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Аннотация. С помощью электронно-микроскопических и светооптических методов установлено, что дли-
тельная хемостимуляция рыб нетоксичными водорастворимыми веществами (гетерогенная смесь пептидов 
и аминокислот) вызывает не только избирательную дифференцировку и гибель отдельных клеток перифе-
рического отдела обонятельного анализатора, но и запускает компенсаторные процессы их нейрогенеза. 
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Введение 

Ранее авторами было высказано предполо-
жение о том, что дифференцировка обонятель-
ных (ольфакторных) рецепторных нейронов у 
животных может зависеть не только от гормо-
нальных перестроек в организме, но и от хими-
ческой стимуляции молекулярных рецепторов, 
локализованных в мембранах моноспецифич-
ных хемочувствительных клеток [2]. Согласно 
данным представлениям, стимулированные 
запаховыми молекулами обонятельные нейро-
ны способны переходить в состояние дендрит-
ной нейросекреции, синтез рецепторных бел-
ков переключается при этом с мембраносвя-
занной на водорастворимую форму. Такие но-
восинтезированные белки могут связывать мо-
лекулы ольфакторных раздражителей непо-
средственно в обонятельной слизи, обеспечи-
вая соответствующее специфическое ослабле-
ние хеморецепции – селективную аносмию. 
Эта гипотеза была сформулирована после об-
наружения феномена дендритной нейросекре-
ции, выявленной в обонятельных клетках у 
байкальских бычковых из сем. Cottidae в связи 
с их феромональной коммуникацией во время 
нереста [2; 3]. Подобные результаты были по-
лучены также в модельных экспериментах, в 

которых такая трансформация клеток была вы-
звана у немногочисленных рецепторных ней-
ронов путём хронической хемостимуляции рыб 
однотипным раздражителем – сахарозой [5]. 
Известно, что в ольфакторном эпителии рыб 
представлено около 100 белков-рецепторов 
[13], каждый из которых экспрессируется в от-
дельном нейроне и предопределяет его моно-
специфичность. С учётом этих фактов для экс-
периментальной проверки данной гипотезы в 
качестве предъявляемых стимулов более целе-
сообразно использовать не однотипные раз-
дражители, а более разнообразный по структу-
ре и молекулярной массе спектр запаховых мо-
лекул. Это могло бы существенно увеличить 
число активированных рецепторных нейронов 
и позволило создать более адекватные условия 
для их стимул-зависимой дифференцировки в 
клетки, дендритный участок которых преобра-
зован для обеспечения нейросекреции. В связи 
с этим цель экспериментальных работ, резуль-
таты которых изложены в настоящей публика-
ции, состояла в изучении степени пластично-
сти как обонятельного эпителия в целом, так и 
его отдельных структурных элементов в связи 
с их длительной хемостимуляцией нетоксич-
ной гетерогенной смесью водорастворимых 
веществ. 
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Материалы и методы 

В первой серии экспериментов в качестве 
модельного объекта была использована камен-
ная широколобка (Paracottus knerii, Cottidae). 
После переноса из естественной среды рыбы 
адаптировались в течение 7 суток в непроточ-
ных аквариумах объёмом 20 л с периодически 
обновляемой водой при температуре +5 °C. 
После адаптации в воду добавляли гетероген-
ную смесь аминокислот и пептидов, получен-
ную в результате ферментативного гидролиза 
казеина (Fluka). Концентрация вносимых ве-
ществ поддерживалась на уровне 1– 2·10-8 М в 
течение 10 суток. Контрольные рыбы содержа-
лись в аналогичных условиях без добавления 
действующих веществ. По истечении времени 
обонятельные розетки опытных и контрольных 
рыб фиксировали в 2,5%-ном растворе глута-
рового альдегида (Sigma-Aldrich) на 0,1 М 
фосфатном буфере (рН 7,3) и далее в 2%-ном 
растворе OsO4 (Merck KGaA) на том же буфе-
ре. Затем образцы обезвоживали в спиртах вос-
ходящей концентрации и ацетоне, после чего 
материал заливали в эпоксидную смолу Aral-
dite 502 Kit (SPI) с добавлением катализатора 
DMP-30 (SPI). Срезы изготавливали на ультра-
микротоме Ultracut R (Leica), которые далее 
исследовали с помощью просвечивающего 
электронного микроскопа Leo 906 E (Zeiss) при 
ускоряющем напряжении 80 kV. Микрофото-
графии получали камерой MegaView II и обра-
батывали с помощью программного обеспече-
ния Mega Vision. 

Для оценки структурно-функциональной 
активности базальных клеток ольфакторного 
эпителия анализировали морфологические ха-
рактеристики их ядрышек у рыб из контроля и 
эксперимента. С этой целью на обыкновенном 
гольяне (Phoxinus phoxinus) и жемчужном гу-
рами (Trichogaster leeri) проводили вторую се-
рию аналогичных экспериментов с разделени-
ем рыб на контрольные и опытные группы. Из 
зафиксированных в уксусно-метиловой смеси 
(1:3) обонятельных розеток получали воздуш-
но-высушенные цитологические препараты, 
следуя технике «стряхивания-отпечатывания» 
[1]. Данный приём позволяет получать моно-
слой ядер диссоциированных клеток на пред-
метном стекле. Для выявления ядрышек препа-
раты окрашивали с помощью азотно-кислого 
серебра по методу Ховелла и Блейка [9]. Мик-
роскопию и фотодокументирование окрашен-
ных цитологических препаратов проводили на 
микроскопе Axiostar (Zeiss), оснащённом ви-

деокамерой Pixera Penguin 600CL и обрабаты-
вали с помощью компьютерной программы 
VideoTesT–Rasmer v. 5.0. На цифровых фото-
графиях измеряли площади ядрышек и ядер. 
Структурно-функциональную активность ба-
зальных клеток оценивали по значению яд-
рышкового индекса Inl: 

Inl = Snl / SNs × 100, 
где Snl – площадь ядрышка (nl – сокращение от 
англ. nucleolus); SNs – площадь ядра (Ns – со-
кращение от англ. nucleus).  

Компьютерную обработку числовых дан-
ных проводили с помощью пакета программ 
STATISTICA 6.0. 

Результаты и обсуждение 

Проведённые электронно-микроскопические 
исследования показывают, что используемые 
режимы хемостимуляции вызывают в обоня-
тельном эпителии каменной широколобки из-
бирательную дифференцировку рецепторных 
нейронов. Кроме характерных для контроля 
чувствительных клеток с пониженным уровнем 
развития внутриклеточных элементов (рис. 1, 
а) в эпителии выявляются также нейроны, у 
которых возрастает интенсивность ядерно-
цитоплазматических отношений (рис. 1, б), 
увеличивается плотность свободных и связан-
ных с каналами эндоплазматического ретику-
лума рибосом (рис. 1, в), активируется секре-
торная функция аппарата Гольджи. Апикаль-
ные участки таких обонятельных клеток со-
держат секреторные пузырьки со светлым со-
держимым (рис. 1, г). Предполагается, что дан-
ные вершины принадлежат рецепторным клет-
кам, претерпевающим процессы стимул-
зависимой дифференцировки в клетки секре-
торного типа, вызванной в результате их хро-
нической хемостимуляции. 

У других нейронов каналы эндоплазмати-
ческого ретикулума фрагментированы и в не-
которых участках расширены. В дендритном 
отростке они содержат полностью или частич-
но набухшие митохондрии (рис. 2, а). Наруше-
ние структуры митохондрий наблюдается так-
же и в опорных элементах эпителия – в мерца-
тельных и секреторных клетках. Наблюдаемые 
в эксперименте морфологические перестройки 
митохондрий могут происходить под воздейст-
вием на них сигнальных каскадов, активирую-
щих программированную гибель клетки [15]. 
Такие цитологические преобразования в обо-
нятельных клетках могут быть вызваны в ре-
зультате их хронического стресса, развиваю-
щегося под влиянием длительной стимуляции 
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ольфакторным раздражителем. Известно, что 
набухание митохондрий сопровождается инак-
тивацией происходящих в них процессов окис-
лительного фосфорилирования, утратой спо-
собности к продукции АТФ и высвобождением 
в цитозоль белков-индукторов программиро-
ванной гибели клетки. При необратимом ха-
рактере описанных выше процессов дисфунк-
ция митохондрий в конечном итоге может при-
водить к апоптозу клеток [12]. Морфологиче-
ским подтверждением процессов избиратель-

ной гибели нервных клеток являются обнару-
женные в базальных отделах эпителия факты 
выборочных дегенеративных изменений их 
центральных отростков – аксонов. У таких 
нейронов профили аксонов в разной степени 
расширены, лишены нейрофиламентов и име-
ют ярко выраженную пониженную плотность 
аксоплазмы. Это хорошо выделяет их на фоне 
центральных отростков сохранившихся рецеп-
торных клеток (рис. 2, б). 

 

 
 
Рис. 1. Особенности ультраструктурной организации обонятельных нейронов у каменной широколобки 

(Paracottus knerii) в контроле (а) и после продолжительной хемостимуляции гетерогенной смесью пептидов 
и аминокислот (б – г); б – активация ядерно-цитоплазматических взаимоотношений (стрелками показаны 
ядерные поры), я – ядрышко; в – увеличение плотности рибосом в цитоплазме рецепторной клетки; г – вер-
шины не изменённых рецепторных нейронов (1), вершины нейронов в фазу дендритной нейросекреции (2) 
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Рис. 2. Морфологические перестройки в обонятельном аппарате каменной широколобки (Paracottus 

knerii) (а, б) и жемчужного гурами (Trichogaster leeri) (в, г) в контроле и после продолжительной хемости-
муляции гетерогенной смесью пептидов и аминокислот; а – эффект набухания митохондрий (показано 
стрелками) в дендрите хеморецепторного нейрона (эксперимент); б – избирательная дегенерация (показано 
стрелками) центральных отростков рецепторных клеток (эксперимент); в – базальные клетки обонятельного 
эпителия жемчужной гурами с низкими показателями ядрышкового индекса (контроль); г – базальные клет-
ки жемчужной гурами с высокими значениями ядрышкового индекса (эксперимент) 

 
Таким образом, показано, что содержание 

рыб в условиях длительной хемостимуляции 
гетерогенной смесью аминокислот и пептидов 
вызывает в периферическом отделе обонятель-
ного анализатора ультраструктурные пере-
стройки как рецепторных, так и глиальных 
клеток, часть из которых далее подвергается 
распаду.  

В связи с выявленными фактами дегенера-
тивных изменений клеток логичным было 
предположить, что в хеморецепторном эпите-
лии опытных рыб могут быть активизированы 
также и компенсаторные процессы нейрогене-
за. Как известно, образование новых (взамен 

утраченных) клеток всегда имеет место в обо-
нятельном аппарате животных и поддержива-
ется за счёт митотической активности и диф-
ференцировки локализованных здесь клеток – 
предшественников всех элементов эпителия [6; 
8]. К настоящему времени установлено, что 
горизонтальные и шаровидные базальные 
клетки эпителия являются единственными 
мультипотентными прогениторами, из которых 
далее возникают как нервные, так и различные 
типы опорных клеток [4].  

Для выявления уровня процессов нейроге-
неза у контрольных и опытных рыб в качестве 
цитологического маркера мы использовали 
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морфологические параметры ядрышек клеток, 
относящихся к базальным отделам эпителия. 
Именно в этих участках реализуются процессы 
клеточного деления и дальнейшего развития 
новообразованных клеток. Известно, что яд-
рышки представляют собой структурное выра-
жение активности рибосомных генов в интер-
фазных ядрах эукариотических клеток и увели-
чение их объёма является четким критерием 
возрастания их метаболизма при росте и диф-
ференцировке [7]. В связи с этим, во второй 
серии экспериментов с помощью метода изби-
рательной окраски ядрышек мы сравнивали 
степень их морфологического развития в ядрах 
базальных клеток у двух видов рыб (обыкно-
венный гольян и жемчужный гурами) в кон-
троле и после длительной стимуляции гетеро-
генной смесью аминокислот и пептидов.  

Проведённый цитологический анализ пока-
зал, что как в контроле, так и в эксперименте 
ядра малодифференцированных базальных 
клеток демонстрируют разную степень разви-
тия ядрышек. При этом у гольяна ядрышковый 
индекс (Inl) в этих клетках варьирует от 
3,0±0,1 % до 8,9±0,4 %, а у гурами он находит-
ся в пределах от 4,6±0,2 % до 11,5±0,6 %. По-
сле хронического воздействия гетерогенной 
смесью аминокислот и пептидов в базальном 
эпителии у гольяна и гурами происходит уве-
личение числа клеток с повышенной активно-
стью, о чём свидетельствуют полученные дан-
ные. Так, у гольяна в контроле среднее значе-
ние ядрышкового индекса в случайной выбор-
ке из 100 клеток составляет 3,9±0,5 %, а в экс-
перименте оно достоверно (p < 0,001) возраста-
ет до 5,5±0,9 %. У гурами в контроле этот по-
казатель в случайной выборке из 100 клеток 
равен 5,5±0,9 %, а в эксперименте он достовер-
но (p < 0,001) увеличивается до 7,8±1,4 % (рис. 
2, в; г).  

Исходя из полученных результатов, можно 
полагать, что возросшие значения ядрышково-
го индекса в клетках базальных слоев эпителия 
отражают существенное усиление происходя-
щих в них процессов белкового синтеза. Это 
необходимо для обеспечения их роста и после-
дующей дифференцировки в зрелые хеморе-
цепторные и опорные клетки. Очевидно, что 
такая активация процессов нейрогенеза носит 
адаптивный характер и направлена на восста-
новление исходного количества клеток, необ-
ходимых для поддержания соответствующего 
уровня обонятельной рецепции.  

 

Заключение 

Наши эксперименты показывают, что про-
цессы нейрогенеза в ольфакторном эпителии 
животных могут быть активированы не только 
после аксотомии обонятельного нерва [14], ме-
ханических или острых токсических воздейст-
вий [10; 11], но и после усиленных режимов 
воздействия химически нейтральными запахо-
выми стимулами. 

Таким образом, с помощью электронно-
микроскопических и светооптических методов 
установлено, что длительная хемостимуляция 
рыб нетоксичными водорастворимыми вещест-
вами вызывает не только избирательную диф-
ференцировку и гибель отдельных клеток пе-
риферического отдела обонятельного анализа-
тора, но и запускает компенсаторные процессы 
их нейрогенеза. 
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Degenerate changes and neurogenesis in fish olfactory epithelium  
at their long hemostimulation 
I. V. Klimenkov1, 2, A. V. Natyaganova1, A. V. Kurylev3, M. V. Pastukhov4,  
N. P. Sudakov5, N. S. Kositsyn6 
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Abstract. Using electron and light optical microscopyc methods, we have demonstrated, that continuous chemo-
stimulation of increased concentration of the nontoxic water soluble substances by fish (heterogenous mixture of 
peptides and amino acids) causes not only selective differentiation and apoptosis of particular cells from peripheral 
part of the olfactory analyzer, but also compensatory process of the cellular pool reconstruction through basal cells 
of epithelium. 

Key words: chemoreception, olfactory cell, olfactory epithelium, cell degeneration, neurogenesis. 
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