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Целью настоящей работы явилось изучение распределения резидентных макрофа-
гов и нейтрофилов в эндоневрии седалищного нерва крысы в ранние сроки после 
травмы и субпериневрального введения суспензии мезенхимных стволовых клеток. 
Для выяснения реакции резидентных макрофагов и нейтрофилов на механическое 
повреждение периферических нервных проводников была использована экспери-
ментальная модель травмы седалищного нерва крысы путем наложения лигатуры 
(в течение 40 с) с применением клеточной терапии. Для идентификации макрофагов 
эндоневрия применяли иммуногистохимическую реакцию на  кальций-связываю
щий белок Iba-1, маркер мононуклеарных фагоцитов. Нейтрофилы исследовали 
на препаратах, окрашенных гематоксилином-эозином и толуидиновым синим. Уста-
новлено, что активация резидентных макрофагов в эндоневрии седалищного нерва 
крысы осуществляется уже через 1 ч после травмы, на несколько часов раньше, чем 
в эндоневрий мигрируют из кровеносных сосудов нейтрофилы. Это свидетельствует 
о том, что резидентные макрофаги первыми реагируют на повреждение и стимули-
руют развитие процессов валлеровской дегенерации. Показано, что применение суб-
периневральной трансплантации мезенхимных стволовых клеток приводит к сниже-
нию активации резидентных макрофагов и уменьшению количества мигрирующих 
в эндоневрий поврежденного нерва нейтрофилов. Возможные причины установлен-
ных фактов обсуждаются. 
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ВВЕДЕНИЕ

Актуальность изучения восстановления периферических нервных проводников по-
сле механического повреждения связана с высокой частотой травм, которые затрагива-
ют нервные сплетения и нередко приводят к утрате трудоспособности [1–4]. Несмотря 
на то, что периферические нервные волокна благодаря наличию специальной популя-
ции глиоцитов – шванновских клеток (Schwann cells, SCs) [5–7] – обладают бóльшими 
регенераторными потенциями, чем аксоны ЦНС, использование различных способов 
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стимуляции их регенерации (совершенствование шовной техники и  нейропласти-
ки, применение специальных инженерных конструкций  – кондуитов, соединяющих 
проксимальный и дистальный сегменты нерва, поиск новых лекарственных препара-
тов, воздействие электростимуляции и магнитных полей и др. [1, 4]) не приводит к их 
полному функциональному восстановлению более чем в 30% случаев [2]. Это связано 
с недостатком фундаментальных знаний о тех процессах, которые происходят в нерв-
ных стволах после повреждения, и о механизмах их регуляции. Как известно, после 
травмы нерва в его дистальном сегменте развиваются процессы валлеровской дегене-
рации [8–11]. Они включают в себя распад аксонов и миелиновых оболочек, рекрути-
рование гематогенных макрофагов и нейтрофилов, дедифференцировку SCs с образо-
ванием особой популяции клеток – репаративных SCs и другие процессы [8, 11, 12]. 

Считается, что восстановление периферических аксонов зависит от быстроты и эф-
фективности реакции макрофагов, которые наряду со SCs обеспечивают нормальную 
регенерацию нервных волокон, очищая нервные стволы от продуктов распада миели-
на [13]. В эндоневрии периферических нервных проводников описаны две различные 
популяции макрофагов: резидентные (resident macrophages, RMs) и гематогенные, или 
рекрутированные, которые мигрируют в  эндоневрий из кровеносных сосудов после 
травмы [14]. 

В исследованиях, посвященных валлеровской дегенерации, основное внимание уде-
ляется главным ее участникам: SCs [6, 7, 15] и рекрутированным макрофагам [16, 17]. 
RMs являются менее изученной популяцией, впервые они были описаны Arvidson 
в  1977  г.  [18, 19], дальнейшие их исследования немногочисленны  [13, 14, 19,  20]. 
Морфофункциональные характеристики RMs и роль этих клеток в регенерации нерва 
до конца не ясны. 

Целью настоящей работы явилось изучение распределения резидентных макрофа-
гов и нейтрофилов в эндоневрии седалищного нерва крысы в ранние сроки после трав-
мы и субпериневрального введения суспензии мезенхимных стволовых клеток. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование выполнено на крысах линии Вистар-Киото массой 200–250 г (n = 30). 
При работе с животными руководствовались международными правилами Европейского 
сообщества по гуманному обращению с экспериментальными животными. У крыс под 
эфирным наркозом на уровне верхней трети бедра после эпиляции конечности делали 
разрез кожи длиной 1.5  см, рассекали подлежащие мышцы для подхода к  седалищно-
му нерву. Седалищные нервы крыс повреждали путем наложения лигатуры в  течение 
40 с так, чтобы в дистальном сегменте развивалась валлеровская дегенерация большин-
ства аксонов  [21], затем накладывали швы на рассеченные мышцы и кожу. Части жи-
вотных субпериневрально вводили суспензию мезенхимных стволовых клеток (МСК) 
(5 × 104 в 5 мкл культуральной среды). Животным контрольной группы вводили культу-
ральную среду в том же объеме. МСК костного мозга крыс Вистар-Киото были получены 
в ООО Транс-Технологии (ген. директор – к.б.н. Д.Г. Полынцев). Характеристика исполь-
зуемых для трансплантации МСК дана в ранее выполненных работах [21]. Животных со-
держали в стандартных условиях вивария без ограничения доступа к воде и пище. Через 
1, 3, 6, 24 ч после операции крыс умерщвляли и выделяли фрагменты седалищных нервов 
в области повреждения. Фрагменты нерва размером 15 мм фиксировали в растворе цинк-
этанол-формальдегида, и после проводки в спиртах возрастающей концентрации и кси-
лоле материал заливали в парафин и изготавливали продольные срезы толщиной 5 мкм. 
После депарафинирования срезов для идентификации макрофагов проводили иммуноги-
стохимическую (ИГХ) реакцию на кальций-связывающий белок Iba-1 (ionized calcium-
binding adaptor molecule 1), селективный маркер макрофагов и  микроглиоцитов  [22]. 
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Выявление макрофагов проводили с использованием кроличьих моноклональных анти-
тел к Iba-1 (клон JM36-62) (ET1705-78) в разведении 1 : 1000 (Huabio, Китай). В качестве 
вторичных реагентов использовали набор UltraVision Quanto HRP DAB Detection System 
(TL-060-QHL, Thermo Fisher Scientific, США). Для визуализации продукта реакции ис-
пользовали хромоген 3'3-диаминобензидин из набора DAB+ (Agilent, США). После поста-
новки иммуногистохимических реакций часть срезов докрашивали толуидиновым синим 
или астровым синим. Для исследования нейтрофилов препараты окрашивали гематокси-
лином-эозином. Микроскопическое исследование препаратов и фотосъемку выполняли, 
используя микроскоп Leica DM750 и цифровую фотокамеру Leica ICC50 (Leica, Герма-
ния). Измерение доли площади, занятой Iba-1+ структурами, осуществляли с помощью 
программы ImageJ (NIH, США). Исследовали 3–4 изображения площадью 82365.2 мкм2, 
используя объектив ×40 и окуляр х10. Подсчет нейтрофилов проводили на поле зрения 
площадью 0.16 мм2 (объектив х40) с последующим пересчетом на 1 мм2. Сравнительные 
исследования проводили между двумя группами: 1-я – интактные животные и животные 
с повреждением нерва путем наложения лигатуры; 2-я – животные с лигатурой и субпе-
риневральной трансплантацией МСК. Проверку данных на  соответствие нормальному 
распределению осуществляли с применением критерия Шапиро–Уилка (Shapiro–Wilk’s 
W test). Различия определяли по t-критерию при p < 0.05. Данные гистограмм приведены 
как среднее значение в группе со стандартным отклонением.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Гистологический анализ интактного седалищного нерва крысы показал, что в обла-
сти верхней трети бедра он представлен несколькими нервными стволиками. На про-
дольных срезах видно, что они состоят из эндоневрия, периневральной и эпиневраль-
ной оболочек. На препаратах, окрашенных толуидиновым синим, в эндоневрии можно 
видеть нервные волокна и ядра шванновских клеток (нейролеммоцитов). Микрососу-
ды эндоневрия менее заметны, чем в эпиневральной оболочке. В эпи- и периневраль-
ной оболочках встречаются редкие тучные клетки, нейтрофилы отсутствуют.

Отмечено, что Iba-1-иммунореактивные клетки встречаются в эпи- и эндоневрии. 
В эпиневрии они выглядят округлыми или неправильной формы клетками, морфоло-
гически сходными с  соединительнотканными макрофагами других органов. Клетки 
Iba-1+ эндоневрия приобретают вытянутую форму (рис. 1а, b). Нередко они локализу-
ются вблизи кровеносных сосудов, соседствуя с эндотелием.

Через 1–24 ч после операции в месте наложения лигатуры наблюдаются структур-
ные изменения. Видна деформация эпиневральной оболочки. В эндоневрии изменения 
касаются резидентных макрофагов. Многие из них увеличиваются в размерах и изме-
няют форму: они становятся овальными, округлыми, веретеновидными, у некоторых 
становятся более выраженными цитоплазматические отростки (рис. 1c, d). 

Через 1 и 24 ч после операции измеряли процент площади изображения, занятой 
структурами с положительной реакцией на Iba-1, используя программу ImageJ. Уста-
новлено, что процент площади, занимаемой макрофагами Iba-1+, значительно увеличи-
вается в месте наложения лигатуры, по сравнению с интактным нервом, уже через 1 ч 
после операции (рис. 2) и остается повышенным через 24 ч. 

В ходе исследования выяснилось, что через 1 ч после повреждения нерва нейтро-
филы в эндоневрии еще отсутствуют, так же как в интактном нерве. Чтобы выяснить 
срок их появления в эндоневрии, проводили гистологическое исследование нерва че-
рез 3, 6 и 24 ч. Оказалось, что через 3 ч в области эндоневрия нейтрофилы встречаются 
только внутри кровеносных сосудов. Через 6 ч они выходят из сосудов и локализуются 
между нервными волокнами эндоневрия. В период с 6 до 24 ч нейтрофилы представ-
лены в поврежденном нерве в большом количестве (рис. 3).
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Рис. 1. Резидентные макрофаги в эндоневрии седалищного нерва крысы. (а, b) – интактный нерв; (с) – через 
3 ч после наложения лигатуры; (d) – через 24 ч после наложения лигатуры. Иммуногистохимическая реакция 
на белок Iba-1. Подкраска астровым синим (b) и толуидиновым синим (c, d). Масштабный отрезок равен 
50 мкм (а); 200 мкм (b–d). 

Рис. 2. Изменение площади, занятой структурами Iba-1+ в эндоневрии интактного и поврежденного нерва. 
I – интактный нерв; II – через 1 ч после наложения лигатуры. По оси ординат – доля площади, занимаемой 
структурами Iba-1+, %. * p < 0.05. 
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Рис. 3. Нейтрофилы в эндоневрии седалищного нерва крысы через 3 ч (а), 6 ч (b), 1 сутки (c) после опера-
ции. Стрелками указаны нейтрофилы. Окраска гематоксилином-эозином (а, c) и толуидиновым синим (b). 
Масштабный отрезок равен 50 мкм.

Таким образом, через 24 ч в поврежденном нерве можно видеть активированные 
RMs и увеличение плотности распределения нейтрофилов. Этот срок был выбран нами 
для установления влияния клеточной терапии на реакцию этих клеток. При сравнении 
площади, занимаемой структурами Iba-1+ эндоневрия, у группы животных с лигатурой 
и группы, получавшей после повреждения клеточную терапию, оказалось, что введе-
ние МСК приводит к снижению активации RMs (рис. 4). 

Через 24 ч после травмы и субпериневрального введения МСК был проведен ана-
лиз числа нейтрофилов на единицу площади эндоневрия дистального сегмента повре-
жденного нерва. Оказалось, что плотность распределения нейтрофилов у таких живот-
ных снижается (рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

RMs эндоневрия – малоизученная клеточная популяция. В настоящей работе для 
исследования особенностей эндоневральных RMs мы использовали стандартизиро-
ванную модель повреждения седалищного нерва крысы путем наложения лигатуры, 
следствием чего является валлеровская дегенерация его дистального сегмента  [21]. 
Показано, что в интактном нерве резидентные макрофаги представлены в небольшом 
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количестве, локализуются между нервными волокнами, имеют характерную вытяну-
тую форму, многие располагаются вокруг кровеносных микрососудов, тесно соприка-
саясь с эндотелием. Установлено, что в период с 1-го по 24-й ч после механического 
повреждения (наложение лигатуры, 40 с) RMs активируются. Это проявляется в увели-
чении их размеров, увеличении площади цитоплазмы, изменении их формы.

Для идентификации RMs в эндоневрии седалищного нерва крысы мы использо-
вали ИГХ-реакцию на кальций-связывающий белок Iba-1, который является марке-
ром мононуклеарных фагоцитов, в том числе микроглиоцитов ЦНС [23]. Показано, 
что белок Iba-1 экспрессируется как в  резидентных, так и  в гематогенных макро-
фагах/моноцитах. Чтобы ограничить объект исследования только RMs (исключить 

Рис. 4. Изменение площади, занятой структурами Iba-1+ в эндоневрии седалищного нерва крысы через 24 ч 
после травмы (I) и введения МСК (II). По оси ординат – доля площади, занимаемой структурами Iba-1+, %. 
*p < 0.05.

Рис. 5. Изменение числа нейтрофилов на  единицу площади седалищного нерва крысы через 24  ч после 
травмы (I) и введения МСК (II). По оси ординат – количество клеток. *p < 0.05.
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рекрутируемые макрофаги), мы выбрали ранние сроки наблюдений. Увеличение пло-
щади, занимаемой Iba-1+ RMs через 1 ч после травмы нерва, не связано с миграцией 
в эндоневрий гематогенных макрофагов. По разным данным, гематогенные моноци-
ты/макрофаги мигрируют в место повреждения нерва только через 1–2 суток после 
травмы и в дистальный сегмент – через 3–4 суток [14, 24]. Не связано это и с проли-
ферацией RMs. Отмеченное увеличение объема цитоплазмы и появление отростков 
свидетельствуют об активации RMs. 

Популяция RMs эндоневрия в настоящее время вызывает большой интерес у нейро-
биологов, поскольку по некоторым характеристикам RMs имеют сходство с микроглио
цитами и макрофагами органов ЦНС [13, 14]. Сходство с микроглиоцитами касается 
их происхождения в эмбриогенезе. В период пренатального развития эмбриональные 
предшественники из желточного мешка и печени плода дают начало резидентным ма-
крофагам различных тканей, в том числе нерва, где популяция поддерживается само-
обновлением [19]. Кроме того, RMs, подобно микроглии ЦНС, раньше других клеток 
реагируют на  изменение микроокружения при патологии. Этот факт подтверждают 
результаты настоящего исследования: активация RMs наблюдается в нерве уже через 
1 ч после повреждения. 

Однако вопрос о том, можно ли считать RMs эндоневрия аналогами микроглиоцитов 
ЦНС, дискуссионен. Неясно, относятся ли эндоневральные макрофаги к той же линии 
клеток, которую представляют все резидентные макрофаги в различных тканях и орга-
нах, или они являются особой линией клеток, как микроглия ЦНС [19]. Нельзя исклю-
чать, что популяция резидентных макрофагов ПНС гетерогенна, так же как в ЦНС, где 
выделяют популяцию микроглиоцитов и популяцию макрофагов менингеальных оболо-
чек, околососудистой области и сосудистого сплетения мозга [25]. Генетический анализ 
показал, что лишь небольшая часть эндоневральных RMs имеет сходство с микроглией, 
причем только по нескольким генам [20]. При этом у эндоневральных RMs наблюдается 
сходство с мозговыми макрофагами по фенотипу, проявляющемуся при патологии. Так, 
есть данные, что после травмы периферического нервного проводника они начинают 
экспрессировать CD68 (ED1) [13], аналогичная экспрессия этого белка свойственна ма-
крофагам мозга в ответ на ишемию [26] или травму ЦНС [27]. 

При исследовании ранних сроков после повреждения нерва необходимо уделить 
внимание еще одной важной клеточной популяции эндоневрия – нейтрофилам. Они 
появляются в нервном стволе в ранние сроки после повреждения и предположитель-
но выполняют фагоцитарную функцию в период, предшествующий миграции в нерв 
гематогенных (рекрутированных) макрофагов. Нейтрофилы – мультифункциональные 
клетки, кроме основной антимикробной функции, они модулируют иммунные и вос-
палительные процессы в тканях и органах [28–30]. В частности, они индуцируют ак-
тивацию и поляризацию макрофагов в тканях после повреждения [30, 31]. Роль ней-
трофилов, которые после травмы нерва мигрируют в эндоневрий из кровяного русла, 
малоизучена. Учитывая, что они раньше гематогенных макрофагов мигрируют в место 
повреждения нерва, можно предположить, что именно нейтрофилы стимулируют на-
чало процессов валлеровской дегенерации, однако вопрос этот до сих пор не совсем 
ясен. Мнения исследователей о роли нейтрофилов в процессе регенерации нервов про-
тиворечивы. С  одной стороны, считается, что, выделяя ряд биологически активных 
веществ (в том числе после своей гибели по механизму апоптоза), нейтрофилы при-
нимают участие в рекрутировании в зону повреждения гематогенных макрофагов [29]. 
С другой стороны, есть наблюдение, что нейтрофилы благодаря нетозу и образованию 
свойственных им ловушек, наоборот, ингибируют миграцию макрофагов в  эндонев-
рий из эпиневральной оболочки [30]. Возможно, они выполняют функцию регуляции 
такой миграции. В  настоящем исследовании показано, что активация резидентных 
макрофагов после травмы нерва наблюдается раньше, чем осуществляется мигра-
ция из кровеносных сосудов нейтрофилов, это может свидетельствовать о  том, что 
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именно резидентные макрофаги эндоневрия являются первыми клетками, реагирую-
щими на повреждение и запускающими процессы валлеровской дегенерации, наблю-
даемые в последующие сроки.

В работе установлено, что при использовании клеточной терапии через 24 ч по-
сле введения МСК костного мозга плотность распределения макрофагов в эндоневрии 
ниже, чем у животных группы контроля. Контролем служили крысы, которым вместо 
суспензии МСК субпериневрально была введена среда без клеток в том же объеме. От-
мечено, что число нейтрофилов на единицу площади также снижается в группе живот-
ных, получивших МСК. Механизм влияния экзогенных МСК на нейтрофилы неизвес-
тен. Есть мнение, что исследования в этом направлении открывают новую перспективу 
в понимании раннего воспалительного ответа [32]. 

Таким образом, в  настоящей работе установлено, что субпериневральная транс-
плантация МСК костного мозга приводит к снижению активации RMs и миграции ней-
трофилов в ответ на повреждение нерва. Известно, что МСК могут напрямую секрети-
ровать противовоспалительные цитокины и нейтрализаторы для провоспалительных 
молекул [32, 33]. Кроме того, они могут модулировать метаболизм и поляризацию вос-
палительных клеток [32]. 

Для объяснения отмеченного снижения реакции макрофагов и нейтрофилов после 
применения клеточной терапии имеется и  второе предположение, которое касается 
особенностей экзогенных МСК оказывать влияние на клетки спинного мозга и спин-
номозгового ганглия (из отростков которых состоит седалищный нерв). Как извест-
но, повреждение периферических нервных проводников приводит к дистрофическим 
и/или дегенеративным изменениям образующих их нервных клеток (хроматолизу, 
набуханию, ретракции дендритов и др.)  [34, 35]. Несмотря на  то что механизм это-
го явления не полностью понятен [35], установлено, что клеточная и генная терапия 
(рассматриваемые как источники нейротрофических факторов) могут оказывать ней-
ропротекторный эффект по отношению к нейронам и способствовать регенерации ак-
сонов [36, 37]. Следует отметить, что даже после гибели трансплантированных МСК 
путем апоптоза велика вероятность их воздействия на окружающие ткани путем эффе-
роцитоза на клетки реципиента [38]. Обеспечивая сохранность бóльшего числа нерв-
ных клеток, МСК-терапия, возможно, приводит к сохранности бóльшего числа аксо-
нов нерва, не подвергающихся валлеровской дегенерации, это объясняет выявленные 
в настоящей работе снижение реакции RMs и уменьшение количества нейтрофилов. 
Для подтверждения этого необходимы дальнейшие исследования.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследование Iba-1-иммунопозитивных резидентных макрофагов и  нейтрофилов 
эндоневрия седалищного нерва крысы после повреждения (наложение лигатуры, 40 с) 
показало, что активация резидентных макрофагов в этой структуре наблюдается уже 
через 1 ч после травмы, то есть раньше, чем осуществляется миграция из кровеносных 
сосудов нейтрофилов. Это свидетельствует о том, что именно резидентные макрофаги 
эндоневрия являются первыми клетками, реагирующими на повреждение, и способст-
вуют развитию валлеровской дегенерации, наблюдаемой в последующие сроки. Пока-
зано, что применение субпериневральной трансплантации МСК приводит к снижению 
активации резидентных макрофагов и уменьшению количества мигрирующих в эндо-
неврий поврежденного нерва нейтрофилов. Вопрос о механизмах влияния клеточной 
терапии с использованием МСК на изученные клетки требует дополнительных иссле-
дований. Исследования в этом направлении открывают новые перспективы в понима-
нии раннего воспалительного ответа.
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Response of Endoneurium-Resident Macrophages and Neutrophils to Sciatic Nerve 
Injury and Mesenchymal Cell Transplantation in Rats
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The aim of this work was to study the distribution of resident macrophages and neutrophils in 
the endoneurium of the rat sciatic nerve early after injury and subperineural administration 
of MSCs. To clarify the reaction of these cells to peripheral nerve injury, an experimental 
model of rat sciatic nerve injury was used by ligation (for 40 s) using cell therapy. To 
identify endoneurium macrophages, an immunohistochemical reaction to the calcium-
binding protein Iba-1, a marker of mononuclear phagocytes, was used. Neutrophils were 
examined on preparations stained with hematoxylin and eosin and toluidine blue. It was 
found that activation of resident macrophages in the endoneurium of the rat sciatic nerve 
occurs as early as 1 hour after injury, several hours earlier than neutrophils migrate from the 
blood vessels to the endoneurium. This indicates that resident macrophages are the first to 
respond to damage and contribute to the development of Wallerian degeneration processes. 
It is shown that the use of subperineural transplantation of MSCs leads to a decrease in the 
activation of resident macrophages and migration of neutrophils. Possible reasons for the 
established facts are discussed.

Keywords: nerve regeneration, subperineural transplantation of MSCs, resident 
macrophages, neutrophils, immunohistochemistry


