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MORPHOGENESIS OF HUMAN EPIDURAL 

SPACE IN THE EMBRYONIC AND EARLY 

FETAL PERIODS

A.A. Rodionov and Asfandiyarov R.I.

Epidural space development was studied in 51 embryos 
and early fetuses aged 4–13 weeks sectioned serially, using 
histological and embryological methods of plastic and graphic 
reconstruction. Three stages were determined in the development 
of the epidural space: I – primary epidural space (embryos of 
16–31 mm crown-rump length [CRL]); II – reduction of the pri-

mary epidural space (embryos of 35–55 mm CRL); III – second-
ary s epidural pace (embryos of 60–70 mm CRL and fetuses of 
80–90 mm CRL). Morphogenesis of the primary epidural space 
is determined by the forming influence of the spinal cord and its 
dura mater and that of the secondary one – by the walls of the 
spinal canal. In the correlation chain: the spinal cord – spinal cord 
dura mater — spinal canal, the latter two elements being under 
the inducing influence of the first one, determine the morphogen-
esis of the epidural space through the system of morphogenetic 
correlations. These correlations are manifested in the form of 
time-conjugated connection between the formation of the parts 
of spinal cord dura mater and the spinal canal causing the staged 
formation of the epidural space in ventrodorsal and craniocaudal 
directions. The same morphogenetic correlations also determine 
the stages in the development of the epidural space.

Key words: spinal cord, dura mater, epidural space, morpho-
genesis.
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Нейромедиаторный состав нейронов краниального шейного узла (КШУ) и чревных узлов (ЧУ) крыс разного возраста 
(новорожденных, 10-, 12-, 30- и 60-дневных) исследовали иммуногистохимическими методами. Результаты показали, что 
большинство нейронов этих симпатических узлов содержат тирозингидроксилазу (ТГ). Большая часть ТГ-позитивных ней-
ронов являлась также нейропептид Y (НПY) -позитивной. Доля нейронов, содержащих НПY, возрастала с момента рождения 
до конца 1-го месяца жизни во всех исследованных узлах. В ЧУ НПY содержала значимо большая доля нейронов, чем в 
КШУ. Вещество Р, вазоинтестинальный пептид и холинацетилтрансфераза обнаружены в единичных нейронах в КШУ и ЧУ 
с момента рождения. С возрастом доля таких нейронов не менялась. Окончательное установление нейромедиаторного 
состава в исследованных симпатических узлах отмечено к концу 1-го месяца жизни.

Ключевые слова: симпатическая нервная система, краниальный шейный узел, чревные узлы, иммуногистохимия, онто-
генез.

Литературные данные свидетельствуют о 
том, что многие нейроны содержат одновремен-
но несколько нейромедиаторов, число которых в 
одной клетке может достигать шести [9]. В катехо-
ламинсодержащих нейронах найдены соматоста-
тин, нейропептид Y (НПY), опиоидные пептиды, 
галанин. В нейронах, не содержащих катехолами-
нов, выявляются вазоактивный интестинальный 
пептид (ВИП), пептид, связанный с кальцитони-
новым геном, НПY и вещество Р. Большинство 
норадренергических нейронов содержат НПY [6, 
9, 12]. 

В постнатальном онтогенезе в нейронах сим-
патических узлов идет перестройка медиаторного 
состава, которая может происходить под влия-
нием различных трофических факторов [8, 10, 
11]. Установлено, что катехоламины содержатся 
в первичных симпатических узлах в эмбриональ-
ном периоде [7, 8]. В узлах солнечного сплетения 
морских свинок и паравертебральных узлах крыс 
тирозингидроксилаза (ТГ) вместе с НПY выявля-
ются на ранних эмбриональных стадиях [4, 14], 
еще до момента контакта с органами-мишенями 
или преганглионарными нейронами. 
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Ранее в работах, выполненных на звездча-
том узле грызунов, установлено, что наиболь-
шее количество нейронов с момента рождения 
содержат фермент синтеза катехоламинов — ТГ. 
Большинство холинацетилтрансферазо (ХАТ)-
позитивных нейронов у новорожденных и 10-
дневных крысят также являлись ТГ-положитель-
ными, у 30- и 60-дневных лишь в отдельных 
клетках выявлялись оба названных выше фер-
мента. С момента рождения и на протяжении всех 
исследуемых возрастных периодов увеличивалась 
доля клеток, содержащих ТГ и НПY. Вместе с 
этим, уменьшалось относительное содержание 
соматостатин-позитивных нейронов. Доля ВИП-
положительных клеток и нейронов, содержащих 
ХАТ, возрастала до 10-х суток жизни, а затем 
снижалась. Показано также, что созревание набо-
ра нейромедиаторов в звездчатом узле крыс и 
мышей завершается к концу 2-го месяца жизни 
[2, 3, 11]. В то же время, сравнительный анализ 
развития нейронов других симпатических узлов в 
онтогенезе не проводился. 

Целью настоящего исследования явилось 
определение иммуногистохимических характе-
ристик нейронов краниального шейного (КШУ) 
и чревного узлов (ЧУ) крысы в постнатальном 
онтогенезе.

Матери а л  и  ме т о ды .  Работа выполнена на новорож-
денных, 10-, 12-дневных, 1-месячных и 2-месячных крысятах 
(по 5 особей каждого возраста). После введения летальной 
дозы пентобарбитала натрия (Nembutal®, 300 мг/кг, внут-
рибрюшинно) животных перфузировали транскардиально 
изотоническим раствором с гепарином, а затем фиксирую-
щей смесью 4 % параформальдегида на 0,1 М фосфатном 
буфере (рН 7,4). После перфузии краниальные шейные и 
чревные узлы с каждой стороны извлекали и помещали в ту 
же фиксирующую смесь, в которой производили перфузию, 
на 1–2 ч. Серии срезов толщиной 12 мкм изготовляли с помо-
щью криостата. С целью выявления нейронов, содержащих 
ТГ, ХАТ, ВИП, НПY и вещество Р, применяли мечение анти-
телами (таблица).

Использованные первичные антитела

Тип анти-
тел

Живот ное-
донор

Разве-
де ние

Источник

Вещество Р Кролик 1:1000 Chemicon (США)

TГ Кролик 1:500 Biotrend (Германия)

ВИП Кролик 1:400 Affinity 
(Велико британия)

НПY Кролик 1:500 Chemicon (США)

ХАТ Коза 1:200 Chemicon (США)

Примеч а ни е .  ТГ ⎯ тирозингидроксилаза; ВИП ⎯ вазо-
активный интестинальный пептид; НПY — нейропептид Y; 
ХАТ ⎯ холинацетилтрансфераза.

Срезы преинкубировали в течение 30 мин при комнатной 
температуре в фосфатно-солевом буфере (ФСБ) с добав-

лением 10% сыворотки, 1% тритона X-100, 0,1% бычьего 
сывороточного альбумина. Затем срезы инкубировали с пер-
вичными антителами в течение 24 ч при комнатной темпера-
туре. После кратковременной промывки в ФСБ срезы инку-
бировали с вторичными антителами, конъюгированными с 
флюорохромом ⎯ флюоресцеин-изотиоционатом (Jackson 
Immuno Research Lab., США) в течение 2 ч (разведение 
1:1000), дающим зеленую флюоресценцию.
Для расчета относительного содержания иммунопозитив-

ных нейронов, кроме меток к отдельным нейромедиаторам, 
производили мечение всей нейронной популяции при помощи 
другого флюорохрома. С этой целью использовали краси-
тель Neuro Trace (Molecular Probes, США) с красной флю-
оресценцией. После промывки в ФСБ срезы инкубировали в 
этом растворе в течение 20 мин (разведение 1:200). 
Дальнейший анализ препаратов проводили при помощи 

флюоресцентного микроскопа ЛОМО Микмед 2, вариант 
12 (ЛОМО, Россия), снабженного соответствующим набо-
ром светофильтров и CCD-камеры. Анализ изображений 
осуществляли с использованием компьютерных программ. 
Для анализа размеров и процентного соотношения иммуно-
позитивных нейронов брали три центральных среза в каждом 
узле с интервалом между ними приблизительно 0,05 мм. 
При подсчете учитывали только нейроны с четко иденти-
фицированным ядром. Долю иммунореактивных нейронов 
рассчитывали как отношение нейронов, иммунореактивных 
к данному маркеру на срезе, к общему числу нейронов на 
срезе и умноженное на 100. Площадь сечения нейронов опре-
деляли с использованием некоммерческой программы Image 
J (NIH, США). Для определения этого параметра в случайном 
порядке выбирали нейроны, иммунопозитивные к каждому 
из исследованных маркеров в каждой возрастной группе по 
методике, описанной Г.Г. Автандиловым [1].
Статистическая обработка включала определение средней 

арифметической и ее стандартной ошибки. О значимости 
различий судили по t-критерию Стьюдента. Различия счита-
ли значимыми при P<0,05.

Р е з у л ь т а т ы  и с с л е д о в а н и я .  Уста-
новлено, что достоверных различий распределе-
ния и морфометрических характеристик нейро-
нов, иммунореактивных к различным маркерам, 
с правой и левой стороны в КШУ и ЧУ нет. В 
пределах узлов нейроны различных популяций 
располагались диффузно. Наибольшее количес-
тво нейронов в КШУ и ЧУ во всех возраст-
ных группах являлись норадренергическими и 
содержали фермент синтеза норадреналина ТГ. 
Относительное содержание таких нейронов в ран-
нем постнатальном онтогенезе практически не 
менялось и составляло от 88±5 до 94±4%. 

Большая часть ТГ-позитивных нейронов в 
КШУ и ЧУ являлись также НПY-позитивными 
(рис. 1). Доля нейронов в КШУ и ЧУ, содержа-
щих ТГ и НПY, возрастала с момента рождения до 
конца 2-го месяца жизни во всех исследованных 
узлах (рис. 2). В ЧУ значимо большая доля ней-
ронов содержали НПY, чем в КШУ. Лишь единич-
ные клетки в КШУ и ЧУ были иммунопозитивны 
к НПY и ТГ-негативны. 
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Вещество Р, ВИП и ХАТ обнаруживались 
в единичных нейронах в КШУ и ЧУ с момента 
рождения. С возрастом доля таких нейронов не 
менялась. Все ВИП-положительные клетки также 
содержали ХАТ.

При анализе морфометрических характерис-
тик было выявлено, что нейроны, содержащие 
различные нейромедиаторы, имеют разную сред-
нюю площадь сечения. Вещество Р-положитель-
ные нейроны в КШУ и ЧУ у всех крысят имели 
значимо наименьшие размеры (P<0,01) (рис. 3). 
Нейроны, содержащие ВИП и ХАТ, имели зна-
чимо наибольшую среднюю площадь сечения в 
КШУ (P<0,05). В ЧУ средняя площадь сечения 
ТГ-, ВИП- и ХАТ-позитивных нейронов значи-
мо не различалась (P>0,05). Во всех возраст-
ных группах средняя площадь сечения нейронов, 
содержащих НПY, в КШУ и ЧУ была значимо 
меньше, чем нейронов, содержащих ТГ (P<0,05).

Средняя площадь сечения НПY- и ТГ-пози-
тивных нейронов в КШУ была значимо меньше, 
чем в ЧУ (P<0,01).

Рис. 1.  Нейроны, содержащие нейропептид Y в чревном (а, б) и краниальном шейном (в, г) узлах у новорожденных (а, в) 
и 30-дневных крысят (б, г).
Флюоресценция флюоресцеин-изотиоционата. Об. 10, ок. 10.

а б

в г

Рис. 2.  Относительное содержание нейронов, экспрессирую-
щих нейропептид Y в краниальном шейном и чревном 
узлах крысят разного возраста. 
По горизонтальной оси ⎯ возраст крысят (сут); А ⎯ крани-
альный шейный узел; Б ⎯ чревный узел; по оси ординат ⎯ 
исследованный параметр (%). Звездочки ⎯ различия зна-
чимые по сравнению с данными в соответствующих узлах у 
10-дневных животных при P<0,05; вертикальные отрезки ⎯ 
значения стандартной ошибки.
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Об с уж д е н и е  п о л у ч е н ны х  д а н ны х . 
Результаты проведенной работы, наряду с ранее 
полученными данными при изучении звездчато-
го узла (ЗУ) [2, 3], свидетельствуют о том, что 
большинство нейронов изученных симпатических 
пара- и превертебральных узлов к моменту рож-
дения являются катехоламинергическими и содер-
жат ТГ. Большая часть ТГ-позитивных нейронов 
в узлах являются также НПY-позитивными. В 
дальнейшем, в ходе возрастного развития, доля 
таких нейронов увеличивается. Возрастание доли 
катехоламинергических нейронов, содержащих 
НПY, в постнатальном онтогенезе наблюдается у 
различных видов млекопитающих, в том числе и у 
человека [13]. 

Часть норадренергических нейронов содержат 
и другие нейромедиаторы. Небольшая доля сим-
патических холинергических нейронов содержат 
ВИП и ХАТ и иннервируют потовые железы и 
надкостницу [5]. В отличие от данных, получен-
ных нами ранее при изучении ЗУ [2, 3], доля ВИП- 
и ХАТ-содержащих нейронов в КШУ и ЧУ была 
очень мала и с возрастом не менялась. Вероятно, 
отличия в динамике изменения процентного соот-
ношения холинергических нейронов в КШУ, ЧУ 

и ЗУ связаны с тем, что нейроны пара- и превер-
тебральных симпатических узлов посылают свои 
волокна к различным органам-мишеням.

Тем не менее, холинергические нейроны 
присут ствуют в различных симпатических узлах 
уже к моменту рождения. Это опровергает преж-
ние представления о том, что изначально холи-
нергические нейроны являются катехоламинер-
гическими, а переключение нейромедиаторного 
состава происходит в течение двух недель после 
рождения под влиянием трофических факторов, 
выделяемых органами-мишенями [5].

Нейроны симпатических узлов, содержащие 
различные нейромедиаторы, отличаются по сред-
ней площади сечения. В отличие от звездчатого 
узла [11], в КШУ и ЧУ НПY-позитивные нейроны 
имеют меньшую среднюю площадь сечения, чем 
нейроны, содержащие ТГ. Популяция вещество 
Р- позитивных нейронов в КШУ и ЧУ представле-
на мелкими клетками. 

Полученные данные дополняют сведения о 
постнатальном развитии нейронной организации 
автономной нервной системы, в частности о неод-
нородности клеточного состава нейронов звезд-
чатого узла кошки и грызунов уже к моменту 

Рис. 3.  Площадь сечения нейронов, иммунореактивных к веществу Р (ВР), нейропептиду Y (НПY), тирозингидроксилазе (ТГ), 
вазоинтестинальному пептиду (ВИП), холинацетилтрансферазе (ХАТ) в краниальном шейном (а) и чревном (б) узлах 
крысят разного возраста.
По горизонтальной оси ⎯ А ⎯ ВP-позитивные нейроны; Б ⎯ НПY-позитивные нейроны; В ⎯ ТГ-позитивные нейроны; Г ⎯ 
ВИП- позитивные нейроны; Д ⎯ ХАТ-позитивные нейроны; возраст крысят (сут); по оси ординат ⎯ исследованный параметр (мкм2); 
одна звездочка ⎯ различия значимы между группами ВP- и НПY- позитивных нейронов; две звездочки ⎯ между группами ТГ- и 
НПY- позитивных нейронов; три звездочки ⎯ между группами ТГ-позитивных и холинергических нейронов (ВИП- и ХАТ-позитив-
ных) при P<0,05; вертикальные отрезки ⎯ значения стандартной ошибки.

а

б
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рождения [2, 3]. Имеются отдельные популяции 
нейронов, различные по локализации, размерам, 
гистохимическим и функциональным характерис-
тикам. Набор нейромедиаторов, характерный для 
взрослого организма, присутствует в нейронах 
симпатических узлов крысят уже с момента рож-
дения, при этом развитие популяций нейронов, 
содержащих различные нейромедиаторы в КШУ, 
ЗУ и ЧУ, происходит гетерохронно. Окончательно 
состав нейромедиаторов в нейронах узлов стаби-
лизируется к концу 1-го месяца жизни.

Работа поддержана РФФИ, грант 08-04-00470; грантом 
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NEUROTRANSMITTER COMPOSITION IN 

THE RAT SUPERIOR CERVICAL AND CELIAC 

SYMPATHETIC GANGLIA NEURONS DURING 

THE POSTNATAL DEVELOPMENT

Masliukov P.M., Korzina M.B., Yemanuilov A.I. and 
Shilkin V.V.

Neurotransmitter composition of the superior cervical ganglion 
(SCG) and celiac ganglia (CG) neurons was studied immunohis-
tochemically in rats of different ages (newborns, 10-, 12-, 30 and 
60-days old). The results obtained indicate that the majority of the 
neurons in these sympathetic ganglia were tyrosine hydroxylase 
(TH)-positive from birth onwards. Most of TH-positive neurons 
were also neuropeptide Y-positive. The percentage of neurons 
containing neuropeptide Y increased with age from birth till the 
end of the first month in all the ganglia studied. In the CG, the 
proportion of neuropeptide Y-positive neurons was significantly 
greater than in SCG. Only single neurons containing substance 
P, vasoactive intestinal polypeptide (VIP) and choline acethyl 
transferase (ChAT) were found in both SCG and CG since the 
moment of birth. The number of these cells remained unchanged 
with age. The definitive establishment of the neurotransmitter 
composition in the sympathetic ganglia studied was complete by 
the end of the first month of life.
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