных конъюгированных с флуорохромом анти-
тел коза анти-кролик (Alexa Fluor568, Abcam, Ве-
ликобритания, Cat.# ab150113, RRID: AB_2576207, 
разведение 1:500) и коза анти-мышь (Alexa 
Fluor488, Abcam, Великобритания, Cat.# ab175471, 
RRID: AB_2576208, разведение 1:500). К раствору 
вторичных антител добавляли 1% NGS и 0.1% три-
тон X-100. Инкубацию проводили в термостате при 
температуре +37°С в течение 2 ч. После промывки 
в дистиллированной воде срезы монтировали на 
желатинизированные предметные стекла, высуши-
вали и заключали в 80% глицерин. 

Срезы с выявленным антигеном оцифровыва-
ли с помощью инвертированного флуоресцентно-
го микроскопа Leica DMI6000 (Leica Microsystems, 
Германия) в Ресурсном центре молекулярных и 
клеточных технологий Санкт-Петербургского госу-
дарственного университета (РЦ РМиКТ СПбГУ).  
Корректировку контраста и яркости проводили в 
свободном программном комплексе Fiji [40]. Для 
точного определения локализации нейронов в пре-
делах пластин, использовали NeuN-иммуноме-
чение. Данные представлены как среднее ± стан-
дартное отклонение. Статистического анализа не 
проводили.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Во всех анализируемых сегментах у новоро-

ждённых и взрослых животных парвальбумин-им-
мунопозитивная (ПВ+) метка выявлена как в соме 
нейронов, так и в нейропиле. Особенности распре-
деления ПВ+ нейронов в сером веществе спинного 
мозга новорождённых и взрослых животных были 
получены при анализе поперечных срезов и пред-
ставлены в таблице 1.

Вне зависимости от сегмента, у взрослых кошек 
областью максимальной локализации ПВ+ нейро-
нов и ПВ+ нейропиля является медиальная часть 
пластин V–VII и область вокруг мотонейронных 
пулов. В верхнепоясничном отделе первая область 
соответствует локализации ядер Кларка. В нижне-
поясничных сегментах также выявлены скопления 
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ПВ+ нейронов: в тех же областях серого вещества, 
что и в вышележащих сегментах. значительно число 
ПВ+ нейронов у животных обоих возрастов выяв-
лено в области вокруг мотонейронных пулов. Ред-
кие ПВ+ нейроны также выявляются в пластинах 
II–III, но только у взрослых животных. Таким об-
разом, единственными ПВ+ нейронами у новоро-
ждённых являются нейроны пластин VII–IX вокруг 
мотонейронных пулов (площадь сомы нейронов: 
317 ± 106 мкм2).

Для новорожденных котят, в отличие от взрос-
лых, характерно наличие пучков ПВ+ волокон в ме-
диальной половине дорзальных рогов; эти волокна 
следуют от дорзального канатика белого вещества 
к локусам с высокой плотностью ПВ+ нейропиля 
в симметричных относительно центрального ка-
нала областях медиальной части пластин V–VI и 
пластины VII (рис. 1). Если у взрослых подобный 
нейропиль выявлен главным образом на уровне 
сегментов L1–L5 и S1–S3, то у новорождённых он 
наблюдается в пределах каждого из исследованных 
сегментов, и снижение интенсивности иммуно-
мечения выявлено только для самого каудального 
уровня: границы сегментов S3 и Co1 (рис. 1, S3). 
Таким образом, у новорождённых, в отличие от 
взрослых, слабо выражено иммуномечение сомы, 
но доминирует иммуномечение нейропиля. В це-
лом у новорождённых ПВ+ элементы медиальной 
части пластин V–VII представляют собой единую 
систему, проходящую через весь пояснично-крест-
цовый отдел спинного мозга.

Для получения полной картины рострокаудаль-
ного распределения ПВ+ волокон у новорожден-
ных, исследовали горизонтальные срезы, проходя-
щие через пояснично-крестцовый отдел спинного 
мозга. В этой плоскости очень хорошо видна регу-
лярная упорядоченность во входах проприоцептив-
ных волокон в спинной мозг в виде пучков (рис. 2). 

Расстояние между отдельными пучками составило 
101 ± 29 мкм.

В процессе идентификации нейронов спин-
ного мозга мы провели двойное иммуномечение, 
используя общий нейрональный маркёр – белок 
NeuN [41]. Как видно из рис. 3, ПВ+ нейроны в об-
ласти вокруг мотонейронных пулов или являются 
иммуно-негативными к NeuN, или имеют очень 
слабое иммуномечение.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
У взрослых и новорождённых животных наи-

большая выраженность парвальбумин-иммунопо-
зитивной реакции выявлена в медиальной части 
пластин V–VII. При этом у новорожденных кошек, 
в отличие от взрослых, она охватывает не только 
верхнепоясничные и нижнекрестцовые сегмен-
ты, что соответствует локализации ядер Кларка и 
Штиллинга [32, 33, 42, 43], но полностью все сег-
менты пояснично-крестцового отдела. При этом 
анализ локализации парвальбумин-иммунопози-
тивных нейронов у взрослых позволяет увидеть, 
что их скопления в той же области пластин V–VII 
соответствует областям, в которых у новорожден-
ных выявлено интенсивное иммуномечение ней-
ропиля. Полученные данные частично сходны с та-
ковыми, что были получены на взрослых мышах в 
[36]. При использовании комбинации ретроградно-
го трейсирования и иммуномечения, показано, что 
спинальные нейроны, инициирующие проекции к 
мозжечку и иммунопозитивные к кальций-связы-
вающим белкам, в большей степени, парвальбуми-
ну, расположены вдоль всего протяжения спинного 
мозга, а не только в ядрах Кларка и Штиллинга. По-
лагаем, что с возрастом, в результате значительно-
го снижения иммунопозитивной метки нейропиля, 

Таблица 1. Распределение парвальбумин-иммунопозитивных нейронов в сером веществе спинного мозга новорождён-
ных и взрослых кошек

Новорождённые Взрослые

Пластина I – Мелкие биполярные нейроны

Пластины II–III – Мелкие веретеновидные нейроны

Пластины V–VII,  
медиальная область –*

Мелкие овальные или
мелкие и крупные  

мультиполярные нейроны
Пластины VII,  

вентромедиальная область – Мелкие и крупные  
мультиполярные нейроны

Пластины VII–IX Мультиполярные нейроны Мелкие и крупные  
мультиполярные нейроны

* невозможно определить из-за маскирующего мечения нейропиля
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Рис. 1. Распределение парвальбумин-иммунопозитивных элементов на поперечных срезах спинно-
го мозга новорожденных и взрослых кошек. L1–L7 — поясничные сегменты, S1–S3 — крестцовые 
сегменты. Белые контурные линии маркируют границы серого вещества.
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данная единая система парвальбумин-позитивных 
элементов начинает казаться не непрерывной.

Данные о развитии спинальных элементов, син-
тезирующих парвальбумин, практически отсут-
ствуют; есть лишь единичные работы. Например, 
на иллюстрациях работы [44] видны парвальбу-
мин-имммунопозитивные волокна, входящие в 
дорзальные рога и следующие к мотонейронам, а 
также парвальбумин-имммунопозитивные нейро-
ны в пластинах VIII и III у котят в возрасте 3 недель. 

Таким образом, интенсивно меченые волокна, ко-
торые мы видим у новорожденных, сохраняются 
как минимум до 3-недельного возраста. Сходное 
интенсивное иммуномечение афферентных воло-
кон и сходный паттерн их входа в спинной мозг в 
виде пучков волокон (fasciculi) были ранее показа-
ны у грызунов [30] и приматов [45].

Мы отметили значительно меньшее число пар-
вальбумин-имммунопозитивных нейронов у  но-
ворожденных животных и их преимущественную 

Рис. 2. Распределение парвальбумин-иммунопозитивных элементов на горизонтальных срезах спинного мозга 
новорожденных кошек. L3, S1 — поясничный и крестцовый сегменты. Белыми стрелками обозначены отдельные 
пучки волокон.
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локализацию в области вокруг мотонейронных пу-
лов. Данный факт связан с отсроченным развити-
ем иммуномеечния сомы нейронов по сравнению 
с иммуномечением волокон, что было показано 

на модели грызунов [46, 47]. Согласно [46], первы-
ми начинают синтезировать парвальбумин нейро-
ны, расположенные вокруг мотонейронных пулов. 
Нейроны мелкого размера, экспрессирующие пар-

Рис. 3. Распределение парвальбумин- и NeuN-иммунопозитивных элементов на поперечных 
срезах спинного мозга новорожденных кошек. L1, L5, L6 – поясничные сегменты. Белые кон-
турные линии маркируют границы серого вещества.
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вальбумин, появляются в дорзальных рогах возрас-
те у крыс в возрасте P14–P21 [30, 31]. Вероятно, по 
этой причине мы не смогли визуализировать пар-
вальбумин-имммунопозитивные нейроны в дор-
зальных рогах новорождённых кошек.

Отметим также, что в данной работе мы выяви-
ли слабое иммуномечение к общему нейронально-
му белку NeuN (или даже его отсутствие) у парваль-
бумин-иммунопозитивных нейронов вентральных 
рогов спинного мозга. Ранее NeuN-иммунонега-
тивность была показана для ряда нейрональных 
популяций головного мозга (см. обзор [48]) и гам-
ма-мотонейронов спинного мозга [49]. Поскольку 
гамма-мотонейроны иннервируют интрафузаль-
ные мышечные веретена [50], полагаем, что выяв-
ленная особенность нейрохимического статуса мо-
жет быть характерной для ряда нейронов спинного 
мозга, вовлеченных в контроль проприоцепции. 
Отметим также, что ранее мы выявили NeuN-им-
мунонегативность нейронов среднемозгового ядра 
тройничного нерва, также являющегося элементом 
проприоцептивной системы [51].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, основными результатами дан-

ной работы является: 
1. Выявление единой сети, тянущейся вдоль 

всего пояснично-крестцового отдела, парваль-
бумин-иммунопозитивных элементов спинного 
мозга. Наиболее явно эта сеть визуализируется у 
новорождённых животных, у которых локомотор-
ные способности ещё незрелы и соответствующие 
нейронные сети спинного мозга, расположенные в 
поясничном утолщении, не развиты. Полученные 
данные позволяют предположить общность меха-
низмов формирования проприоцептивной систе-
мы и связанных с ней спинальных сетей в широком 
ряду млекопитающих. 

2. Иммунонегативность парвальбумин-позитив-
ных нейронов вентральных рогов спинного мозга к 
общему нейрональному белку NeuN, что указыва-
ет на специфичность нейрохимии этих нейронных 
популяций.
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A COMPARATIVE DISTRIBUTION OF PARVALBUMIN-IMMUNOPOSITIVE 
NEURAL ELEMENTS IN THE SPINAL CORD OF NEWBORN AND ADULT CATS

A. A. Veshchitskii,  A. V. Belyaev  and  N. S. Merkulyeva#
Pavlov Institute of Physiology of the Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia

# e-mail: merkulyevan@infran.ru
We analyzed characteristic features of the parvalbumin-immunostaining within the lumbosacral spinal cord of 
newborn kittens. In contrast to the adults, parvalbumin-immunostaining was mainly revealed for the sensory 
fibers located within the dorsal horns and in the medial part of the intermediate gray matter. The location of 
these fibers partially resembles the location of Clarke's nuclei, but lasted throughout the total length of the lumbar 
spinal cord and merged with the presumptive Stilling’s nuclei in the sacral region. Therefore, in newborns, in 
contrast to adults, the parvalbumin-immunostaining proprioceptive fibers seem like a single unit. We propose that 
with maturation, this system is restructured because of the spread of the neuronal and neuropil elements of the 
lumbar enlargement responsible for the locomotor control. As a result, two local nuclear complexes: Clarke’s and 
Stilling’s are retained. A single population of parvalbumin-immunostaining neurons in newborns are premotor 
interneurons located around the lamina IX. These neurons are characterized by the low or absent NeuN-immu-
nostaining. We believe that this neurochemical feature may be inherent for these cells.
Keywords: calcium-binding proteins, parvalbumin, spinal cord, spino-cerebellar tracts, Clarke’s nucleus, Stilling 
nucleus


