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АННОТАЦИЯ
Обоснование. Культивирование спинномозговых ганглиев является широко используемым подходом для моделиро-
вания физиологических и патологических состояний периферической нервной системы in vitro. Имеющиеся литератур-
ные данные указывают на то, что постнатальные спинномозговые ганглии содержат пул глиальных стволовых клеток, 
которые способны дифференцироваться в нейроны после травмы. Следовательно, извлечённые спинномозговые ган-
глии, содержащие пул стволовых клеток, могут обладать нейрогенным потенциалом ex vivo. Однако в доступной ли-
тературе мы не нашли работ, исследующих сохранение регенеративного потенциала спинномозговых ганглиев ex vivo.
Цель. В данном исследовании мы оценили нейрогенный потенциал изолированных спинномозговых ганглиев и созда-
ли трёхмерную органотипическую культуру из этих эксплантов.
Методы. Мышиные спинномозговые ганглии, выделенные из шейного, грудного и поясничного отделов позвоноч-
ника, краткосрочно и долгосрочно культивировали в виде трёхмерной культуры в геле Geltrex. Морфологию, ультра-
структуру и профиль экспрессии генов культивируемых спинномозговых ганглиев анализировали с помощью световой 
и электронной микроскопии, иммунофлуоресцентного окрашивания и количественной полимеразной цепной реакции 
с обратной транскрипцией.
Результаты. Установлено, что спинномозговые ганглии, культивируемые в Geltrex в течение 14 дней, стабильно ге-
нерировали трёхмерную периганглионарную сеть, состоящую из радиально разветвлённых удлинённых клеток. Им-
мунофлуоресцентное окрашивание антителами против Tuj1 (нейронспецифический бета-тубулин класса III) показало, 
что наблюдаемые клетки были нейрональными клетками. Иммуноокрашивание антителами против O4 подтвердило, 
что клетки, маркированные Tuj1, не были мигрирующими Шванновскими клетками. Количественный анализ общей 
РНК, выделенной из культуры эксплантов спинномозговых ганглиев с помощью полимеразной цепной реакции с об-
ратной транскрипцией, выявил значительное увеличение матричной РНК ключевых генов, связанных с нейрогенезом, 
таких как Neurog1, Neurog2 и Sox2, что указывает на активацию нейрогенной программы в культивируемых эксплан-
тах. Световая и электронная микроскопия показали, что взрослые сенсорные нейроны дегенерировали в эксплантах 
спинномозговых ганглиев и не вносили вклад в периганглионарную сеть. Используя доступные конфокальные воз-
можности, мы оценили трёхмерные параметры периганглионарной сети по двумерным микроскопическим изображе-
ниям, чтобы продемонстрировать топографию нейрональных клеток, экспрессирующих Tuj1, в культуре эксплантов 
спинномозговых ганглиев.
Заключение. Охарактеризована трёхмерная культура спинномозговых ганглиев. Обнаружено, что выделенные экс-
планты демонстрируют регенеративную способность в условиях культивирования in vitro и могут представлять собой 
новую органотипическую модель с нейрогенным потенциалом. Полученная модель может быть релевантной для из-
учения процессов регенерации в спинномозговых ганглиях, расширяя возможности исследований за пределами тра-
диционных двумерных культур, получаемых из стволовых клеток.
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Analysis of the Neurogenic Potential 
of a Three-Dimensional Culture of Mouse 
Dorsal Root Ganglia Explants
Mikhail L. Vorobev, Olga A. Bystrova, Marina G. Martynova, Irina I. Suvorova
Institute of Cytology of the Russian Academy of Sciences, Saint Petersburg, Russia

ABSTRACT
BACKGROUND: Cultivation of dorsal root ganglia (DRGs) is a widely used approach for modeling physiological and pathological 
conditions of the peripheral nervous system in vitro. Existing scientific data indicates that postnatal DRGs contain a pool of 
glial stem cells capable of differentiating into neurons after injury. Therefore, isolated DRGs containing a stem cell pool may 
retain neurogenic potential ex vivo. However, no studies in the available scientific data have investigated the preservation of the 
regenerative potential of DRGs ex vivo.
AIM: This study aimed to evaluate the neurogenic potential of isolated DRGs and establish a three-dimensional organotypic 
culture from these explants.
METHODS: DRGs were isolated from the cervical, thoracic, and lumbar regions of the spine and cultured short-term and long-
term as three-dimensional explants in Geltrex gel. The morphology, ultrastructure, and gene expression profile of the cultured 
DRGs were analyzed using light and electron microscopy, immunofluorescent staining, and quantitative reverse transcription 
polymerase chain reaction.
RESULTS: DRGs cultured in Geltrex for 14 days consistently generated a three-dimensional periganglionic network composed 
of radially branching elongated cells. Immunofluorescent staining with Tuj1 antibodies (neuron-specific class III β-tubulin) 
demonstrated that the observed cells were neuronal. Immunostaining with O4 antibodies confirmed that Tuj1-positive cells were 
not migrating Schwann cells. Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction analysis of total RNA extracted from 
the DRG explant cultures revealed a significant increase in mRNA levels of key neurogenesis-related genes, such as Neurog1, 
Neurog2, and Sox2, indicating activation of a neurogenic program in the cultured explants. Light and electron microscopy 
showed that adult sensory neurons degenerated within the DRG explants and did not contribute to the periganglionic network. 
Using available confocal capabilities, we evaluated three-dimensional parameters of the periganglionic network from two-
dimensional microscopic images to demonstrate the topography of Tuj1-expressing neuronal cells in a DRG explant culture.
CONCLUSION: We characterized a three-dimensional culture of DRGs. Isolated explants demonstrate regenerative capacity 
under in vitro conditions. They may represent a novel organotypic model with neurogenic potential. The obtained model may be 
relevant for studying regenerative processes in DRGs, expanding research opportunities beyond traditional stem cell–derived 
models.
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ОБОСНОВАНИЕ
Спинномозговые ганглии представляют собой совокуп-

ность тел сенсорных нейронов, расположенных по ходу по-
звоночника в межпозвонковых отверстиях и передающих 
сигналы со всех периферических частей тела в централь-
ную нервную систему. Нейроны спинномозговых ганглиев 
имеют только один стволовой аксон, который разветвля-
ется внутри ганглия на периферическую и центральную 
аксональные ветви. Эта уникальная морфология нейронов 
спинномозговых ганглиев известна как псевдоуниполяр-
ная. Центральный аксон в составе заднего корешка обра-
зует синапсы в заднем роге спинного мозга с нейронами 
в центральной нервной системе. Периферический аксон 
в составе спинномозгового нерва направляется от спи-
нального ганглия на периферию для восприятия информа-
ции от рецепторов тела. В  течение многих лет считалось, 
что в постнатальных спинномозговых ганглиях не активи-
руется нейрогенез и, соответственно, взрослые сенсорные 
нейроны генерируются только во время эмбриогенеза [1–3]. 
Однако недавно многочисленные исследования показали, 
что восстановление нейронов и глиальных клеток всё-таки 
детектируется в постнатальных спинномозговых ганглиях 
(подтверждено экспериментами in vitro и in vivo) [4–10]. 
Эти исследования выявили, что взрослые спинномозговые 
ганглии содержат глиальные мультипотентные стволовые 
клетки, которые могут восполнять сенсорные нейроны, 
утрачиваемые при различных патологических состояниях. 
Протоколы выделения стволовых клеток из спинномоз-
говых ганглиев и их дифференцировка в нейрональном 
и глиальном направлениях уже описаны в литературе [5, 
6]. Из этих результатов становится очевидным, что способ-
ность спинномозговых ганглиев к активации нейрогенной 
программы может также сохраняться после выделения 
из организма, соответственно изолированные экспланты 
представляют собой перспективную ex vivo модель для из-
учения механизмов регенерации сенсорных нейронов. 

ЦЕЛЬ
Целью данной работы стала оценка нейрогенного по-

тенциала эксплантов спинномозговых ганглиев в качестве 
апробации новой органотипической модели нейрогенеза 
в условиях in vitro.

МЕТОДЫ

Выделение и культивирование 
спинномозговых ганглиев мыши

Мышей линии BALB/c в возрасте 3–4 мес подвергали 
эвтаназии путём шейной дислокации. Анестезию не ис-
пользовали, чтобы не повлиять на функцию ганглиев. По-
звоночник изолировали в соответствии с имеющимся 
в литературе протоколом [10]. Спинномозговые ганглии 

извлекали из шейного, грудного и поясничного отделов 
спинного мозга и тщательно очищали от мозговых оболо-
чек. Спинномозговые ганглии крестцового отдела не изо-
лировали из-за технически затруднённой их экстракции 
из окружающей костной структуры. Спинномозговые ган-
глии в количестве от 22 до 32 выделяли от одной мыши 
и помещали в фосфатно-солевой буфер. Количество изо-
лированных спинномозговых ганглиев зависело от точно-
сти разрезания позвоночника на две равные продольные 
части. Далее каждый спинномозговой ганглий индивиду-
ально помещали в каплю растворимой формы базальной 
мембраны Geltrex™ LDEV (Gibco, Thermo Fisher Scientific, 
США) объёмом 20  мкл на одинаковом расстоянии друг 
от друга в чашке Петри и инкубировали при температу-
ре 37 °C в течение 45 мин. После полимеризации Geltrex 
спинномозговые ганглии культивировали в среде DMEM 
(HiMedia, Индия) с добавлением 10% эмбриональной бы-
чьей сыворотки (HiMedia, Индия) при температуре 37  °C 
в течение одного месяца.

Электронная микроскопия 
Для просвечивающей электронной микроскопии изо-

лированные ганглии фиксировали в 2,5% растворе глу-
таральдегида на 0,1  М какодилатном буфере (рН 7,4) 
в течение 1  ч при 4  °C и постфиксировали в 1% OsO4 
также в течение 1 ч, обезвоживали в растворах этанола 
повышающейся концентрации от 50 до 96% и помеща-
ли в смесь смол Epon и Araldit (Sigma-Aldrich, Германия). 
Подготовленные алмазным ножом на ультрамикрото-
ме LKB (Швеция) ультратонкие срезы контрастировали 
уранилацетатом и цитратом свинца (TLC Pharmaceutical 
Standards, Канада) и исследовали с помощью электрон-
ного микроскопа Zeiss Libra 120 (Carl Zeiss, Германия) 
при ускоряющем напряжении 80 кВ. 

Световая микроскопия и измерение длины 
проекций выростов спинномозговых ганглиев

Для светооптической микроскопии были получены по-
лутонкие срезы (5 мкм) эксплантов спинальных ганглиев, 
которые окрашивали метиленовым синим (HiMedia, Ин-
дия). Светооптическую микроскопию проводили с исполь-
зованием микроскопа AxioVert 200M (Carl Zeiss, Германия) 
и цифровой камеры Leica DFC420C (Leica Microsystems, 
Германия) для получения изображений с разрешением 
2592×1944 пикселей. Темнопольные изображения экс-
плантов спинальных ганглиев получали при увеличении 
2,5× (объектив Plan-NEOFLUAR 2,5×/0,075; Carl Zeiss, 
Германия), а изображения отростков спинальных ган-
глиев — при увеличении 10× (Plan-NEOFLUAR 10×/0,30) 
в четырёх полях зрения, соответствующих условному де-
лению ганглия на 4 равных сектора. Микрофотографии 
анализировали с помощью программного обеспечения 
ImageJ [11]. Длины трёхмерных выростов спинальных 
ганглиев на полученных двумерных изображениях были 
обозначены как проекции. В каждом из четырёх секторов 
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измеряли длину самой длинной проекции от тёмного края 
экспланта, а затем вычисляли среднюю длину проекций 
для отдельного экспланта.

Иммунофлуоресценция
Культуру эксплантов спинномозговых ганглиев, за-

креплённых в Geltrex в чашке Петри со стеклянным дном, 
промывали фосфатно-солевым буфером и фиксировали 
4% раствором формальдегида в течение 30  мин. Далее 
экспланты пермеабилизовали 0,25% Triton X-100 (Sigma-
Aldrich, Германия) в течение 25  мин и инкубировали 
с первичными антителами к белку Tuj1 в разведении 1:300 
(#T8578; Sigma-Aldrich, Германия) или к белку O4, конъю-
гированному с Alexa Fluor 488 (1:50) (#MAB345A4; Millipore, 
Германия). После связывания с антителами к Tuj1 эксплан-
ты спинномозговых ганглиев, окрашенных антителами про-
тив Tuj1, инкубировали со вторичными антителами ABflo 
488 goat anti mouse (#AS037; ABclonal Technology, Китай) 
в разведении 1:500 в течение 1 ч. Специфичность выбран-
ного антитела к Tuj1 была ранее подтверждена в культуре 
дифференцированных нейральных производных индуциро-
ванных плюрипотентных стволовых клеток [12]. Специфич-
ность выбранного антитела O4 подтверждена для использо-
вания в иммуноцитохимии производителем и в литературе 
[13]. Ядра окрашивали DAPI (Thermo Fisher Scientific, США). 
Полученные иммунофлуоресцентные препараты фиксиро-
вали с использованием флуоресцентной монтажной среды 
LumiMount (#12144; Lumiprobe, Россия) и анализировали 
с помощью конфокального микроскопа Olympus FV3000 
(Olympus, Япония); применяли программное обеспечение 
Olympus FluoView (Olympus, Япония). Для получения изо-
бражений с разрешением 1024×1024  пикселей использо-
вали 10× объектив UPlanFL N 10×/0.30 (Olympus, Япония) 
и лазеры с длинами волн 405 и 488 нм с последующей де-
текцией сигнала в диапазоне 430–470 и 500–600 нм соот-
ветственно. Для получения изображений методом Z-stack 
(Z-стек) проведена Z-серия из 32 оптических срезов с ша-
гом 8,8 мкм.

Выделение РНК и количественная 
полимеразная цепная реакция с обратной 
транскрипцией 

Общую РНК выделяли с использованием реаген-
та ExtractRNA (#BC032; «Евроген», Россия) в соответ-
ствии с протоколом производителя: ганглии лизировали 
в 1  мл реагента ExtractRNA с последующим добавлени-
ем 250  мкл 1-бром-3-хлорпропана. Для осаждения РНК 
в водной фазе добавляли 600 мкл изопропанола к 1 мл 
реагента. Осадок промывали 75% этанолом три раза, вы-
сушивали и растворяли в воде, обработанной диэтилпи-
рокарбонатом. Концентрацию выделенной РНК измеряли 
с помощью спектрофотометра NanoDrop 2000 (Thermo 
Fisher Scientific, США).

Обратную транскрипцию проводили с использовани-
ем набора MMLV RT (#SK021; «Евроген», Россия) в 20 мкл 

общего объёма с 3  мкг общей РНК, согласно протоко-
лу производителя. 3  мкг общей РНК, 1,5  мкг случайных 
гексапраймеров и деионизированную воду смешивали 
и инкубировали при 70  °C в течение 2  мин. К  раство-
ру добавляли реакционную смесь, содержащую 4  мкл 
5-кратного буфера для синтеза комплементарной ДНК, 
2 мкл дитиотреитола, 2 мкл смеси dNTP, деионизирован-
ную воду и 1 мкл обратной транскриптазы MMLV. Реакцию 
обратной транскрипции проводили при 42  °C в течение 
90  мин. Синтез останавливали нагреванием образцов 
до 70  °C в течение 10  мин. Количественную полимераз-
ную цепную реакцию (ПЦР) проводили с использованием 
набора для ПЦР qPCRmix-HS SYBR (#PK147; «Евроген», 
Россия). Каждая реакция состояла из 2 мкл комплемен-
тарной ДНК, 5  мкл 5× буфера qPCRmix-HS SYBR, 1  мкл 
прямого и обратного праймеров, 16 мкл деионизирован-
ной воды. Протокол ПЦР включал инициацию амплифи-
кации при 95 °C в течение 5 мин, за которыми следовали 
40 циклов денатурации (95 °C, 30 с), отжига (60 °C, 30 с), 
элонгации (72 °C, 30 с). Данные порогового цикла Ct в ре-
жиме реального времени измеряли на амплификаторе 
CFX96 (Bio-Rad Laboratories, США). Праймеры для генов 
были подобраны в NCBI Primer-BLAST [14]. Уровни экс-
прессии мРНК рассчитывали относительно Gapdh с ис-
пользованием метода ΔΔCt. Последовательности исполь-
зуемых праймеров были следующими:
•	 Neurog1, F-TCCTGCCTCCGCAGTGTGTCC, 

R-GTCAGAGAGTGGTGATGCCACA;
•	 Neurog2, F-AGACGGTGCAGCGCATCAAGAA, 

R-AGCGTCTCGATCTTCGTGAGCT;
•	 Sox2, F-AACGGCAGCTACAGCATGATGC;
•	 R-CGAGCTGGTCATGGAGTTGTAC;
•	 Gapdh, F-GAGGTCAATGAAGGGGTCAT;
•	 R-GTCAACGGATTTGGTCGTA.

Статистическая обработка
Полученные результаты количественной ПЦР с обрат-

ной транскрипцией анализировали с помощью программ-
ного обеспечения Prism 8 (GraphPad, США). Результаты 
представлены как среднее значение ± стандартная ошиб-
ка среднего. Для сравнения средних значений исполь-
зовали критерий Стьюдента. Оценку нормальности рас-
пределения выполняли с помощью теста Шапиро–Уилка. 
Статистическая значимость установлена при значениях 
*p <0,05, ** p <0,01 и *** p <0,001.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В зависимости от генетического фона у мышей име-

ется 30 или 31 пара спинномозговых ганглиев [15]. В на-
стоящее время описаны различные протоколы выделения 
спинномозговых ганглиев мыши с последующим этапом 
получения монокультуры взрослых сенсорных нейронов 
[15–17]. Эти протоколы, как правило, используют фи-
зическую и ферментативную диссоциацию спинальных 
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ганглиев, что не приводит к серьёзному повреждению 
взрослых сенсорных нейронов и не препятствует установ-
лению стабильных нейронных культур. Однако в случае 
с культивированием целых эксплантов мы наблюдали, 
что сам по себе процесс выделения является критическим 
фактором для дальнейшего культивирования спинальных 
ганглиев. При излишнем надавливании на ганглии в про-
цессе изоляции из межпозвонковых отверстий их после-
дующее культивирование сопровождалось масштабной 
миграцией и высоким уровнем пролиферации глиальных 
клеток, контаминирующих культуру эксплантов. По этой 
причине мы предоставили подробные инструкции этапа 
извлечения спинальных ганглиев из межпозвонковых от-
верстий, чтобы продемонстрировать, как избежать риска 
повреждения зоны нейронов в ганглии при выделении.

Во время хирургической процедуры каждый спинно-
мозговой ганглий извлекали, удерживая только за пери-
ферический аксон у основания, как показано на рис. 1, a. 
Анатомически спинномозговой ганглий расположен очень 
близко к соединению дорсального и вентрального кореш-
ков спинномозгового нерва. Удерживая спинальный ган-
глий за спинномозговой нерв, можно легко удалить пин-
цетом аксон вентрального корешка, который не входит 
в состав спинального ганглия (рис. 1, b). Аксон дорсаль-
ного корешка также был удалён пинцетом, но как часть 
спинального ганглия он мог быть частично сохранён 
в эксплантах (см. рис. 1, b). После очищения спинального 
ганглия от аксональных корешков спинномозговой нерв 
перерезали ниже, как показано на рис. 1, a. 

Для создания трёхмерной модели культуры эксплан-
тов спинномозговые ганглии, изолированные из разных 
областей позвоночника, были отдельно зафиксированы 
в полимеризованной капле Geltrex на одинаковом рассто-
янии друг от друга в чашке Петри. Согласно полученным 
данным, экспланты спинномозговых ганглиев стабильно 
формировали обширную периганглионарную сеть в трёх-
мерном матриксе Geltrex к 14-му дню культивирования 
(рис.  1,  c–h). Изображения темнопольной микроскопии 
позволили визуализировать радиально разветвлённые 
выросты периганглионарной сети на фоне плотной ган-
глионарной структуры (см.  рис.  1,  c–h). Формирование 
периганглионарной сети было регулярным событием 
в большинстве изолированных спинномозговых гангли-
ев. Эффективность формирования проекций спинальных 
ганглиев определялась как отношение числа спинальных 
ганглиев с периганглионарной сетью к общему числу изо-
лированных спинальных ганглиев, умноженному на 100, 
и составляло не менее 90% на мышь (из 108 выделенных 
ганглиев от 6 мышей у 10 эксплантов не были образованы 
отростки). Таким образом, только 1–2 экспланта, полу-
ченные от одной взрослой мыши, не формировали пери-
ганглионарную сеть. Измерение средней длины проекций 
радиально разветвлённых выростов в 18 спинномозговых 
ганглиях, полученных от одной мыши (общее количество 
мышей — шесть), показало, что периганглионарная 

сеть простирается от 250 до 1000  мкм по направлению 
к периферической области к 14-му дню культивирования 
в Geltrex (рис. 1, i).

Формирование периганглионарной сети может быть 
результатом образования новых глиальных или нейро-
нальных клеток, результатом миграции Шванновских кле-
ток, а также результатом аксоногенеза взрослых сенсор-
ных нейронов. Чтобы фенотипировать клетки, образующие 
наблюдаемую периганглионарную сеть, были использова-
ны антитела против белка Tuj1. Известно, что белок Tuj1 
ограниченно экспрессируется в нейронах центральной 
и периферической нервной системы на различных ста-
диях нейрональной спецификации [18]. Согласно данным 
иммунофлуоресценции, детектируемая периганглионар-
ная сеть состоит из удлинённых клеток, положительных 
по белку Tuj1, что указывает на нейрональный тип анали-
зируемых клеток (рис. 2, a). Нейрональные клетки, мечен-
ные Tuj1, были пространственно распределены в Geltrex, 
образуя трёхмерную клеточную сеть. Для подтверждения 
того, что наблюдаемые периганглионарные клетки не яв-
ляются Шванновскими клетками, были использованы ан-
титела против поверхностного антигена O4. Маркёр O4 
представляет собой сульфатированный галактоцеребро-
зид, присутствующий на поверхности как миелинизиро-
ванных, так и немиелинизированных шванновских клеток 
[13, 19]. На рис. 2, b показано, что антитела против белка 
O4 маркируют ганглий и его остаточный аксон, при этом 
периганглионарные клетки остаются неокрашенными. 
С целью проверки нейрогенного потенциала спинальных 
ганглиев, культивируемых в Geltrex в течение 14 дней, 
была проанализирована РНК, выделенная из культуры 
эксплантов спинномозговых ганглиев, для исследова-
ния экспрессии генов Neurogenin1 (Neurog1), Neurogenin2 
(Neurog2) и Sox2. Neurog1 и Neurog2 известны как основ-
ные пронейрональные факторы транскрипции, участвую-
щие в развитии сенсорных нейронов спинальных ганглиев. 
Фактор транскрипции Sox2 является широко признанным 
маркёром нейральных стволовых клеток. Установлено, 
что Sox2-позитивные глиальные клетки индуцируют ней-
рогенез в спинномозговых ганглиях при хронической боли 
[7]. Полученные нами результаты показали, что экспрес-
сия ключевых нейральных генов Neurog1, Neurog2 и Sox2 
значительно увеличена в культуре эксплантов спиналь-
ных ганглиев, генерирующих периганглионарную сеть 
в Geltrex (рис. 2, c).

Как видно на изображениях конфокальной микроско-
пии (см.  рис.  2, a, b), периганглионарная сеть представ-
ляет собой трёхмерную ветвящуюся структуру из нейро-
нальных клеток, маркированных Tuj1. Для надлежащей 
визуализации наблюдаемой трёхмерной клеточной ар-
хитектуры и определения пространственной ориентации 
отростков Tuj-позитивных нейрональных клеток с помо-
щью конфокальной лазерной сканирующей микроскопии 
была получена серия горизонтальных оптических сре-
зов, также называемая Z-стеком (рис.  3). Для анализа 
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и визуализации выбраны две случайные периферические 
области периганглионарной сети из культуры эксплантов 
спинальных ганглиев (рис.  3, a, b). Репрезентативные 
Z-стеки этих двух областей периганглионарной сети по-
казали, что клетки, экспрессирующие Tuj1, образовывали 
как «сеть», так и «узлы», причём узел пространственно 

располагался над сетью. Z-серия, представленная 
как двумерная Z-проекция, не даёт представления о то-
пографии клеток, демонстрируя ориентацию сети и уз-
лов в одной плоскости. По этой причине были получены 
ортогональные изображения двух анализируемых обла-
стей периганглионарной сети (рис.  3, c, d). Обнаружено, 

Рис. 1. Изолированные спинномозговые ганглии формируют периганглионарную сеть при культивировании в трёхмерных условиях Geltrex: 
a — схематическое изображение области лигирования спинномозгового ганглия при выделении; b — репрезентативный ганглий, очищенный 
от спинномозговых оболочек и аксонов, удерживается у основания спинномозгового нерва пинцетом; бар 1 мм; c — визуализация живого 
ганглия, культивируемого в течение 2 дней в Geltrex; бар 700 мкм; d–h — визуализация живых ганглиев, культивируемых в течение 14 дней 
в Geltrex; внешний вид периганглионарной сети показан с помощью темнопольного микроскопа; бар 700 мкм; i — диаграмма распределения 
средней длины проекций выростов спинномозговых ганглиев. Представлены медианы средних значений, посчитанных для каждого экспланта.
Fig. 1. Isolated dorsal root ganglias (DRG) forming a periganglionic network under three-dimensional Geltrex culture conditions: a, schematic 
representation of the ligation area of the DRG during isolation; b, representative ganglion, cleared of meninges and axons, held at the base of the spinal 
nerve with forceps; scale bar 1 mm; c, live explant visualized after 2 days of culture in Geltrex; scale bar 700 μm; d–h, live explant visualized after 14 days 
of culture in Geltrex; the periganglionic network by dark-field microscopy; scale bar 700 μm; i, diagram of the distribution of the mean projection length 
of DRG outgrowths. Medians of mean values calculated for each explant are shown.
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что Tuj1-позитивные клетки разветвляются в плоскости 
толщиной 23  мкм, в то время как отростки клеток, экс-
прессирующих Tuj1, образуют восходящий узел в области 
сканирования 157 мкм. Сложно предположить, какие то-
пографические сигналы послужили триггером для созда-
ния наблюдаемых узлов из нейрональных клеток.

Наблюдаемая периганглионарная сеть нейрональных 
клеток также может быть результатом неспецифическо-
го аксоногенеза взрослых сенсорных нейронов in vitro, 
называемого нейритогенезом. Для оценки аксональ-
ного вклада взрослых сенсорных нейронов в формиро-
вание радиально-разветвлённых проекций эксплантов 
спинномозговых ганглиев исследовали ультраструктуру 

изолированных спинальных ганглиев в условиях кратко-
срочного и долгосрочного культивирования в трёхмер-
ном матриксе Geltrex. Полученные результаты показали, 
что нативный спинномозговой ганглий (0 дней in vitro) со-
стоит из плотного кластера тел нейронов, которые окру-
жены глиальными сателлитными клетками, образующи-
ми структурную и функциональную единицу спинального 
ганглия (рис.  4, a, b). Цитоплазма сенсорных нейронов 
спинальных ганглиев характеризуется обилием веществ 
Ниссля, которые являются специализированными орга-
неллами, обнаруживаемыми в соме здоровых нейронов 
(см. рис. 4, b). Световая и электронная микроскопия спин-
номозговых ганглиев, культивируемых в Geltrex в течение 

Рис. 2. Анализ нейрогенных маркёров в культуре эксплантов спинномозговых ганглиев: a — окрашивание антителами Tuj1 (зелёный); b — окра-
шивание антителами O4 (зелёный) спинальных ганглиев после 14 дней культивирования в Geltrex; ядра окрашены DAPI (синий); иммунофлуорес-
центные изображения представлены в виде Z-проекции 32 оптических срезов с шагом 8,8 мкм; в проходящем свете клетки визуализировались 
с помощью дифференциальной интерференционной контрастной микроскопии (ДИК); бар 100 мкм; c — относительная экспрессия мРНК генов 
Neurog1, Neurog2 и Sox2 в нативных эксплантах и эксплантах, культивируемых в течение 14 дней в Geltrex. Данные нормализованы по экспрессии 
Gapdh и представлены как среднее значение ± стандартная ошибка среднего, три независимые полимеразные цепные реакции (ПЦР), четыре 
технические повторности для каждой ПЦР; *** p ≤0,001. 
Fig. 2. Analysis of neurogenic markers in a dorsal root ganglia (DRG) explant culture: a, immunostaining with Tuj1 antibodies (green); b, immunostaining 
with O4 antibodies (green) of DRGs after 14 days of culture in Geltrex; nuclei stained with DAPI (blue); immunofluorescence images shown as Z-projections of 
32 optical sections at 8.8 μm intervals; cells visualized in transmitted light by differential interference contrast (ДИК) microscopy; scale bar 100 μm; c, relative 
mRNA expression of Neurog1, Neurog2, and Sox2 in native explants and in explants cultured for 14 days in Geltrex. Data normalized to Gapdh expression 
and presented as mean ± standard error of the mean, three independent polymerase chain reactions (PCRs), four technical replicates per PCR; *** p ≤ 0.001.
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4 дней, показала, что взрослые сенсорные нейроны под-
вергались дегенерации в условиях in vitro (рис.  5, a, b). 
Были выявлены известные морфологические признаки, 
предшествующие гибели нейронов, такие как потеря 
телец Ниссля, деформация ядра и лизис цитоплазмы. 
Культивирование спинальных ганглиев в течение одного 
месяца в Geltrex привело к полной потере сенсорных ней-
ронов и накоплению мелких ганглиозных клеток (рис. 6). 
Многочисленные мелкие мигрирующие клетки из спи-
нального ганглия были зарегистрированы на полутонких 
срезах с помощью оптического микроскопа (рис. 6, c), тог-
да как сателлитные клетки, окутывающие сому нейрона, 
продолжали контактировать с умирающими нейронами 

(рис. 6, b). Таким образом, установлено, что взрослые сен-
сорные нейроны не участвуют в генерации периганглио-
нарной сети, которая образуется новыми нейрональными 
клетками.

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящее время в литературе не описано ни одной 

органотипической модели, рекапитулирующей нейрогенез 
в условиях in vitro. Создание нейросфер из изолирован-
ных стволовых клеток представляет собой единственный 
трёхмерный подход для изучения нейрогенеза взрослых 
сенсорных нейронов за пределами in vivo. Настоящая 

Рис. 3. Визуализация и анализ трёхмерного распределения нейрональных клеток, маркированных антителами Tuj1 (зелёный); ядра были окра-
шены DAPI (синий); культура эксплантов спинномозговых ганглиев после 14 дней культивирования в Geltrex (a, b); конфокальные изображения 
Z-стека двух выбранных областей периганглионарных сетей из двух случайных эксплантов; представлены 5 репрезентативных Z-серий из 32 
оптических срезов с шагом 8,8 мкм; показаны 3D-проекции 32 изображений Z-стека тех же областей; c, d — ортогональный вид пространствен-
ного распределения нейрональных выростов, маркированных Tuj1, в Geltrex; 32 изображения Z-стека показаны с перспективы XZ и YZ; глубина 
сканирования составляет 157 мкм; рассчитанная толщина 23 мкм соответствует толщине Geltrex, которую занимают отростки Tuj1-позитивных 
нейрональных клеток. Бар 100 мкм.
Fig. 3. Visualization and analysis of the three-dimensional distribution of neuronal cells labeled with Tuj1 antibodies (green); nuclei stained with DAPI (blue); 
a, b, a dorsal root ganglia (DRG) explant culture after 14 days in Geltrex; confocal Z-stack images of two selected regions of periganglionic networks from 
two random explants; 5 representative Z-series out of 32 optical sections at 8.8 μm intervals are shown; 3D projections of 32 Z-stack images of the same 
regions; c, d, orthogonal views of the spatial distribution of Tuj1-labeled neuronal processes in Geltrex; 32 Z-stack images shown in XZ and YZ views; scan-
ning depth 157 μm; the calculated thickness of 23 μm corresponds to the Geltrex volume occupied by Tuj1-positive neuronal processes. Scale bar 100 μm.
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работа является первым исследованием, сообщающим 
о том, что регенерационная способность спинальных ган-
глиев к формированию нейрональных предшественников 
сохраняется в изолированных эксплантах и может быть 
продемонстрирована в условиях in vitro. Ключевыми ос-
нованиями к утверждению, что в эксплантах спинальных 
ганглиев индуцируется нейрогенез, стали следующие: 
1) окрашивание клеток ганглия строго установленным 
маркёром нейрональных клеток Tuj1, который является 
нейрон-специфическим бета-III тубулином и ограниченно 
экспрессируется в нейронах центральной и перифериче-
ской нервной системы на различных стадиях нейрональ-
ной спецификации; 2) ранняя дегенерация взрослых сен-
сорных нейронов в культивируемых эксплантах, которая 
указывает на то, что Tuj1-положительные клетки обра-
зуются во время культивирования, формируя обширную 
периганглионарную сеть; 3) значительное увеличение 
экспрессии двух критических генов нейрогенеза взрослых 
сенсорных нейронов Neurog1 и Neurog2 в изолированных 
эксплантах во время культивирования. Однако полно-
ценно утверждать, что в эксплантах спинальных ганглиев 

индуцируется нейрогенез, подобно тому, как это проис-
ходит in vivo, в рамках настоящей работы не представля-
ется возможным. Этот факт нуждается в дальнейшем ис-
следовании с использованием дополнительных маркёров 
нейрогенеза, а также включением генетических методов 
исследования, например методов отслеживания судьбы 
клеточных клонов. Однако до сих пор попыток установить 
культуру эксплантов спинномозговых ганглиев для анали-
за нейрогенных механизмов предпринято не было, и на-
стоящая работа вносит вклад в развитие этого направ-
ления исследований. Культивирование всего экспланта 
спинального ганглия позволяет сохранить исходный 
состав ниши стволовых клеток, которые воспроизводят 
нейрогенную программу ex vivo. По этой причине цель 
настоящей работы заключалась в установлении трёхмер-
ной культуры эксплантов с нейрогенным потенциалом 
и описанием её как перспективной модельной системы 
(в сравнении с двумерными культурами) для изучения 
нейрогенеза in vitro. 

В настоящей работе изолированные спинномозговые 
ганглии культивировались в среде DMEM, дополненной 

Рис. 4. Анализ морфологии и ультраструктуры экспланта спинномозгового ганглия сразу после извлечения: а — полутонкий срез нативного 
ганглия; Н — область тел нейронов, A — область аксонов; бар 50 мкм; b — репрезентативная электронная фотография нативного ганглия; Я — 
ядро, Н — нейрон, Ск — сателлитная клетка, стрелки — границы сателлитной клетки; бар 4 мкм; c — увеличенное изображение субстанции 
Ниссля; бар 0,5 мкм.
Fig. 4. Morphological and ultrastructural analysis of a dorsal root ganglia (DRG) explant immediately after isolation: a, semithin section of a native 
ganglion; H, neuronal soma region; A, axonal region; scale bar 50 μm; b, representative electron micrograph of a native ganglion; Я, nucleus; Н, neuron; 
Ск, satellite cell; arrows, satellite cell boundaries; scale bar 4 μm; c, magnified image of Nissl substance; scale bar 0.5 μm.



DOI: https://doi.org/10.17816/gc643089

334
ORIGINAL STUDY ARTICLE Genes & cellsVol. 20 (4) 2025

фетальной сывороткой, что обеспечивало подходящие 
условия активации нейрогенной программы в эксплан-
тах, выделенных из разных областей спинного мозга. 
Однако в культивируемых эксплантах спинномозговых 
ганглиев наблюдалась деградация взрослых сенсорных 
нейронов. С одной стороны, наблюдаемая гибель может 
быть ограничением представленной модели клеточной 
культуры, связанным с отсутствием специфических 
нейротрофических факторов, необходимых для жиз-
неспособности нейронов, и присутствием сыворотки 
в среде. Спинномозговые ганглии, как правило, куль-
тивируют в бессывороточной нейробазальной среде, 
дополненной нейротрофическими факторами, которые 
способствуют жизнеспособности нейронов [16]. С  дру-
гой стороны, гибель нейронов может быть триггером 
для генерации Tuj1-положительных предшественни-
ков в эксплантах спинальных ганглиев и составляет 
основное ядро этой модели. Таким образом, дальней-
шие исследования представленной трёхмерной модели 
культуры эксплантов спинномозговых ганглиев с ней-
рогенным потенциалом могут дать новое понимание 

механизмов нейрогенеза в постнатальных спинномоз-
говых ганглиях.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В рамках настоящей работы впервые разработана 

трёхмерная модель эксплантов спинномозговых гангли-
ев мыши с нейрогенным потенциалом. С использованием 
ключевых нейрональных и глиальных маркёров проде-
монстрировано органотипическое свойство спинномозго-
вых ганглиев генерировать новые нейрональные клетки. 
Подробно охарактеризована периганглионарная сеть, со-
стоящая из Tuj1-меченых нейрональных клеток (для это-
го использовали доступные конфокальные возможности). 
Обнаружено также ограничение предложенной модели 
эксплантов спинномозговых ганглиев — индукция гибе-
ли взрослых нейронов. Однако деградация нейронов мо-
жет быть мощным фактором для инициации нейрогенной 
программы в спинномозговых ганглиях. По этой причине 
указанная модель in vitro нуждается в дальнейших под-
робных исследованиях.

Рис. 5. Анализ морфологии и ультраструктуры экспланта спинномозгового ганглия после 4 сут культивирования в Geltrex: а — полутонкий срез; 
Н — область тел нейронов, A — область аксонов; бар 50 мкм; b — репрезентативная электронная фотография спинномозгового ганглия; Я — 
ядро, Н — тело нейрона, Ск — тело сателлитной клетки, одинарная стрелка — границы сателлитных клеток, двойные стрелки — вещества 
Ниссля; бар 4 мкм.
Fig. 5. Morphological and ultrastructural analysis of a dorsal root ganglia (DRG) explant after 4 days of culture in Geltrex: a, semithin section; Я, neuronal 
soma region, A, axonal region; scale bar 50 μm; b, representative electron micrograph of a DRG; Я, nucleus; Н, neuronal soma; Ск, satellite cell body; 
single arrow, satellite cell boundaries; double arrows, Nissl substance; scale bar 4 μm.
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