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Аннотация. Цель работы состояла в изучении структурных изменений, 
происходящих в дистальном сегменте седалищного нерва крысы в ранние 
сроки после травмы и введения нейрогенных и мезенхимальных стволовых 
клеток (МСК). 

Методика работы. Для исследования миелиновых волокон дистального 
сегмента седалищного нерва крысы (n = 15), поврежденного путем наложения 
лигатуры (40 секунд), использовали гистохимический метод окраски миели-
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на раствором люксолевого прочного синего. Для идентификации макрофагов 
применяли иммуногистохимическую реакцию к белку Iba-1. 

Основные результаты показали, что плотность распределения макрофагов в 
дистальном сегменте поврежденного нерва через 7 суток после наложения ли-
гатуры возрастает. Применение однократного субпериневрального введения ме-
зенхимальных стволовых клеток приводит к снижению числа макрофагов в этот 
срок и к задержке демиелинизации поврежденных нервных волокон. В этот же 
срок после введения под периневрий нерва реципиента суспензии нейральных 
стволовых/прогениторных клеток плотность распределения миелина в дисталь-
ном сегменте нерва не отличается у контрольных (лигатура) и подопытных (лига-
тура и введение НСПК) животных. Молекулярные механизмы отмеченных изме-
нений в ранние сроки после повреждения и введения МСК требуют дальнейших 
исследований.

Ключевые слова: нерв крысы, регенерация, МСК, НСПК, люксолевый проч-
ный синий, макрофаги, белок Iba-1, иммуногистохимия.
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Abstract. The aim of the work was to study the structural changes occurring in the 
distal segment of the rat sciatic nerve in the early stages after trauma and transplantation 
of neurogenic and mesenchymal stem cells (MSK). 

The methology of the work. The histochemical method of staining myelin with Lux-
ol Strong Blue was used to study the myelin fibers of the distal segment of the damaged 
(ligature, 40 s) rat sciatic nerve (n = 15). To identify macrophages, an immunohisto-
chemical reaction to the Iba-1 protein was used. 

The main results showed that the distribution density of macrophages in the distal 
segment of the injured nerve increased 7 days after the ligation. It was found that a single 
subperineural transplantation of bone marrow mesenchymal stem cells leads to a de-
crease in the number of macrophages during this period and delays the demyelination of 
damaged nerve fibers. It was shown that the same period after subperineural injection of 
a suspension of neural stem/progenitor cells into the recipient's nerve, the density of my-
elin distribution in the distal segment of the nerve did not differ in control (ligature) and 
experimental (ligature and injection of NSPCs) animals. Further studies are required to 
elucidate the molecular mechanisms of the noted changes in the early stages after nerve 
injury and MSC administration.

Keywords: rat nerve, regeneration, MSCs, NSPCs, Luxol Fast Blue, macrophages, 
Iba-1, immunohistochemistry.
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ВВЕДЕНИЕ
Поиск новых способов стимуляции восстановления периферических нерв-

ных проводников является актуальной проблемой современности [1] несмотря 
на то, что разработки в этом направлении ведутся много десятилетий. Механиче-
ская травма нервов нередко приводит к инвалидности. Традиционные хирурги-
ческие методы соединения проксимального и дистального сегментов поврежден-
ного нерва не всегда приводят к его полному функциональному восстановлению. 
Это связано с недостатком фундаментальных знаний о молекулярно-клеточных 
механизмах процессов дегенерации и регенерации нервных волокон, которые 
происходят в дистальном сегменте нерва после травмы. В начале двадцатого века 
А. Валлером [2] были описаны структурные изменения, происходящие в дис-
тальном сегменте поврежденного нерва, эти изменения в дальнейшем получили 
название «валлеровская дегенерация» (ВД). Они включают в себя дегенерацию 
нервных волокон, их демиелинизацию, дедифференцировку шванновских кле-
ток (ШК) и другие процессы [3‒5]. Почти одновременно из проксимального 
сегмента нервного ствола на периферию начинается рост вновь регенерирующих 
нервных волокон, которые впоследствии подвергаются ремиелинизации. Мало-
изученными остаются вопросы клеточных коммуникаций в дистальном сегменте 
поврежденного нерва в процессе де- и регенерации [5]. В настоящей работе для 
изучения клеточных взаимодействий в регенерирующем нерве использовали мо-
дель субпериневральной трансплантации стволовых клеток разного происхож-
дения. 

Цель работы состояла в изучении структурных изменений, происходящих в 
дистальном сегменте седалищного нерва крысы в ранние сроки после травмы и 
введения нейрогенных и мезенхимальных стволовых клеток. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследовании использовали крыс линии Вистар-Киото массой 200‒250 г  

(n = 15). При работе с животными руководствовались международными правила-
ми Европейского сообщества по гуманному обращению с экспериментальными 
животными. Исследование было одобрено этическим комитетом Федерального 
государственного бюджетного научного учреждения «Институт эксперимен-
тальной медицины» (протокол № 2/22 от 06.04.2022). Седалищный нерв крыс 
повреждали путем наложения лигатуры в течение 40 секунд. Одной части крыс 
субпериневрально вводили взвесь МСК костного мозга крыс, второй — взвесь 
нейральных стволовых/прогениторных клеток (НСПК), полученных в резуль-
тате диссоциации фрагментов эмбрионального спинного мозга крысы по ранее 
описанному методу [6]. Каждому животному однократно были трансплантиро-
ваны 50000 клеток в объеме 5 мкл среды. Контрольной группой служили живот-
ные с лигатурой и субпериневральным введением 5 мкл среды без клеток. Через 
7 суток после операции фрагменты седалищного нерва в области повреждения 
выделяли и фиксировали в растворе цинк-этанол-формальдегида [7]. После со-
ответствующей гистологической обработки материал заливали в парафин. Для 
идентификации макрофагов использовали поликлональные козьи антитела к ан-
тигену Ibа-1 (AbCam, Великобритания). При выявлении комплекса антиген-ан-
титело применяли вторичные антикозьи биотинилированные антитела и стреп-
тавидин, конъюгированный с пероксидазой, из набора Anti-Goat HRP-DAB Cell 
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& Tissue Staining Kit (R&D Systems, США). Для изучения состояния миелиновых 
волокон использовали гистохимическое окрашивание срезов раствором люксо-
левого прочного синего (Luxol Fast Blue, LFB), позволяющее проводить коли-
чественную оценку клиренса миелина [8]. Гистологические препараты анализи-
ровали с использованием светового микроскопа и цифровой фотокамеры ICC50 
(Leica, Германия). Измерение площади, занятой окрашенными специфически-
ми маркерами структурами, осуществляли, используя программу ImageJ (NIH, 
США). Положительное окрашивание миелина выражали в процентах от общей 
исследованной площади. Измерения проводили на 4‒5 изображениях площа-
дью 82365,2 мкм2, выполненных при увеличении микроскопа ×400 (для нервных 
волокон). Оценку плотности распределения макрофагов проводили при увеличе-
нии микроскопа ×100. Количественные данные приведены как среднее значение в 
группе со стандартной ошибкой. Различия определяли по t-критерию при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Используя гистохимическое окрашивание миелина раствором люксолево-

го прочного синего, исследовали состояние миелиновых нервных волокон на 
продольных гистологических срезах через дистальный сегмент поврежденного 
нерва. В нерве интактных крыс большинство нервных волокон являются миели-
новыми и окрашиваются LFB (рис. 1, а). Через 7 суток после наложения лигатуры 
нервные волокна дистального сегмента подвергаются валлеровской дегенерации 
(ВД) (рис. 1, б). LFB-позитивными являются небольшие фрагменты распадаю-
щихся миелиновых волокон. Площадь LFB+ структур в интактном нерве состав-
ляет 67,3 ± 5,6%, а в поврежденном нерве — 16,3 ± 1,5% (p < 0,05). Оказалось, что 
после применения субпериневрального введения суспензии МСК в дистальном 
сегменте поврежденного нерва сохраняется больше миелиновых волокон. Пока-
зано, что плотность распределения миелина в этот срок у подопытных животных 
выше, чем у контрольных (повреждение нерва без введения МСК), более чем в 
полтора раза (27,0 ± 1,8%) (p < 0,05). Следует отметить, что после применения 
субпериневрального введения суспензии НСПК в дистальном сегменте повреж- 
денного нерва плотность распределения миелина достоверно не отличается от 
контрольной группы.

 
 

Рис. 1. Изменение состояния миелиновых нервных волокон в седалищном нерве крысы: 
а — интактный нерв; б — дистальный сегмент нерва через 7 суток после наложения лигатуры; 

в ‒ дистальный сегмент нерва через 7 суток после наложения лигатуры и введения МСК. 
Окраска люксолевым прочным синим. Ув. 400

а б в
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Одним из наиболее важных процессов, сопровождающих ВД, является ми-
грация в эндоневрий дистального сегмента нерва гематогенных моноцитов/мак- 
рофагов, которые участвуют в процессе фагоцитирования продуктов распада ми-
елина. Используя макрофагальный маркер, кальций-связывающий белок Iba-1,  
в настоящей работе установлено, что через 7 суток после наложения лигатуры 
в дистальном сегменте нерва значительно увеличивается количество макрофа-
гов (рис. 2). Заметное снижение плотности распределения популяции Iba-1+ ма-
крофагов наблюдается в дистальном сегменте крыс, которым трансплантировали 
МСК. Таким образом, в подопытной группе животных, которым была произведе-
на трансплантация МСК, в ранние сроки после наложения лигатуры, в период ВД, 
наблюдается снижение миграции гематогенных макрофагов в эндоневрий дис-
тального сегмента нерва реципиента. Кроме того, наблюдается замедление про-
цесса демиелинизации в дистальном сегменте нерва, часть тонких миелиновых во-
локон сохраняется, не подвергаясь ВД. Отмеченный факт подтверждает результаты 
японских исследователей, которые изучали влияние однократного введения МСК 
на поврежденный седалищный нерв и соответствующие спинномозговые ганглии 
крысы и установили, что клеточная терапия может способствовать сохранности 
миелиновых волокон в дистальном сегменте нерва после повреждения [9].

 
Рис. 2. Макрофаги в дистальном сегменте нерва через 7 суток после наложения лигатуры (а) 

и после лигатуры и трансплантации МСК (б). Иммуногистохимическая реакция на белок 
Iba-1. Ув. 100

По мнению авторов, экзогенные МСК могут влиять на демиелинизацию ак-
сонов за счет уменьшения уровня провоспалительных цитокинов. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Установлено, что после однократной субпериневральной трансплантации 

МСК костного мозга крысы, но не стволовых клеток нейрогенного происхож-
дения, в дистальном сегменте поврежденного нерва реципиента наблюдается 
задержка процесса демиелинизации поврежденных нервных волокон, а также 
снижение популяции мигрирующих Iba-1+ макрофагов. Механизмы отмечен-
ных на ранних сроках после повреждения нерва изменений требуют дальнейших 
исследований. 

а б
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Аннотация. Тучные клетки являются важным показателем состояния вну-
тренних органов человека, поэтому необходимо иметь способы их выявления в 
исследуемом материале. 

Целью работы стал поиск красителя, способного четко выявить тучные клет-
ки в препаратах почки человека. 


