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Изучена динамика изменений процессов валлеровской дегенерации в седалищ-
ном нерве крыс Вистар-Киото после травмы (наложения лигатуры, 40 с): иссле-
дованы плотность Iba-1+ макрофагов и состояние миелиновых волокон, окра-
шенных люксолевым прочным синим, в дистальном сегменте нерва в разные
сроки после повреждения. Части крыс субпериневрально трансплантировали
мезенхимные стволовые клетки костного мозга крыс той же линии. Показано,
что наибольшая плотность распределения макрофагов в дистальном сегменте
нерва наблюдается через 7 сут после операции. Применение клеточной терапии
приводит к снижению числа макрофагов в этот срок и к задержке демиелиниза-
ции поврежденных нервных волокон. Через 60 сут после операции плотность по-
пуляции макрофагов и количество ремиелинизированных регенерирующих
нервных волокон дистального сегмента нерва не отличается у контрольных (ли-
гатура) и подопытных (лигатура и введение мезенхимных стволовых клеток) жи-
вотных. Молекулярные механизмы отмеченных изменений в ранние сроки по-
сле повреждения требуют дальнейших исследований.
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ВВЕДЕНИЕ

В течение последних двух десятилетий в экспериментальных нейробиологиче-
ских исследованиях активно ведется разработка способов стимуляции регенерации
нервных проводников с применением мезенхимных стволовых клеток (МСК), по-
лученных из разных тканей [1, 2]. МСК рассматривают как источник ростовых
факторов и цитокинов, которые влияют на репаративные процессы в поврежден-
ных нервах. Известно, что МСК вырабатывают такие биологически активные ве-
щества, как ростовые (эпидермальный фактор роста, трансформирующий фактор
роста β, тромбоцитарный фактор роста, фактор роста гепатоцитов и др.), ангиоген-
ные (bFGF, VEGF), антиоксидантные, иммуносупрессивные и другие факторы,
способные оказывать репаративное, антиапоптотическое, противовоспалительное и
антифибротическое влияние на ткани, а также комплекс цитокинов и хемокинов [3].
В исследованиях, выполненных на различных экспериментальных моделях повре-
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жденного нерва с использованием генной терапии, доказано, что некоторые из них
оказывают воздействие на рост нервных волокон: например, нейротрофический
фактор головного мозга [4], фактор роста гепатоцитов [5], фактор роста фибробла-
стов (FGF2), фактор роста эндотелия сосудов (VEGF) [6]. Кроме того, МСК могут
оказывать влияние на шванновские клетки (нейролеммоциты) и фибробласты эн-
доневрия, на ангиогенез микрососудов эндоневрия [7], на клетки соединительно-
тканных оболочек нерва. Влияние экзогенных МСК на изменение клеточных взаи-
модействий, происходящих в нерве в ответ на травму, остается малоизученным.
Удобной моделью для изучения межклеточных коммуникаций, происходящих в
нерве после повреждения, является субпериневральная трансплантация МСК.

Известно, что после травмы нерва в его дистальном сегменте начинается валле-
ровская дегенерация (WD), включающая в себя распад нервных волокон, их деми-
елинизацию, миграцию гематогенных макрофагов, дедифференцировку шваннов-
ских клеток и ряд других клеточных и молекулярных изменений [8–10]. Практиче-
ски одновременно из проксимального отдела нерва начинают расти на периферию
регенерирующие аксоны. Большое значение для осуществления их регенерации
имеют макрофаги [11]. Резидентные и гематогенные макрофаги принимают уча-
стие в уборке продуктов распада миелина, а также модулируют шванновские клетки и,
вырабатывая факторы роста, цитокины, белки экстрацеллюлярного матрикса, со-
здают необходимое для регенерации нервных волокон микроокружение [12]. Кас-
кад событий, развивающихся в дистальном сегменте поврежденного нерва, доста-
точно сложен, многие вопросы, касающиеся взаимодействия клеток эндоневрия и
их регуляции, до сих пор неясны [3, 10]. Целью настоящей работы явилось иссле-
дование Iba-1+ макрофагов в седалищном нерве крысы после травмы и однократ-
ной трансплантации МСК.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В исследовании использовали крыс инбредной линии Вистар-Киото массой
200–250 г (n = 50). Повреждение седалищных нервов крыс и трансплантацию МСК
осуществляли по методу, описанному в предыдущих исследованиях [13, 14].
У крыс-реципиентов под эфирным наркозом после эпиляции делали разрез кожи
размером 1–1.5 см на уровне верхней трети бедра, раздвигали подлежащие мышцы
и повреждали седалищный нерв путем наложения лигатуры в течение 40 с. Части
животных субпериневрально в крупный нервный ствол седалищного нерва вводи-
ли взвесь МСК (5 × 104 в 5 мкл культуральной среды). Животным контрольной
группы повреждали седалищный нерв аналогичным образом и вводили субпери-
неврально культуральную среду в объеме 5 мкл. МСК костного мозга крыс Вистар-
Киото получали в ООО Транс-Технологии (ген. директор к. б. н. Д.Г. Полынцев).
Выделение МСК и их характеристика представлены в работе Зиньковой и соавт.
[15]. МСК выделяли из костного мозга бедренной кости крыс Вистар-Киото и
культивировали в стандартных условиях. Проведенное фенотипирование показа-
ло, что 97% клеток полученной взвеси экспрессирует на поверхности CD90+. Ранее
показано, что используемые для трансплантации клетки в условиях in vitro облада-
ют свойствами, характерными для МСК: адгезивностью, морфологическим сход-
ством с фибробластами и экспрессией виментина [13].

После операции крыс содержали в стандартных условиях вивария без ограниче-
ния доступа к корму и воде. Через 1, 7, 21 и 60 сут после операции животных
умерщвляли передозировкой паров этилового эфира, выделяли фрагменты седа-
лищного нерва и фиксировали в течение 1 суток в растворе цинк-этанол-формаль-
дегида [16]. Для дальнейших гистологических исследований материал обезвожива-
ли в этиловом спирте и ксилоле и заливали в парафин. Cрезы седалищных нервов
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изготавливали на ротационном микротоме фирмы Pfm Rotary 3003 (PFM, Герма-
ния). Толщина срезов составляла 5 мкм.

Для идентификации макрофагов проводили иммуногистохимическую реакцию
на белок Iba-1. Первичные антитела наносили на депарафинированные срезы.
В качестве первичных антител использовали поликлональные козьи антитела к ан-
тигену Ibа-1 (разведение 1 : 800, AbCam, Великобритания). При выявлении ком-
плекса антиген–антитело применяли вторичные антикозьи биотинилированные
антитела и стрептавидин, конъюгированный с пероксидазой, из набора Anti-Goat
HRP-DAB Cell & Tissue Staining Kit (R&D Systems, США). Визуализацию продукта
иммуногистохимической реакции проводили при помощи диаминобензидинового
хромогена (DAB+) (Agilent, США; ранее Dako, Дания). После проведения реакций
часть срезов подкрашивали толуидиновым синим для обзорного гистологического
анализа препаратов.

Для изучения изменений миелиновых оболочек применяли гистохимическое
окрашивание люксолевым прочным синим (Luxol fast blue) (LFB). При отработке
протокола окрашивания основывались на рекомендациях Niemi и соавт. [17] и
Коржевского и соавт. [18].

Области с Iba-1+ или LFB-реакцией измеряли с помощью программного обес-
печения ImageJ. Площадь, занятую структурами с положительной реакцией, выра-
жали в процентах от общей исследованной площади. Измерения проводили на 4–
5 изображениях при увеличении микроскопа ×400 (для миелина) и при увеличении
×100 (для макрофагов). При проведении статистического анализа применяли непа-
раметрический критерий Краскела–Уоллиса. Попарное сравнение показателей про-
изводилось по U-критерию. Данные гистограмм приведены как среднее значение в
группе со стандартным отклонением. Различия считали значимыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Гистологический анализ продольных срезов седалищного нерва показал, что в ин-
тактном нерве крысы структуры, содержащие белок Iba-1, в бóльшем количестве
встречаются в эпиневральной соединительнотканной оболочке, в эндоневрии они
представлены в незначительном числе. Выявленные в интактном нерве крысы от-
дельные Iba-1+ клетки являются резидентными макрофагами. Они присутствуют в
эндоневрии среди нервных волокон, нейролеммоцитов, фибробластов и других кле-
точных элементов. Это небольшие отростчатые клетки неправильной формы, боль-
шинство из них вытянуты вдоль нервных волокон. Нередко они встречаются вблизи
кровеносных микрососудов. Через 1 сут после операции в дистальном сегменте нерва
крысы плотность популяции макрофагов достоверно не меняется по сравнению с
нервом интактных животных ни в контрольной, ни в опытной группе. Однако неко-
торые Iba-1+ клетки становятся более заметными, увеличиваясь в размерах.

Через 7 сут после повреждения на срезах дистального сегмента нервного ствола
определяли площадь, занимаемую Iba-1+ клетками. Оказалось, что в этот период в
его эндоневрии резко увеличивается количество макрофагов по сравнению с ин-
тактным нервом. Об этом свидетельствует достоверное увеличение площади среза,
занятой структурами с положительной реакцией на Iba-1 (рис. 1). В настоящем ис-
следовании показано, что через 7 сут Iba-1+ макрофаги выстраиваются цепочками
вдоль погибших нервных волокон и фагоцитируют продукты распада нейритов и
их миелиновых оболочек (рис. 2а). В более поздние сроки наблюдений их число
снижается и через 60 сут не отличается от контроля (рис. 1).

Сравнительное исследование площади, занимаемой иммунореактивными клет-
ками в группе крыс с лигатурой и в группе крыс, которым после наложения лигатуры
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Рис. 1. Изменение плотности распределения Iba-1+ макрофагов в седалищном нерве крысы в разные

сроки после повреждения. По оси ординат – доля площади, занимаемой Iba-1+ структурами, %. * p < 0.05 по
сравнению с интактным нервом; ** p < 0.05 по сравнению с контрольной группой (лигатура).
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Рис. 2. Iba-1+ макрофаги в нервном стволе крысы через 7 суток после наложения лигатуры (а) и после
наложения лигатуры и введения МСК (b). Иммуногистохимическая реакция на белок Iba-1 (макрофаги
коричневого цвета), подкраска толуидиновым синим. Масштабный отрезок равен 50 мкм.

(а) (b)
трансплантировали МСК, показало, что однократное введение суспензии МСК
приводило к заметному снижению количества Iba-1+ макрофагов (рис. 1, 2b). Че-
рез 21 сут число макрофагов в дистальном сегменте после введения МСК превы-
шало их количество в контрольной группе (лигатура без введения клеток) (рис. 1).
Через 60 сут в эндоневрии дистального сегмента поврежденного нерва число мак-
рофагов на единицу площади снижалось до уровня интактного нерва.
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Рис. 3. Изменение плотности миелиновых нервных волокон в седалищном нерве крысы после наложе-

ния лигатуры и введения МСК. (a) – интактный нерв, (b) – проксимальный отдел нерва после травмы

через 7 суток, (c) – дистальный сегмент нерва через 7 суток после травмы, (d) – дистальный сегмент

нерва через 21 сутки после травмы, (e) – дистальный сегмент через 7 суток после лигатуры и введения

МСК, (f) – дистальный сегмент через 21 сутки после лигатуры и введения МСК. Окраска Luxol fast blue.

Масштабный отрезок равен 50 мкм.

(а) (b)

(c) (d)

(e) (f)
Для того, чтобы сопоставить полученные данные об изменении плотности попу-

ляции макрофагов в дистальном сегменте поврежденного нерва с процессами WD,

мы исследовали состояние миелиновых волокон в изученные сроки после травмы

и применения клеточной терапии. Для этого был использован метод визуализации

миелина с помощью гистохимического окрашивания люксолевым прочным синим

(рис. 3).

Подсчет окрашенной LFB площади нерва показал, что количество миелиновых

волокон после травмы резко снижается к 7 сут и постепенно возрастает через 21 сут

(рис. 3, 4). Что касается эксперимента с введением МСК, установлено, что через
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Рис. 4. Изменение плотности распределения LFB
+

 миелина в дистальном сегменте седалищного нерва

крысы в разные сроки после повреждения. По оси ординат – доля площади, занимаемой LFB
+

 структу-

рами, %. * p < 0.05 по сравнению с интактным нервом; ** p < 0.05 по сравнению с контрольной группой

(лигатура).
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7 сут после травмы в дистальном сегменте нерва сохраняется больше миелиновых

волокон, чем в контроле. Однако через 21 сут после операции плотность миелино-

вых волокон ниже, чем в контрольных нервах. Через 60 сут в нервах животных кон-

трольной и опытной группы процент миелинизации достоверно не отличается и

возрастает по сравнению с предыдущим сроком (рис. 4). При этом процент миели-

низации не достигает уровня интактного нерва.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящее время установлено, что экспериментальная клеточная терапия с

применением МСК может способствовать регенеративным процессам, протекаю-

щим в поврежденных тканях, однако ее роль в регуляции локального воспаления,

возникающего в нервных проводниках в ответ на механическое повреждение, изуче-

на недостаточно. В настоящей работе исследованы изменения, происходящие в седа-

лищном нерве крысы после травмы и трансплантации МСК в период развития WD.

Проведено сопоставление двух процессов: реакции макрофагов и реорганизации

миелиновых оболочек нервных волокон дистального сегмента нерва.

Следует отметить, что макрофаги периферических нервных проводников явля-

ются малоизученной гетерогенной популяцией. Макрофаги, выявленные нами в
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интактном нерве и в нерве через 1 сутки после травмы, представляют собой рези-

дентные клетки, которые по данным литературы составляют 2–9% всех клеток

нерва [19] и выполняют ряд важных функций. Во-первых, они участвуют в процес-

се фагоцитоза продуктов распада миелина в первые сутки после повреждения нерва, в

период, предшествующий миграции в нерв гематогенных моноцитов/макрофагов

[11]. Во-вторых, предположительно именно эти клетки ответственны за асептиче-

ский статус воспалительной реакции, которая развивается в нерве после травмы в

период, соответствующий WD. В-третьих, наряду с нейролеммоцитами они спо-

собствуют рекрутированию гематогенных макрофагов, миграции в дистальный

сегмент нерва моноцитов из кровеносного русла. В нашем исследовании показано,

что число резидентных макрофагов в интактном нерве крысы невелико и через

1 сут после повреждения их количество достоверно не меняется.

В последующие сроки после операции (7–60 сут) мы исследовали плотность

распределения всех макрофагов, как резидентных, так и гематогенных, поскольку

используемый в настоящей работе ИГХ-маркер – кальций-связывающий белок

Iba-1 – не позволяет разделить различные субпопуляции мононуклеарных фагоци-

тов. Он применяется для идентификации макрофагов различных органов и тканей,

в том числе микроглиоцитов ЦНС [20, 21] и макрофагов периферических нервных

проводников [22–24].

Показано, что через 7 сут после операции в дистальном сегменте поврежденного

нерва наблюдается наиболее высокая плотность распределения Iba-1+ клеток по

сравнению с другими изученными сроками. Это наблюдение согласуется с ранее

полученными данными гистологических и электронномикроскопических иссле-

дований [8]. Считается, что пик миграции моноцитов/макрофагов приходится на

7–14-е сутки после передавливания и зависит от степени поврежденности нерва и

степени нарушения гемато-неврального барьера.

В настоящей работе плотность распределения макрофагов сопоставляли с изме-

нением миелиновых нервных волокон в дистальном сегменте нерва. Для изучения

состояния миелиновых волокон применяли метод визуализации миелина с помо-

щью гистохимического окрашивания красителем LFB. LFB имеет свойство связы-

ваться с липопротеинами миелиновой оболочки и считается простым и надежным

методом измерения клиренса миелина [17, 25].

Сопоставление данных, полученных при оценке популяции макрофагов и мие-

линовых нервных волокон в поврежденном нерве, показало, что в его дистальном

сегменте наблюдается процесс WD, гибель части аксонов и разрушение их миели-

новых оболочек. Через 7 сут выявлено увеличение числа макрофагов и снижение

количества миелина. В дальнейшем наблюдается ремиелинизация регенерирую-

щих нервных волокон, число макрофагов уменьшается.

Установлено, что под влиянием клеточной терапии последовательность собы-

тий меняется. Оказалось, что через 7 сут наблюдается замедление демиелинизации

в дистальном сегменте нерва, часть тонких миелиновых волокон сохраняется, не

подвергаясь WD. Плотность распределения миелина в этот срок у подопытных жи-

вотных выше, чем у контрольных (повреждение нерва без введения МСК) в полто-

ра раза. При этом плотность популяции макрофагов в группе животных с транс-

плантацией МСК ниже, чем в контроле. Через 21 сут у животных контрольной

группы отмечена ремиелинизация большинства регенерирующих нервных воло-

кон, в то время как у подопытных животных в этот срок доля площади, занятой

миелином, оказывается значительно ниже, чем в контроле. Выравнивание процен-

та миелинизации у контрольных и подопытных животных наблюдается через два

месяца после операции и свидетельствует о том, что отмеченное воздействие МСК

(в использованной концентрации) носит непродолжительный характер.
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Полученный результат согласуется с данными японских исследователей Miyano

и соавт. [27], которые изучали влияние однократного введения полученных из пу-

повины МСК на поврежденный седалищный нерв и соответствующие спинномоз-

говые ганглии крысы. Было показано, что после применения МСК количество по-

врежденных вследствие травмы нерва нейронов спинномозговых ганглиев, а также

Iba-1+ макрофагов в них значительно снижается. Работа Miyano и соавт. явилась

первым исследованием, в котором изучено влияние клеточной терапии на процесс

демиелинизации аксонов нерва. Впервые было установлено, что клеточная тера-

пия может способствовать сохранности миелиновых волокон в дистальном сег-

менте нерва после повреждения [27].

Как отмечалось ранее, МСК оказывают влияние на репаративные процессы,

происходящие в поврежденных нервных проводниках, благодаря секреции ком-

плекса нейротрофических и ростовых факторов, цито- и хемокинов [3, 28]. Пока-

зано, что применение МСК (а также экзосом МСК или кондиционированной сре-

ды культуры МСК) может приводить к уменьшению нейропатической боли [29],

способствовать сохранности нейронов реципиента [30, 31], влиять на демиелини-

зацию аксонов за счет уменьшения уровня провоспалительных цитокинов [27].

Экзогенные МСК, вырабатывая биологически активные вещества, а также не-

посредственно контактируя с эндогенными клетками реципиента, способны изме-

нять микроокружение регенерирующих нервных волокон и влиять на популяции

макрофагов и нейролеммоцитов [29]. Дальнейшее изучение воздействия экзоген-

ных МСК на функциональную активность макрофагов поврежденного нерва и на

их поляризацию (трансформацию провоспалительных макрофагов М1 в иммуно-

супрессорные противовоспалительные клетки М2) могут прояснить механизм их

влияния на процессы де- и ремиелинизации нервных волокон дистального конца

поврежденного нерва.

Таким образом, в настоящей работе впервые изучена динамика Iba-1+ макрофа-

гов в поврежденном седалищном нерве крысы в разные сроки после наложения

лигатуры и однократной субпериневральной трансплантации МСК костного мозга.

Установлено, что при применении экспериментальной клеточной терапии наблю-

дается задержка миграции гематогенных макрофагов, что коррелирует с задержкой

процесса демиелинизации поврежденных нервных волокон. Показано, что через

60 сут после операции плотность популяции макрофагов и количество ремиелини-

зированных регенерирующих нервных волокон дистального сегмента нерва не от-

личается у контрольных (лигатура) и подопытных (лигатура и введение МСК) жи-

вотных. Молекулярные механизмы отмеченных на ранних сроках после поврежде-

ния нерва изменений требуют дальнейших исследований.
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Immunohistochemical Study of Macrophages of Sciatic Rat Nerve after Damage 
and Subperineural Injection of Mesenchymal Stem Cells

E. S. Petrovaa, * and E. A. Kolosa

aInstitute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russia
*e-mail: iempes@yandex.ru

The dynamics of the processes of Wallerian degeneration in the Wistar-Kyoto rat sciatic

nerve after injury (ligation, 40 s) was studied.The density of Iba-1+ macrophages and the

state of myelin fibers stained with Luxol strong blue in the distal segment of the nerve at

different times after injury were studied. Parts of rats were subperineurally transplanted

with MSCs from the bone marrow of Wistar-Kyoto rats. It was shown that the highest

distribution density of macrophages in the distal segment of the nerve was observed

7 days after surgery. The use of cell therapy leads to a decrease in the number of macro-

phages during this period and to a delay in the demyelination of damaged nerve fibers.

Sixty days after the operation, the macrophage population density and the number of re-

myelinated regenerating nerve fibers of the distal nerve segment did not differ in control

(ligature) and experimental (ligature and MSC injection) animals. The molecular mech-

anisms of the noted changes in the early stages after injury require further research.

Keywords: rat nerve, regeneration, mesenchymal stem cells, macrophages, immunohisto-

chemistry
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