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Транскрипционная регуляция морфогенетических процессов 
в клубочковой зоне коркового вещества надпочечников крыс 
в постнатальном периоде онтогенеза
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Актуальность: роль различных транскрипционных факторов в поддержании плюрипотентности, про-
лиферации и дифференцировки клеток эндокринных желез взрослого организма мало изучена. 
Цель: изучить особенности транскрипционной регуляции постнатального развития клубочковой зоны 
коркового вещества надпочечников. 
Материалы и методы: исследование выполнено на самцах крыс Вистар пубертатного возраста и после 
достижения половой зрелости на этапе, когда надпочечник достигает максимального развития. Проведе-
ны морфологическое исследование надпочечников и определение пролиферативной активности клеток 
клубочковой зоны и секреции ими альдостерона. Изучены экспрессия факторов Shh, PRH/Hhex и Oct4, 
а также активация канонического Wnt-сигналинга. 
Результаты: в пубертатном периоде клетки клубочковой зоны характеризовались высокой активностью 
канонического Wnt-сигналинга наряду с экспрессией транскрипционных факторов Shh и Oct4, свиде-
тельствующих о наличии у кортикостероцитов плюрипотентного потенциала. Выявлена выраженная 
обратная зависимость между численностью Oct4 позитивных клеток в клубочковой зоне и содержанием 
альдостерона в системном кровотоке. После полового созревания, к моменту наивысшего развития кор-
кового вещества, отмечается активация экспрессии Shh и Oct4, а также антипролиферативного фактора 
PRH/Hhex при неизменном уровне активации Wnt-сигналинга. 
Выводы: полученные данные позволяют выдвинуть новую гипотезу поддержания тканевого гомеостаза 
клубочковой зоны коркового вещества надпочечника в постнатальном развитии за счет увеличения пула 
Shh- и Oct4-позитивных клеток.
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Transcriptional regulation of morphogenesis of rat adrenal zona glomerulosa  
during postnatal development
S.S. Obernikhin, N.V. Yaglova, S.V. Nazimova, V.V. Yaglov, E.P. Timokhina
Research Institute of Human Morphology, Moscow, Russia

Background: transcriptional regulation of endocrine cell pluripotency, proliferation, and differentiation in adult 
is still obscure.
Objective: asses the network of transcriptional factors regulating postnatal development of rat adrenal zona 
glomerulosa was studied. 
Methods: male Wistar rats of pubertal age and after puberty when the adrenals reach their maximal development 
were used in the present study. Histology of zona glomerulosa, proliferation of glomerulosa cells, and secretion 
of aldosterone was examined. Expression of Shh, PRH/Hhex, and Oct4, as well as activation of canonical Wnt 
signaling in glomerulosa cells was assessed. 
Results: pronounced activation of canonical Wnt signaling along with expression of transcriptional factors Shh 
and Oct4, indicating pluripotent potential were found in glomerulosa cells of pubertal rats. Strong inverse correla-
tion between number of Oct4-positive glomerulosa cells and blood level of aldosterone were also revealed. After 
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Корковое вещество надпочечников разделено на от-
дельные стероидогенные зоны, которые ответственны 
за выработку определенных гормонов, необходимых 
для поддержания нормального гомеостаза в ответ на 
различные внутренние и внешние стимулы. Так, клу-
бочковая зона осуществляет синтез минералокортико-
идов под контролем ренинангиотензивной системы. 
Внутренняя, пучковая зона, регулируемая гипотала-
мус-гипофизарно-адреналовой осью, продуцирует 
глюкортикоиды, которые координируют обмен угле-
водов и стрессовые реакции млекопитающих. Цитоар-
хитектоника коры надпочечников крыс претерпевает 
ряд существенных изменений в неонатальном и пу-
бертатном периодах. Сразу после рождения клетки 
внутри фетальной коры подвергаются апоптозу, что 
и приводит к ее инволюции [1]. Затем под влиянием 
ангиотензина II и адренокортикотропного гормона 
происходит созревание клубочковой и пучковой зон. 
Позднее, в препубертатном периоде в надпочечниках 
между пучковой зоной и мозговым веществом начи-
нает формироваться сетчатая зона. И только после на-
ступления половой зрелости, наконец, завершается 
морфогенез надпочечников. Корковое вещество над-
почечников обладает высокой чувствительностью к 
действию различных внешних физических и химиче-
ских факторов и высокой способностью к регенера-
ции [2–4]. Следовательно, для поддержания и функци-
онирования надпочечников необходимо пополнение 
адренокортикальных клеток из пула соматических 
клеток-предшественников. 

Тем не менее роль различных транскрипционных 
сигналов в поддержании плюрипотентности, пролифе-
рации и дифференцировки клеток взрослого организма 
мало изучена по сравнению с клетками эмбриона [5, 6]. 

Целью настоящего исследования было изучение 
экспрессии транскрипционных факторов в постнаталь-
ном развитии клубочковой зоны коркового вещества 
надпочечников крыс. 

Материалы и методы
Исследование выполнено на 20 самцах крыс Вистар. 

Животных выводили из эксперимента передозировкой 
золетила в возрасте 6 недель (n=10), что соответствует 
пубертатному периоду между адренархе и гонадархе, 

и в возрасте 10 недель (n=10), после достижения по-
ловой зрелости, когда надпочечники крыс достигают 
своего максимального развития [7]. 

Надпочечники фиксировали в жидкости Буэна. Из-
готавливали препараты экваториальных срезов органа, 
которые окрашивали гематоксилином и эозином («Био-
витрум», Россия). Гистологические препараты изуча-
ли методом световой микроскопии с использованием 
микроскопа Leica DM2500 (Leica Microsystems, Гер-
мания). Морфометрическое исследование проводили с 
помощью программы ImageScope (Leica Microsystems, 
Германия). Определяли общую площадь коркового ве-
щества, а также площадь клубочковой зоны.

Изучение экспрессии транскрипционных факторов 
в кортикостероцитах проводили методом иммуногисто-
химии с помощью поликлональных кроличьх антител 
к Oct4 (Abcam, США), Shh (Santa Crus Biotechnology, 
США), PRH/Hhex (Abcam, США). Иммуногистохи-
мическое выявление β-катенина в кортикостероцитах 
клубочковой зоны проводили с использованием моно-
клональных антител (Cell Marque, США). Активацию 
канонического Wnt-сигналинга определяли по транс-
локации β-катенина в ядро [8]. Изучение пролифера-
ции кортикостероцитов проводили методом иммуно-
гистохимии с антителами к Ki-67 (Cell Marque, США). 
Реакции визуализировали реактивами набора Ultra-
Vision LP Detection System (ThermoScientific, США). 
Производили докраску препаратов гематоксилином 
Майера. Результаты иммуногистохимических исследо-
ваний выражали в виде количества иммунопозитивных 
клеток в 1 мм2 площади среза клубочковой зоны.

В сыворотке крови крыс определяли концентра-
цию альдостерона методом ИФА с помощью наборов 
(Сusabio, Китай). 

Полученные данные подвергали статистическому 
анализу с использованием программы Statistica 7.0 
(Statsoft Inc., США). Для описания количественных 
признаков проводили анализ соответствия вида распре-
деления признака закону нормального распределения 
с использованием критериев Колмогорова–Смирнова, 
Лиллиефорса, Шапиро–Уилка. Для описания централь-
ных тенденций и рассеяния количественных признаков, 
имеющих приближенно нормальное распределение, 
использовали среднее значение и стандартную ошиб-

puberty in the period of maximal development of adrenal cortex glomerulosa cells exhibited higher expression of 
Shh, Oct4, and antiproliferative factor PRH/Hhex along with constant parameters of activation of Wnt signaling. 
Conclusion: Increase in number of Shh- and Oct4-expressing cells allows to hypothyze that this pool is required 
for maintenance of tissue homeostasis in zona glomerulosa during postnatal development. 
Key words: adrenal gland, zona glomerulosa, Oct4, PRH/Hhex, Shh, Wnt signaling, aldosterone
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ку среднего значения (М±m). Сравнение независимых 
групп по количественному признаку проводили с помо-
щью t-критерия Стьюдента с учетом значений критерия 
Левена о равенстве дисперсий. Корреляционный ана-
лиз проводили по критерию Пирсона. Cтатистически 
значимыми различия считались при р<0,01.

Результаты
При гистологическом исследовании корковое ве-

щество надпочечников крыс пубертатного возраста 
было хорошо развито. В нем выделялись клубочко-
вая, пучковая и сетчатая зоны. Промежуточная зона 
представляла собой небольшие участки циркулярно 
расположенных, небольшого размера по сравнению с 
кортикостероцитами клеток с овальными или непра-
вильной формы гиперхромными ядрами. В разных 
участках клубочковой зоны выявлялись Oct4-, Shh-, 
PRH/Hhex- и β-катенин-положительные клетки. Экс-
прессия ключевого внутриклеточного белка канониче-
ского Wnt-сигналинга – β-катенина, транскрипцион-
ных факторов Oct4, Shh и PRH/Hhex имела следующие 
особенности. Наиболее активно экспрессировался 
β-катенин (рис. 1 А). Приблизительно у трех четвер-
тей клеток он обнаруживался на цитоплазматических 
мембранах, а у четверти клеток – в ядре (рис. 1 В). 
Доля клеток с цитоплазматической локализацией была 
чрезвычайно низкой. Число кортикостероцитов с ядер-
ной локализацией этого антигена было максимальным 
по сравнению с другими факторами. На втором месте 
по уровню экспрессии находились транскрипционные 
факторы Shh и Oct4. Наименее выраженной была экс-
прессия антипролиферативного фактора PRH/Hhex 
(рис. 2). Пролиферативные процессы в клубочковой 
зоне протекали активно, о чем свидетельствует боль-
шое количество Ki-67-позитивных кортикостероцитов 
(рис. 3). 

К 10 неделям, когда корковое вещество надпочеч-
ника крысы достигло максимального развития за счет 
увеличения пучковой зоны, отмечалось уменьшение 
объема клубочковой (рис. 4). Иной стала и экспрессия 
в ней различных транскрипционных факторов. Выяв-
лено увеличение числа Shh- и Oct4-положительных 
клеток (рис. 3). После достижения половой зрелости 
в клубочковой зоне общее число клеток, экспресси-
рующих β-катенин, уменьшилось вдвое (рис. 1 В). 
Уменьшение численности иммунопозитивных клеток 
происходило за счет снижения числа клеток с мембран-
ной локализацией β-катенина, а численность клеток с 
цитоплазматической и ядерной локализацией не изме-
нялась по сравнению с предыдущим сроком исследова-
ния (рис. 1 Б, В). По сравнению с пубертатным перио-
дом количество клеток, экспрессирующих PRH/Hhex, 
увеличилось, а Ki-67 – уменьшилось. Таким образом, 
в клубочковой зоне наиболее активно транслоцировал-
ся в ядро транскрипционный фактор Shh. Вторым по 
уровню транслокации был β-катенин, третьим – Oct4. 
PRH/Hhex характеризовался наименьшей экспрессией 

Рис. 1. Экспрессия β-катенина кортикостероцитами 
клубочковой зоны коркового вещества надпочечников 
крысы.

 А – в пубертатном (6 недель) и Б – постпубертатном 
(10 недель) периодах. ×800, В – количество β-катенин-
позитивных кортикостероцитов с различной 
локализацией антигена (M±m)

 # – статистически значимые отличия от предыдущего 
срока исследования, p<0,01

Fig. 1. Expression of β-catenin in glomerulosa cells of rat adrenal 
cortex.

 A – in pubertal period (6 weeks age), Б – after puberty (10 
weeks age), ×800, В – quantification of glomerulosa cells 
with different subcellular localization of β-catenin

 # – p<0,01 compared to the pubertal period

А

Б

В
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в кортикостероцитах, как и в предыдущем сроке иссле-
дования. Корреляционный анализ установил наличие 
сильной обратной связи между количеством PRH/Hhex 
и Ki-67-позитивных клеток в постнатальном развитии 
(R=–0,97, p=0,000002).

Проведенное определение концентрации альдосте-
рона в сыворотке крови крыс показало, что, несмотря 
на уменьшение размеров клубочковой зоны, уровень 
альдостерона повысился к 10-недельному возрасту 
(рис. 5). Корреляционный анализ выявил существо-
вание выраженной обратной связи между продукцией 
альдостерона и численностью Oct4-позитивных кор-
тикостероцитов как в пубертатном (R=–0,98 p=0), так 
и в постпубертатном периодах (R=–0,83 p=0, 0058).

Обсуждение
Проведенное исследование показало, что пост-

натальное развитие клубочковой зоны коркового ве-
щества надпочечников сопровождается изменением 
экспрессии транскрипционных факторов, регулиру-
ющих основные морфогенетические процессы – про-
лиферацию и дифференцировку клеток. Известно, 
что канонический Wnt-сигналинг играет ключевую 
роль в формировании зональности фетальной коры 
и функциональном становлении клубочковой зоны [8]. 
В пубертатном периоде, когда продолжается развитие 
коркового вещества, активация Wnt-сигналинга в кор-
тикостероцитах происходила интенсивно на фоне высо-
кой пролиферативной активности. Уровень экспрессии 
β-катенина опережал экспрессию фактора Shh, также 
обеспечивающего деление и созревание кортикосте-
роцитов. 

После достижения максимальной степени развития 
органа, когда снижается пролиферативная активность 
клеток, показатели активации Wnt-сигналинга не из-
меняются. Вероятно, это необходимо для обеспечения 
регуляции гормоногенеза в кортикостероцитах, так как 
Wnt-сигналинг стимулирует экспрессию рецепторов 
ангиотензина [9]. Повышение продукции альдостерона 
у 10-недельных крыс происходит на фоне уменьше-
ния размеров клубочковой зоны. В наших предыду-
щих исследованиях показано, что это изменение об-
условлено повышением стероидогенного потенциала 
клеток в постпубертатном периоде путем перестройки 

Рис. 2. Экспрессия транскрипционных факторов Hhex, 
Oct4 и Shh кортикостероцитами клубочковой 
зоны коркового вещества надпочечников крысы 
в пубертатном (6 недель) и постпубертатном 
(10 недель) периодах, (M±m) 

 # – статистически значимые отличия от предыдущего 
срока исследования, p<0,01

Fig. 2.  Expression of transcriptional factors Hhex, Oct4, and 
Shh in glomerulosa cells of rat adrenal cortex in pubertal 
(6 weeks age) and postpubertal (10 weeks age) periods, 
(M±m) 

 # – p<0,01 compared to the pubertal period

Рис. 3. Экспрессия Ki-67 кортикостероцитами клубочковой 
зоны коркового вещества надпочечников крысы 
в пубертатном (6 недель) и постпубертатном 
(10 недель) периодах, (M±m) 

 # – статистически значимые отличия от предыдущего 
срока исследования, p<0,01

Fig. 3. Quantification of Ki-67-expressing glomerulosa cells in 
pubertal (6 weeks age) and postpubertal (10 weeks age) 
periods, (M±m) 

 # – p<0,01 compared to the pubertal period

Рис. 4. Изменения площади клубочковой зоны коркового 
вещества надпочечников крысы в пубертатном 
(6 недель) и постпубертатном (10 недель) периодах, 
(M±m)

 # – статистически значимые отличия от предыдущего 
срока исследования, p<0,01

Fig. 4.  Surface area of zona glomerulosa in pubertal (6 weeks 
age) and postpubertal (10 weeks age) rats, (M±m) 

 # – p<0,01 compared to the pubertal period
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их секреторного аппарата [10], что позволяет усилить 
синтез гормонов даже при уменьшении числа клеток-
продуцентов. Вероятно, что и поддержание стабильно-
го уровня активации Wnt-cигналинга также необходи-
мо для усиления синтетических процессов в клетках. 
Двукратное повышение экспрессии индуктора плю-
рипотентности Oct4 в кортикостероцитах в составе 
клубочков указывает на формирование пула клеток, 
способных переходить в менее дифференцированное 
состояние. На создание такого пула указывает также 
и трехкратное снижение числа клеток с мембранной 
локализацией β-катенина. Известно, что β-катенин 
совместно с Е-кадгерином входит в состав плотных 
межклеточных контактов, то есть способствует сни-
жению пролиферативного потенциала клеток за счет 
усиления контактного торможения [11]. Таким образом, 
уменьшение числа клеток с мембранной локализацией 
β-катенина и увеличение экспрессии Oct4 можно рас-
сматривать как механизмы самообновления кортико-
стероцитов клубочковой зоны при физиологической 
регенерации. Повышение другого фактора, способству-
ющего переходу в менее дифференцированное состо-
яние и активации пролиферативных процессов, – Shh 
[12–15], также указывает на создание пула кортико-
стероцитов, готовых к самообновлению. То, что экс-
прессия Oct4 и Shh наблюдалась не в клетках промежу-
точной зоны или под капсулой, а в клетках, входящих 
в состав клубочков и имеющих типичную структуру 
кортикостероцитов, указывает именно на готовность 
дифференцированных клеток к переходу в плюрипо-
тентное состояние, а не на появление или увеличение 
недифференцированных предшественников как источ-
ников для физиологической регенерации клубочковой 
зоны. Наличие обратной зависимости между числом 
Oct4-позитивных кортикостероцитов и продукцией 
альдостерона также свидетельствует об этом. Сопо-

ставление численности клеток с ядерной локализацией 
β-катенина и Shh в постнатальном периоде онтогенеза 
показывает, что при завершении развития клубочковой 
зоны она становится одинаковой. Так, известно, что 
прогениторные адренокортикальные клетки и диффе-
ренцированные клетки клубочковой зоны, продуци-
рующие Shh, чувствительны к Wnt-сигналингу [16]. 
Эти данные могут указывать на совместную регуляцию 
гомеостаза клубочковой зоны с обеспечением рецеп-
торного аппарата, необходимого для контроля секре-
торной активности Wnt-сигналингом и поддержания 
самообновления клеток за счет активности Shh. Все 
это свидетельствует о широком спектре регуляторных 
механизмов, которые оказывают существенное влияние 
на возможности адаптации в зависимости от внешнего 
или внутреннего стимула.

Роль транскрипционного фактора PRH/Hhex, об-
ладающего выраженной антипролиферативной актив-
ностью, в постнатальном развитии клубочковой зоны 
ранее не была изучена. В наших работах впервые были 
показаны экспрессия PRH/Hhex в корковом и мозговом 
веществе надпочечников и его антипролиферативное 
действие [17, 18]. В настоящем исследовании проде-
монстрировано: экспрессия PRH/Hhex и Ki-67 имеет 
выраженную обратную зависимость, что подтверждает 
антипролиферативную роль этого фактора в развитии 
клубочковой зоны. Активацию PRH/Hhex на фоне уве-
личения экспрессии Oct4 и Shh, а также снижения со-
держания β-катенина в наружных мембранах можно 
рассматривать как фактор, необходимый для баланса 
между пролиферацией и готовностью клеток к пере-
ходу в плюрипотентное состояние. 

Сформировавшиеся к половозрелому периоду 
функциональные зоны надпочечников сохраняются 
в течение всей жизни, хотя их размер может изменять-
ся в ответ на физиологические раздражители, обуслов-
ленные активностью ренинангиотензинной системы 
и гипоталамо-гипофизадреналовой оси [19–21]. Для 
такой реакции необходимо обеспечивать постоянный 
уровень обновления клеток в стероидогенных зонах. 
Традиционно считалось, что это происходит за счет 
пролиферации клеток коры надпочечников в клубочко-
вой и наружной части пучковой зон, которые медленно 
центростремительно мигрируют в глубь железы, по 
направлению к мозговому веществу надпочечника [21, 
22]. Эти наблюдения позволили предположить, что 
существуют адренокортикальные стволовые или про-
гениторные клетки, расположенные либо в перифери-
ческой части коркового вещества, либо в капсуле [23]. 
Выявление в паренхиме коркового вещества надпочеч-
ника Oct4- и Shh-позитивных клеток позволяет переос-
мыслить существующую концепцию постнатального 
морфогенеза и физиологической регенерации органа. 
Увеличение числа Oct4- и Shh-позитивных клеток 
в постпубертатном периоде может свидетельствовать 
о двух независимых путях реализации процессов ре-
генерации органа. Возможно, эта тонкая регуляция 

Рис. 5. Концентрация альдостерона в сыворотке крови 
крыс в пубертатном (6 недель) и постпубертатном 
(10 недель) периодах, (M±m)

 # – статистически значимые отличия от предыдущего 
срока исследования, p<0,01

Fig. 5.  Aldosterone serum concentration in pubertal (6 weeks 
age) and postpubertal (10 weeks age) rats, (M±m) 

 # – p<0,01 compared to the pubertal period
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необходима для дифференцированного подхода к воз-
действию различных стрессорных факторов. 

Таким образом, результаты настоящего исследо-
вания впервые показывают экспрессию транскрипци-
онного фактора Oct4 в клубочковой зоне и его роль 
совместно с Shh и PRH/Hhex, а также активацией Wnt-
сигналинга в постнатальном морфогенезе клубочковой 
зоны. Полученные данные позволяют выдвинуть новую 
гипотезу поддержания тканевого гомеостаза клубочко-
вой зоны коркового вещества надпочечников крысы, 
заключающуюся в формировании среди высокодиф-
ференцированных кортикостероцитов пластичного 
пула клеток, готовых к переходу в плюрипотентное 
состояние.
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