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Аннотация. Воспаление является важным звеном патогенеза множества па-
тологических состояний, в том числе нейродегенеративных заболеваний. 
Эффекты экспериментального системного воспаления на межклеточные 
взаимодействия в ЦНС широко изучаются, в то время как реактивные изме-
нения, вызванные введением липополисахарида (ЛПС), происходящие в ор-
ганах периферической нервной системы, включая спинномозговые ганглии, 
исследуется менее интенсивно. Цель настоящего исследования состояла 
в оценке реактивных морфофункциональных изменений клеток-сателлитов 
и макрофагов спинномозгового ганглия крысы в ответ на эксперименталь-
ное системное воспаление. Для иммуногистохимического выявления макро-
фагов использовали антитела к белку Iba-1, в качестве иммуногистохими-
ческого маркера активированных клеток-сателлитов применяли антитела 
к глиальному фибриллярному кислому белку (GFAP). В настоящем иссле-
довании получены результаты, указывающие на дозозависимую активацию 
сателлитных клеток и макрофагов: бóльшая доза ЛПС в большей мере ак-
тивирует сателлитную глию, в то время как к более интенсивной активации 
макрофагов приводит применение меньшей дозировки ЛПС.
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Abstract. Inflammation is a key component in the pathogenesis of numerous patho-
logical conditions, including neurodegenerative diseases. The effects of experimen-
tal systemic inflammation on intercellular interactions in the central nervous system 
(CNS) have been widely studied, while the reactive changes in peripheral nervous 
system organs, including the dorsal root ganglia, induced by lipopolysaccharide 
(LPS) administration are less extensively investigated. The aim of this study was to 
evaluate the reactive morphofunctional changes in rat dorsal root ganglion satellite 
cells and macrophages in response to experimental systemic inflammation. Mac-
rophages were identified immunohistochemically using antibodies against Iba-1, 
while antibodies against glial fibrillary acidic protein (GFAP) were used as a mark-
er of activated satellite glial cells. Using immunohistochemistry, we obtained results 
indicating dose-dependent activation of satellite glial cells and macrophages: a high-
er dose of LPS activates satellite glia to a greater extent, while a lower dose of LPS 
leads to more intense activation of macrophages.
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ВВЕДЕНИЕ

Воспаление – это защитная реакция иммунной системы, развивающаяся при 
воздействии вредных стимулов, включая патогены, поврежденные клетки или 
токсичные соединения [1, 2]. Однако воспаление является важным звеном па-
тогенеза множества патологических состояний, таких как сердечно-сосудистые 
заболевания, рак, сахарный диабет, ишемическая болезнь сердца, аутоиммун-
ные и нейродегенеративные заболевания [3, 4]. Одним из основных подходов 
в исследовании патогенеза этих заболеваний, а также в поиске методов терапии 
и контроля, является применение экспериментальных моделей индуцированного 
воспаления, в частности с применением липополисахарида (ЛПС). Эндоток-
син (ЛПС) – основной компонент клеточной стенки грамотрицательных бакте-
рий, который при парентаральном введении вызывает клинические проявления 
острой бактериальной инфекции и системного воспаления, включая изменения 
иммунных реакций, активацию синтеза медиаторов воспаления, что приводит 
к гипертермии, когнитивным и поведенческим нарушениям, гипералгезии [5, 6]. 
ЛПС-индуцированные сигнальные пути вносят значительный вклад в патоло-
гические процессы, лежащие в основе развития множества заболеваний, вклю-
чая нейропатологию [7]. Эффекты экспериментального системного воспаления 
на межклеточные взаимодействия в ЦНС широко изучаются в контексте пробле-
мы развития нейровоспаления и последующей нейродегенерации [8–11]. В то же 
время влияние системного воспаления, вызванного введением ЛПС, на органы 
периферической нервной системы, включая спинномозговые ганглии, исследу-
ется менее интенсивно. Спинномозговые ганглии (СМГ) играют важную роль 
в передаче сенсорных и болевых сигналов от тканей и органов в ЦНС. Данные 
литературы демонстрируют, что патологические состояния, такие как локальные 
воспалительные процессы (артрит, неврит), повреждения периферических нервов 
и корешков спинного мозга, могут вызывать сенсибилизацию чувствительных 
нейронов, приводить к сенсорным нарушениям и развитию нейропатической 
боли [12]. Для изучения прямого воздействия ЛПС на экспрессию и высвобожде-
ние воспалительных медиаторов нейронами, сателлитными клетками и макрофа-
гами, а также для исследования каскадов воспалительных сигналов в различных 
типах клеток и реакции нейронов на воспаление наиболее часто применяются 
культуры клеток СМГ [8, 13–21]. Данные таких работ свидетельствуют о потен-
циальной роли макрофагов и сателлитных клеток в инициации воспалительных 
процессов, развивающихся в сенсорных ганглиях при воздействии патогенов. Од-
нако остается неясным, в какой степени прямые эффекты ЛПС можно наблюдать 
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при системном воспалении in vivo. Несмотря на наличие данных, демонстрирую-
щих, что введение ЛПС оказывает влияние на биохимические свойства нейронов, 
глиоцитов и иммунных клеток спинномозговых ганглиев, в литературе отсут-
ствует информация о влиянии однократного внутрибрюшинного введения ЛПС 
в дозировках, которые не приводят к тяжелым клиническим проявлениям воспа-
ления, на морфофункциональные особенности клеток, выполняющих функции 
защиты и поддержания нейронов (клетки-сателлиты и макрофаги).

Цель настоящего исследования состояла в оценке дозозависимых реактивных 
изменений клеток-сателлитов и макрофагов СМГ крыс в ответ на внутрибрю
шинное введение ЛПС.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование выполнено на крысах-самцах Вистар (n = 21). Подопытным 
животным вводили ЛПС E. coli (055 : B5; Sigma) внутрибрюшинно в дозе 1 мг/кг 
(n = 7) или в дозе 2 мг/кг (n = 7). Животным контрольной группы (n = 7) вну-
трибрюшинно вводили физиологический раствор в соответствующем объеме. 
Внутрибрюшинное введение компонента клеточной стенки грамотрицательных 
бактерий является широко используемой моделью патологического состояния, 
при котором запускаются процессы системного воспаления [6]. Для подтвержде-
ния наличия системной реакции на введение ЛПС подсчитывали лейкоцитарную 
формулу крови для каждого животного. Для этого образцы крови контрольных 
и подопытных животных исследовали до начала эксперимента и через 1 сутки 
после внутрибрюшинного введения ЛПС или физиологического раствора. Общее 
количество лейкоцитов в крови животных определяли с применением камеры Го-
ряева. Дифференцированный подсчет лейкоцитов проводили с использованием 
мазков крови, окрашенных по Романовскому–Гимзе. Установлено, что после вну-
трибрюшинного введения ЛПС в крови животных значительно возрастает число 
нейтрофилов. Абсолютное количество нейтрофилов в 1 мкл крови крыс группы 
контроля составило 1231,0 ± 118,7; у подопытных животных при введении ЛПС 
в дозе 1 мг/кг – 2610,6 ± 351,1 (p < 0,05); у подопытных животных при введении 
ЛПС в дозе 2 мг/кг – 5832,0 ± 717,4 (p < 0,05). 

Через 24 ч после введения ЛПС или физиологического раствора у животных 
выделяли шейные отделы спинного мозга (СIII–СIV) с соответствующими СМГ. 
Материал фиксировали в растворе цинк-этанол-формальдегида в течение 24 ч, 
обезвоживали в спиртах возрастающих концентраций и ксилоле и заливали в па-
рафин. Изготавливали серийные срезы толщиной 5 мкм. На полученных срезах 
после депарафинирования и регидратации проводили изучение реактивных изме-
нений клеток-сателлитов (КС) в ответ на острое системное воспаление. Традици-
онно для иммуногистохимического выявления КС используются антитела к белку 
S100, виментину, глутаминсинтетазе [22]. Однако данные белки экспрессируются 
как в интактных, так и в поврежденных СМГ и не являются подходящими мо-
лекулярными маркерами для идентификации КС в их реактивном состоянии 
в условиях патологии. В настоящем исследовании для изучения состояния КС 
при ЛПС-индуцированном воспалении применяли белок промежуточных фила-
ментов GFAP [23]. Связь между повышенной иммунореактивностью к GFAP и ак-
тивацией КС продемонстрирована в ряде исследований, выполненных на экспе-
риментальных моделях повреждения СМГ [11, 24–30]. Стоит отметить, что кроме 
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КС, GFAP способны также экспрессировать немиелинизирующие и репаратив-
ные нейролеммоциты. В настоящем исследовании мы не учитывали данные клет-
ки, вероятно, присутствующие при повреждении в дорсальном корешке. В работе 
использовали мышиные моноклональные антитела к глиальному фибриллярному 
кислому белку (клон SPM507, Abcam, Великобритания). Для выявления первич-
ных антител применяли систему детекции для иммуногистохимии UltraVision 
Quanto Detection System HRP (TL-060-QH; Thermo Fisher Scientific, США) с до-
бавлением нормальной крысиной сыворотки, полученной от крыс породы Вистар 
(Институт экспериментальной медицины). Для визуализации продукта реакции 
применяли хромоген 3',3-диаминобензидин DAB+ (Dako, Дания). Часть срезов 
подкрашивали толуидиновым синим. Полученные препараты анализировали 
при помощи светового микроскопа Leica DM750 (Германия), оснащенного ка-
мерой ICC50 (Leica, Германия). Для анализа микрофотографий использовали 
программное обеспечение LAS EZ (Leica, Германия). При оценке глиальной 
реакции был выбран метод подсчета, позволяющий исключить GFAP-содержа-
щие нейролеммоциты. При проведении анализа учитывались лишь GFAP-со-
держащие клетки, окружающие нейроны, то есть по морфологическим призна-
кам и расположению являющиеся КС. Для каждого животного определяли долю 
нейронов чувствительного ганглия, тело которых более чем на 50% окружности 
охвачено GFAP-иммунопозитивными КС [11, 29, 31]. Статистическую обработку 
полученных результатов проводили с помощью t-критерия Cтьюдента, различия 
считали значимыми при p < 0,05. Данные представлены на диаграмме с указанием 
стандартного отклонения от среднего. 

В дополнение к изучению реакции глиоцитов на острое системное воспале-
ние разной интенсивности в настоящем исследовании оценивали реактивные из-
менения клеток макрофагального ряда. Оценку структурных и количественных 
изменений макрофагов после введения ЛПС проводили с использованием моно-
клональных кроличьих антител к белку Iba-1 (клон JM36-62; ET1705-78; HuaBio). 
Для выявления первичных антител применяли систему детекции для иммуноги-
стохимии UltraVision Quanto Detection System HRP (TL-060-QH; Thermo Fisher 
Scientific, США) с добавлением нормальной крысиной сыворотки, полученной от 
крыс породы Вистар (Институт экспериментальной медицины). В ходе исследова-
ния подсчитывали общее количество Iba-1-иммунопозитивных клеток на единицу 
площади исследуемой зоны (1 мм2), то есть плотность распределения макрофагов. 
При подсчете учитывали только Iba-1-иммунопозитивные клетки, ядра которых 
расположены в плоскости среза. Сравнение данных проводилось на основе t-кри-
терия Cтьюдента, различия считали значимыми при p < 0,05. Данные представлены 
на диаграмме с указанием стандартного отклонения от среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ гистологических препаратов показал, что GFAP-содержащие глиоциты 
представляют собой мелкие уплощенные клетки с интенсивно окрашенной цито-
плазмой, образуют тонкую оболочку вокруг тела GFAP-иммунонегативного чув-
ствительного нейрона. В СМГ крыс контрольной группы GFAP-содержащие КС 
присутствуют лишь вокруг единичных нейронов (рис. 1а). У подопытных животных, 
через 24 ч после внутрибрюшинного введения ЛПС, большое количество нейронов 
ганглия окружено активированными GFAP-иммунопозитивными КС (рис. 1б).
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При количественной оценке числа нейронов, окруженных активированными 
глиоцитами, установлено, что по сравнению с контрольными животными доля 
таких клеток возрастает в 5 раз после введения ЛПС в дозе 1 мг/кг и в 12 раз при 
введении ЛПС в дозе 2 мг/кг (р < 0,05) (рис. 2). То есть отмечено увеличение экс-
прессии GFAP глиоцитами СМГ при увеличении дозы вводимого ЛПС в экспери-
ментальной модели воспаления на крысах.

При проведении иммуногистохимической реакции на Iba-1 показано, что ма-
крофаги интактного СМГ представляют собой амебоидные клетки с единичными 
короткими выростами, равномерно распределенные в пределах органа. Макрофаги 
преимущественно располагаются между сосудами и КС. Через 24 ч после внутри-
брюшинного введения ЛПС Iba-1-иммунопозитивные клетки приобретают от-
ростчатую морфологию (рис. 3). Такие клетки имеют округлое или овальное ядро, 
малый объем цитоплазмы и длинные ветвящиеся отростки, нередко окружающие 
сателлитную оболочку нейрона, вероятно, контактируя с ней. Отдельные отростки 
проникают под сателлитную оболочку.

В настоящем исследовании установлено, что в изученные сроки у экспери-
ментальных животных количество Iba-1-иммунопозитивных клеток на единицу 
площади СМГ значительно возрастает (рис. 4). Однако отмечено, что введение 
увеличенной в 2 раза дозы ЛПС не приводит к пропорциональному увеличению 
количества макрофагов в СМГ. Напротив, при введении ЛПС в дозе 2 мг/кг коли-
чество Iba-1-иммунопозитивных клеток в пределах ганглия возрастает в меньшей 
степени по сравнению с ганглиями крыс, получивших инъекцию ЛПС в дозе 
1 мг/кг.

Рис. 1. Чувствительные нейроны, окруженные GFAP-иммунопозитивными клетками-сател-
литами, в спинномозговом ганглии крысы контрольной группы (а) и подопытного животного 
после внутрибрюшинного введения ЛПС (2 мг/кг) (б); * – нейроны, окруженные активирован-
ными GFAP-иммунопозитивными клетками-сателлитами. Иммуногистохимическая реакция 
на GFAP. Масштабные отрезки: (а), (б) – 20 мкм
Fig. 1. Sensory neurons surrounded by GFAP-immunopositive satellite glial cells in the dorsal root gan-
glia of control rats (a) and experimental animals after intraperitoneal administration of LPS (2 mg/kg) (б); 
* – neurons surrounded by activated GFAP-immunopositive satellite glial cells. Immunohistochemical 
reaction to GFAP. Scale bars: (a), (б) – 20 µm
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Системное воспаление оказывает влияние на все системы и органы, в том числе 
нервную систему. Многочисленные исследования демонстрируют, что однократ-
ное парентеральное введение бактериального ЛПС запускает механизмы острого 
системного воспаления и приводит к прогрессирующему нейровоспалению [6, 32]. 

Рис. 2. Анализ количества нейронов спинномозгового ганглия крыс, окруженных активиро-
ванными GFAP-иммунопозитивными клетками-сателлитами, через 24 ч после введения ЛПС 
в различных дозах; * – р < 0,05; ** – р < 0,05
Fig. 2. Analysis of the number of rat dorsal root ganglion neurons surrounded by activated GFAP-immu-
nopositive satellite glial cells 24 hours after administration of different doses of LPS; * – p < 0.05; ** – p < 0.05

Рис. 3. Макрофаги в спинномозговом ганглии крысы контрольной группы (а) и подопытного 
животного (ЛПС 2мг/кг) (б). Иммуногистохимическая реакция на Iba-1. Масштабные отрезки: 
(а), (б) – 20 мкм
Fig. 3. Macrophages in the rat dorsal root ganglia of the control group (a) and experimental animals (LPS 
2 mg/kg) (б). Immunohistochemical reaction to Iba-1. Scale bars: (a), (б) – 20 µm
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Под термином нейровоспаление традиционно понимается воспалительная реакция 
в пределах ЦНС, опосредованная резидентными иммунными клетками – микро
глиоцитами (резидентными макрофагами ЦНС) и астроцитами, сопровождающая-
ся продукцией цитокинов, хемокинов и воспалительных ферментов [33]. В послед-
ние годы все чаще ведутся дискуссии о расширении термина «нейровоспаление» 
с включением в него также патологии периферической нервной системы, в частно-
сти СМГ [34]. В настоящее время реакция клеток ЦНС на системное воспаление 
изучается достаточно широко, в то время как механизмы реактивных изменений 
в органах периферической нервной системы описаны фрагментарно. 

Как отмечено ранее, основными участниками ЛПС-индуцированного воспа-
ления в ЦНС являются микроглиоциты и астроциты, которые играют решающую 
роль в реактивном нейровоспалении и последующих процессах, связанных с под-
держкой нейронов, гематоэнцефалического барьера и гомеостаза нервной ткани [6]. 
В периферической нервной системе клетки-сателлиты СМГ выполняют функции, 
в значительной мере сходные с астроцитами ЦНС: обеспечивают метаболическую 
поддержку нейронов, регулируют внеклеточный уровень калия и глутамата, образуют 
динамические Cx-43-содержащие щелевые каналы, реагируют процессом активации 
на нарушение гомеостаза, экспрессируют цитокины и хемокины [35]. Нами установ-
лено, что доля активированных КС чувствительного ганглия крыс после введения 
ЛПС значительно превышает аналогичный показатель у контрольных животных. 
В настоящее время остается вопрос, каким образом происходит распространение 
воспалительных сигналов в пределах СМГ. В единичных работах отмечено, что in vitro 
ЛПС оказывает зависимую от концентрации активацию сенсорных нейронов [14], 
однако отсутствует информация о дозозависимых эффектах эндотоксина на другие 
клеточные популяции СМГ. В последние годы появляются данные, свидетельствую-
щие о том, что ЛПС может напрямую активировать и сенсибилизировать сенсорные 
нейроны через ряд специфических рецепторов (TLR), вызывая болевые реакции 
и высвобождение нейротрансмиттеров [20, 36]. В этой связи стоит отметить, что 
рецепторы медиаторов воспаления присутствуют как на нейронах СМГ, так и на 

Рис. 4. Изменение количества макрофагов на единицу площади СМГ крысы через 24 ч после 
введения ЛПС в различных дозах; * – р < 0.05; ** – р < 0.05
Fig. 4. Changes in macrophage density per unit area in the rat dorsal root ganglia 24 h after administration 
of different doses of LPS; * – p < 0.05; ** – p < 0.05
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ненейрональных клетках. В настоящем исследовании проведена оценка влияние 
различных доз ЛПС на развитие реактивных изменений в глиоцитах ганглия. Нами 
установлено, что экспериментальное системное воспаление вызывает дозозависи-
мое увеличение количества активированных КС после воздействия возрастающих 
доз ЛПС. Молекулярные механизмы данного явления еще предстоит установить 
ввиду отсутствия ясности в вопросе о том, как происходит коммуникация между КС 
и нейронами при остром системном воспалении.

Вторая клеточная популяция ганглия, активно реагирующая на развитие острого 
системного воспаления – макрофаги, также является малоизученной. В литературе 
имеются данные о том, что число макрофагов в СМГ увеличивается при травме нерва, 
невритах, артритах, при воздействии химиотерапевтических препаратов [37–44], но 
их происхождение и функция не вполне понятны. Ряд исследований демонстри-
рует участие макрофагов СМГ в поддержании [45] и ослаблении воспалительной 
боли [42], активации роста нейритов при их повреждении [46]. Такие аспекты, как 
возможная гетерогенность и разнообразие функций макрофагов периферической 
нервной системы, лишь начинают изучаться. В настоящем исследовании установле-
но, что после однократного внутрибрюшинного введения ЛПС популяция макрофа-
гов ганглия становится более многочисленной. Как известно, в пределах СМГ барьер 
между периферической кровью и тканями СМГ имеет значительно более высокую 
проницаемость, чем в других органах нервной системы [47–50]. Несмотря на наличие 
исследований, демонстрирующих данные особенности, понимание механизмов, 
регулирующих проницаемость эндотелия в области барьера между кровеносным 
руслом и клетками СМГ (гематонейрональный барьер), остается недостаточным. 
Учитывая то, что большая доля макрофагов СМГ находится в тесном контакте с эндо-
телиальными клетками и перицитами [51], а парентеральное введение ЛПС приводит 
к активации эндотелия во всех сегментах сосудистой сети [51–52], можно предполо-
жить важную роль макрофагов в поддержании гематонейронального барьера, значе-
ние которого возрастает при системном воспалении. Уже через 3 ч после инъекции 
ЛПС экспрессия провоспалительных цитокинов (TNFα, IL-6, IL-1β) и ферментов 
(ЦОГ-2) в пределах СМГ значительно повышается [18]. Однако какие именно клетки 
обеспечивают экспрессию этих молекул, и как долго она сохраняется, обнаружено 
не было [18]. Можно предположить, что выявленное нами количественное увели-
чение популяции макрофагов может вносить вклад в продукцию цитокинов в пре-
делах органа. Полученные нами данные могут служить основой для последующих 
исследований фенотипических изменений популяции макрофагов СМГ (М1/М2) 
с применением специфических маркеров.

В настоящем исследовании нами отмечено, что макрофаги ганглия при введе-
нии ЛПС претерпевают значительные морфологические изменения, формируют 
большое количество отростков, контактирующих к сателлитной оболочкой ней-
ронов. До настоящего времени отсутствуют исследования, описывающие взаимо-
действия КС и макрофагов СМГ при остром системном воспалении. Для органов 
ЦНС показано, что при системном воспалении микроглия и астроциты переходят 
в активированное состояние, которое в значительной степени определяется вза-
имным влиянием двух популяций клеток посредством экспрессии провоспали-
тельных цитокинов и измененного состава секретируемых трансмиттеров [53–54]. 
При этом активация микроглии наступает непосредственно после воздействия, 
тогда как активация астроцитов наблюдается лишь через несколько дней [6, 55]. 
В настоящем исследовании установлено, что в СМГ уже через 24 ч после введения 
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ЛПС наблюдается активация КС, а также отмечается реакция макрофагов. То 
есть в отличие от ЦНС, в СМГ наблюдаются быстрые реактивные изменения как 
глиоцитов, так и макрофагов. Установленный факт открывает перспективы для 
дальнейшего исследования динамических взаимодействий двух популяций клеток 
СМГ-КС и макрофагов при остром системном воспалении.

Таким образом, в настоящем исследовании впервые установлено, что бóльшая 
доза ЛПС в бóльшей мере активирует сателлитную глию, в то время как к более 
интенсивной активации макрофагов приводит применение меньшей дозировки 
ЛПС. Данный факт может свидетельствовать о преобладании глиального отве-
та на системное воспаление в изученный срок. Для понимания биологического 
смысла и клинической значимости полученных данных необходимо дальнейшее 
углубленное изучение механизмов взаимодействия клеток-сателлитов и макрофа-
гов в спинномозговом ганглии. 
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