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Цели и задачи
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биологичес ких наук, фундаментальной и клинической медицины, увеличение значимости и авторитета российской медицинской науки за счет 
повышения качества научных публикаций.
Научно-практический медицинский журнал «Сеченовский вестник» публикует статьи по актуальным вопросам медико-биологических наук, клини-
ческой медицине. Издание предназначено для профессионалов в области здравоохранения.
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EDITORIAL

Уважаемые коллеги, 
дорогие друзья!

В 2023 году Первый Московский государствен-
ный медицинский университет имени И.М. Сеченова 
празднует 265 лет!

На протяжении всей своей деятельности Универ-
ситет является флагманом высших научных дости-
жений и занимает лидирующие позиции на россий-
ском и мировом рынках образовательных услуг, вос-
питывает поколения врачей с большой буквы, следуя 
девизу «Первый среди равных».

Мы гордимся нашим историческим наследием – 
многовековыми традициями медицинского факуль-
тета Императорского Московского университета, 
которые включали в себя безупречную репутацию, 
профессионализм, междисциплинарный подход, 
строгие этические и нравственные принципы.

Сеченовский Университет является alma mater 
для выдающихся деятелей отечественной медицины 
разных эпох. И сегодня, как и на протяжении более 
двух с половиной веков, ученые и врачи с мировым 
именем щедро передают свои знания и опыт следую-
щим поколениям.

По счастливому совпадению в дни празднования 
юбилея Университета выходит юбилейный – 50-й 
номер нашего журнала, который мы предлагаем ва-
шему вниманию. Это результат работы блестящих 
специалистов, выступивших его авторами, а также 
высокопрофессионального редакционного коллек-
тива, скрупулезно, ответственно и с полной отдачей 
готовящего каждый выпуск.

Нам есть чем гордиться: «Сеченовский вестник» 
издается четырнадцать лет, непрерывно развиваясь 
и совершенствуясь. Он с честью выполняет изна-
чально взятую на себя миссию предоставлять совре-
менную информацию по актуальным вопросам фун-
даментальных и клинических наук, а также о лучших 
клинических практиках. Мы уверенно владеем всем 
арсеналом классических и новейших публикацион-
ных форматов, включая современные медиатехноло-
гии, открыты для разнообразных научных жанров, 
передаем уникальный опыт известных врачей и уче-
ных и создаем тематические спецвыпуски с привле-
чением авторитетных экспертов мирового уровня. 

Знаменательно, что в разгар подготовки юбилейного 
номера журнал получил признание мирового сооб-
щества: вошел в международную наукометрическую 
базу Scopus.

Полагаю, не будет преувеличением утверждать, 
что сегодняшний «Сеченовский вестник» – боль-
ше, чем просто журнал. Это открытая платформа, 
объединяющая усилия исследователей, экспертов 
и практикующих специалистов в разных областях 
медицины с целью ответа на острые вопросы и вы-
зовы современности. Журнал будет развиваться 
и дальше, ориентируясь на новые направления наук 
о жизни. При этом наше особое внимание уделяется 
молодым исследователям, за которыми будущее на-
уки и медицины.

На протяжении всей истории человечества образ 
врача неотделим от образа исследователя и в сово-
купности с высшими нравственными началами оли-
цетворяет защиту и опору самой жизни. Весь коллек-
тив Сеченовского Университета искренне стремится 
соответствовать этой высокой миссии!

Главный редактор —
д.м.н., профессор, академик РАН,
ректор Сеченовского Университета;  П.В. Глыбочко
Председатель Совета ректоров медицинских  
и фармацевтических вузов России;
Вице-президент Российского Союза ректоров;
Сопредседатель Российско-китайской ассоциации  
медицинских университетов
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ОТ РЕДАКЦИИ 

Dear colleagues, dear friends!
In 2023, I.M. Sechenov First Moscow State Medical 

University celebrates 265 years!
Throughout the whole time of its activity the 

University has been a flagship of the highest scientific 
achievements and occupies a leading position in the 
Russian and world markets of educational services 
educating generations of Doctors with a Capital Letter, 
following the motto “First among equals”.

We are proud of our historical heritage – the centuries-
old traditions of the Medical Faculty of Imperial 
Moscow University that includes impeccable reputation, 
expertise, interdisciplinary approach, strict ethical and 
moral principles.

Sechenov University is Alma Mater for outstanding 
figures of the Russian medicine of different historical 
periods. And today, as for more than two and a 
half centuries, world-known scientists and doctors 
generously pass their knowledge and experience to the 
next generations. By a lucky coincidence, during the 
celebration of the University’s Anniversary, the 50th 
Anniversary issue of our Sechenov Medical Journal is 
published – and we offer it to your attention. It is a work 
result of brilliant specialists who acted as its authors, 
as well as a highly professional editorial board that 
carefully, responsibly and with a full dedication prepare 
each issue of the Medical Journal.

We have a lot to be proud of: Sechenov Medical 
Journal has been published for fourteen years, 
continuously developing and improving. It honorably 

fulfills its original mission to provide up-to-date 
information on topical issues of fundamental and clinical 
sciences, as well as on the best clinical practices. We 
are confidently mastering the entire arsenal of classic 
and latest publication formats, including modern media 
technologies, are open to a variety of scientific genres, 
transfer the unique experience of famous physicians 
and scientists and create thematic special issues with 
the involvement of authoritative world-class experts. 
It is a significant fact that during the preparation of the 
anniversary issue the Journal was recognized by the 
world community by entering the international scientific 
database Scopus.

I believe it is no exaggeration to say that today’s 
Sechenov Medical Journal is more than just a journal. 
It is an open platform that unites the efforts of 
researchers, experts and practicing professionals in 
different fields of medicine in order to answer acute 
questions and challenges of our time. The journal will 
continue to evolve further, focusing on new areas of 
life sciences. At the same time, our special attention 
is paid to young researchers, who are the future of 
science and medicine.

Throughout the history of mankind, the image of a 
doctor is inseparable from the image of a researcher and, 
together with the highest moral principles, represents 
the defense and support of life itself. The entire staff of 
Sechenov University sincerely strives to fulfill this high 
mission!

Editor-in-Chief,
Dr. of Sci. (Medicine), Professor,
member of the Russian Academy of Sciences,
Rector of Sechenov University;  Petr V. Glybochko
Chairman of the Association “Council of Rectors 
of Medical and Pharmaceutical Educational
Institutes of Russia”;
Vice-President of the Russian Union of Rectors;
Co-Chairman of the Sino-Russian Association  
of Medical Universities
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EDITORIAL

Уважаемые коллеги!

Мы рады представить вашему вниманию специальный 
выпуск журнала «Сеченовский вестник», посвященный во-
просам гистологии и клеточной биологии, а также смежных 
дисциплин.

Гистология и клеточная биология являются фундамен-
тальными разделами медицинской науки, открывающими 
перед учеными почти безграничный потенциал для ис-
следования. Практическая значимость новых разработок 
в этой области не может быть переоценена: знание о струк-
туре всегда неразрывно связано с пониманием нормальной 
функции и возможных механизмов ее нарушения.

Данный выпуск включает в себя обзорные и экспери-
ментальные работы по особенностям структурно-функцио-
нального состояния различных органов и тканей: строению 
центральной и периферической нервной систем в норме 
и при различных воздействиях; путям повышения регене-
ративного потенциала мезенхимных стромальных клеток; 
структурным изменениям мышечной ткани наружного 
сфинктера прямой кишки на фоне гипогонадизма.

Важно отметить, что этот номер выходит в дни празд-
нования 265-летнего юбилея нашего университета, вы-
пускник которого русский гистолог, эмбриолог и физиолог 
Александр Иванович Бабухин (1827–1891 гг.) посвятил 
свою жизнь становлению и развитию московской гистоло-
гической школы.

И сегодня, в условиях научно-технического прогресса 
и доступности новейших методов диагностики, морфоло-
гические исследования не только не теряют своей актуаль-
ности, но, активно развиваясь, позволяют построить мно-
жество междисциплинарных взаимосвязей, без которых 
немыслим научный рост.

Надеемся, что содержание данного тематического номе-
ра окажется полезным не только с позиции понимания стро-
ения органов и тканей человека, но и сподвигнет на разви-
тие этого важнейшего научного направления.

Кузнецов Сергей Львович
доктор медицинских наук, член-корреспондент РАН, 

академик РАЕН,
член Президиума Научного медицинского общества 

анатомов, гистологов и эмбриологов России,
профессор кафедры анатомии и гистологии человека 

Института клинической медицины им. Н.В. Склифосовского 
ФГАОУ ВО «Первый МГМУ им. И.М. Сеченова» 

(Сеченовский Университет)

Dear Colleagues!
We are pleased to present to your attention a special issue of 

the Sechenov Medical Journal, dedicated to histology and cell 
biology, as well as related disciplines.

Histology and cell biology are fundamental branches of 
medical science, opening almost limitless research potential 
for scientists. The practical significance of new developments 
in this area cannot be overestimated: knowledge of structure 
is always inextricably linked with an understanding of normal 
function and possible mechanisms for its violation.

This issue presents reviews and experimental research 
focusing on the structure and function of various organs and 
tissues: the structure of the central and peripheral nervous system 
in normal conditions and under various factors; ways to increase 
the regenerative potential of mesenchymal stromal cells; 
structural changes in the muscle tissue of the external sphincter 
of the rectum against the background of hypogonadism.

It is important to note that this issue is published during the 
celebration of the 265th anniversary of our university, whose 
graduate, Russian histologist, embryologist, and physiologist 
Alexander Babukhin (1827–1891) devoted his life to the 
formation and development of the Moscow Histological School.

And today, in the context of scientific and technological 
progress and the availability of the latest diagnostic methods, 
morphological studies not only stay completely relevant 
but continue to actively develop, allow us to build many 
interdisciplinary relationships, without which scientific growth 
is unthinkable.

We hope that the content of this theme issue will be useful not 
only from the standpoint of understanding the structure of human 
organs and tissues but will also encourage the development of 
this one of the most important scientific disciplines.

Sergey L. Kuznetsov
Dr. of Sci. (Medicine), Corresponding Member  

of the Russian Academy of Sciences, Academician  
of the Russian Academy of Natural Sciences, Member  

of the Presidium of the Scientific Medical Society of Anatomists, 
Histologists and Embryologists of Russia,

Professor of the Department of Human Anatomy and 
Histology, Institute of Clinical Medicine  

named after N.V. Sklifosovsky, Sechenov First Moscow State 
Medical University (Sechenov University)
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КЛЕТОЧНАЯ БИОЛОГИЯ, ЦИТОЛОГИЯ, ГИСТОЛОГИЯ

Обзор / Review
УДК 616-003.93-085(048)
https://doi.org/10.47093/2218-7332.2023.14.3.7-18

Пути повышения регенеративного потенциала мезенхимных 
стромальных клеток

О.В. Паюшина, Д.А. Цомартова, Е.В. Черешнева, М.Ю. Иванова,  
С.Г. Мухамедова, М.С. Павлова, С.Л. Кузнецов

ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет 
им. И.М. Сеченова» Минздрава России (Сеченовский Университет) 

ул. Трубецкая, д. 8, стр. 2, г. Москва, 119991, Россия

Аннотация
Способность мезенхимных стромальных клеток (МСК) мигрировать в тканевые дефекты и стимулировать 
регенерацию делает их ценным ресурсом для клеточной терапии. Однако во многих случаях культивирова-
ние in vitro и влияние патологического микроокружения в организме пациента снижают жизнеспособность 
и терапевтическую эффективность МСК, поэтому их регенеративный потенциал нуждается в усилении. Пре-
кондиционирование гормонами, цитокинами, различными химическими или физическими факторами, куль-
тивированием в трехмерном окружении или при пониженном содержании кислорода позволяет повысить 
способность МСК заселять поврежденную ткань, выживать в ней и продуцировать регуляторные молекулы 
для регенерации. Тех же целей можно достичь путем генетической модификации МСК. Кроме того, с помо-
щью трансфицированных МСК возможна доставка в ткань генов, необходимых для лечения наследственных 
или онкологических заболеваний. Наконец, альтернативой, позволяющей избежать снижения терапевтиче-
ского потенциала трансплантируемых в последующем МСК при культивировании, может служить стимуля-
ция миграции эндогенных клеток пациента из тканевых ниш через системный кровоток в область поврежде-
ния. Разработка перечисленных подходов открывает путь к повышению эффективности использования МСК 
в регенеративной медицине.

Ключевые слова: регенеративная медицина; клеточная терапия; прекондиционирование; генетическая мо-
дификация; мобилизация клеток; миграция клеток; хемоаттрактанты
Рубрики MESH:
МЕДИЦИНА РЕГЕНЕРАТИВНАЯ – МЕТОДЫ
СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК МЕЗЕНХИМНЫХ ТРАНСПЛАНТАЦИЯ – МЕТОДЫ
ОБЗОР
Для цитирования: Паюшина О.В., Цомартова Д.А., Черешнева Е.В., Иванова М.Ю., Мухамедова С.Г., Павло-
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Ways to increase the regenerative potential of mesenchymal 
stromal cells

Olga V. Payushina, Dibakhan A. Tsomartova, Elizaveta V. Chereshneva,
Marina Yu. Ivanova, Svetlana G. Mukhamedova, Mariya S. Pavlova, Sergey L. Kuznetsov

Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University) 
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Abstract
The ability of mesenchymal stromal cells (MSCs) to migrate into tissue defects and stimulate regeneration 
makes them a valuable resource for cell therapy. However, in many cases, in vitro cultivation and the influence of 
the pathological microenvironment in the patient’s body reduce the viability and therapeutic efficacy of MSCs, so 
their regenerative potential needs to be strengthened. Preconditioning with hormones, cytokines, various chemical 
or physical factors, cultivation in a three-dimensional environment or at a reduced oxygen content improves the 
ability of MSCs to colonize damaged tissue, survive in it, and produce regulatory molecules for regeneration. The 
same goals can be achieved by genetic modification of MSCs. In addition, with the help of transfected MSCs, it is 
possible to deliver genes necessary for the treatment of hereditary or oncological diseases into the tissue. Finally, an 
alternative to avoid a decrease in the therapeutic potential of subsequently transplanted MSCs during cultivation can 
be stimulation of the migration of endogenous patient cells from tissue niches through the systemic circulation to 
the area of damage. The development of these approaches opens the way to increasing the efficiency of using MSCs 
in regenerative medicine.
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Список сокращений:
МСК – мезенхимные стромальные клетки
Bcl-2 – B-cell lymphoma 2, регулятор апоптоза белок 
В-клеточной лимфомы-2
bFGF – Basic fibroblast growth factor, основной фак-
тор роста фибробластов
BMP-2 – Bone morphogenetic protein-2, костный мор-
фогенетический белок-2
EGF – Epidermal growth factor, эпидермальный фак-

тор роста
ERK – Extracellular signal-regulated kinase, киназа, ре-
гулируемая внеклеточными сигналами
G-CSF  – Granulocyte colony-stimulating factor, грану-
лоцитарный колониестимулирующий фактор
GM-CSF – Granulocyte-macrophage colony-stimulating 
factoг, гранулоцитарно-макрофагальный колоние-
стимулирующий фактор
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HGF  – Hepatocyte growth factor, фактор роста гепа-
тоцитов
IGF-1 – Insulin-like growth factor-1, инсулиноподобный 
фактор роста
ILK – Integrin-linked kinase, интегрин-связанная киназа
NO – оксид азота
AKT – protein kinase B, протеинкиназа B (более подроб-
но о происхождении аббревиатуры AKT см. в сноске1)
О2 – oxygen, кислород
PDGF  – Platelet-derived growth factor, тромбоцитар-
ный фактор роста
PI3K  – Phosphoinositide 3-kinase, фосфоинозитид-3-
киназа
RhoA  – Ras homolog family member A, член семей-

ства гомологов Ras A
ROCK  – Rho-associated coiled-coil kinase, Rho-
ассоциированная спиральная киназа
SDF-1  – Stromal cell-derived factor-1, фактор стро-
мального происхождения-1
TGF-β – Transforming growth factor-β, трансформиру-
ющий фактор роста-β
TNF-α – Tumor necrosis factor alpha, фактор некроза 
опухолей альфа
TRAIL  – Tumor necrosis factor-related apoptosis-
inducing ligand, родственный фактору некроза опухо-
ли апоптоз-индуцирующий лиганд
VEGF – Vascular endothelial growth factor, сосудистый 
эндотелиальный фактор роста

КЛЮЧЕВЫЕ ПОЛОЖЕНИЯ HIGHLIGHTS

Мезенхимные стромальные клетки представляют собой пер-
спективный ресурс для клеточной терапии, однако во многих 
случаях их способность стимулировать регенерацию тканей 
нуждается в усилении.

Mesenchymal stromal cells are a promising resource for cell therapy, 
but in many cases their ability to stimulate tissue regeneration 
needs to be improved.

Прекондиционирование мезенхимных стромальных клеток, 
направленное на модификацию свойств клеток, адаптацию 
к микроокружению поврежденной ткани или активацию опре-
деленных сигнальных путей, позволяет повысить их выжива-
емость в неблагоприятных условиях в организме реципиента 
и терапевтическую эффективность.

Preconditioning of mesenchymal stromal cells, aimed at 
modification of cell properties, adapting to the damaged tissue 
microenvironment, or activating certain signaling pathways, can 
increase their survival in the recipient’s body and therapeutic 
efficacy.

С помощью генетической модификации повышают способность 
мезенхимных стромальных клеток заселять поврежденные тка-
ни и продуцировать факторы, способствующие регенерации.

The ability of mesenchymal stromal cells to engraft in damaged 
tissues and produce factors promoting regeneration can also be 
enhanced by their genetic modification.

Прекондиционирование и генетическая модификация позво-
ляют не только усилить прорегенеративные свойства мезен-
химных стромальных клеток, но и изменить их в необходимом 
направлении.

Both preconditioning and genetic modification of mesenchymal 
stromal cells make it possible not only to improve their pro-
regenerative properties but also to change them in the required 
direction.

Альтернативой трансплантации размноженных in vitro донор-
ских или аутологичных мезенхимных стромальных клеток 
может служить воздействие на эндогенные клетки пациента 
с целью их мобилизации в кровоток и/или стимуляции мигра-
ции в область повреждения.

An alternative to transplantation of donor or autologous 
mesenchymal stromal cells can be an impact on patient’s 
endogenous cells in order to mobilize them from tissue niches into 
the bloodstream and/or stimulate their migration into the site of 
injury.

Развитие регенеративной медицины, направлен-
ной на восстановление пораженных патологическим 
процессом ткани или органа, представляет собой 
одно из актуальных направлений медицинской нау-
ки. Перспективным ресурсом служат мезенхимные 
стромальные клетки (МСК). Это гетерогенная по-
пуляция стволовых клеток с фибробластоподобной 
морфологией и высоким пролиферативным потенци-
алом. Они обладают способностью к продукции био-
активных факторов и дифференцировке в различных 
направлениях [1]. МСК присутствуют во многих 
тканях и органах (в частности, в костном мозге, жи-
ровой ткани и пуповине), локализуясь прежде все-
го среди периваскулярных клеток [2], и могут быть 

идентифицированы по адгезивности к культурально-
му пластику, присутствию поверхностных антигенов 
CD73, CD90, CD105 при отсутствии CD11b, CD14, 
CD19, CD34, CD45, CD79a или HLA-DR, а также 
по наличию остеогенных, адипогенных и хондроген-
ных потенций [3].

Согласно современным представлениям, МСК яв-
ляются не только предшественниками клеток различ-
ных соединительных тканей, но и универсальными 
регуляторами тканевого гомеостаза. Ценность МСК 
для регенеративной медицины обусловлена их спо-
собностью мигрировать в зоны повреждения тканей 
в ответ на выделяемые последними хемотаксические 
стимулы [4–6] и оказывать комплексное воздействие 

1 Xie J., Weiskirchen R. What Does the “AKT” Stand for in the Name “AKT Kinase”? Some Historical Comments. Front Oncol. 2020 Aug 
11;10:1329. https://doi.org/10.3389/fonc.2020.01329. PMID: 32850422
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на все стадии процесса восстановления, главным об-
разом за счет паракринной секреции широкого на-
бора регуляторных молекул [7]. Терапевтические эф-
фекты трансплантации аутологичных или донорских 
МСК, размноженных in vitro, исследуются в много-
численных клинических испытаниях, число которых 
только за период с 2015 по 2021 г. превышает 400 
[7]. Терапия с помощью локального или системно-
го введения МСК демонстрирует обнадеживающие 
результаты при иммуноконфликтных состояниях, 
заболеваниях сердца, нервной системы, опорно-дви-
гательного аппарата, почек и в ряде других случаев 
[2, 7, 8]. В частности, противовоспалительные и им-
муномодулирующие свойства МСК дают надежду 
на их успешное применение в лечении новой корона-
вирусной инфекции COVID-19, что подтверждается 
данными ряда клинических испытаний о снижении 
смертности и уменьшении выраженности симптомов 
у пациентов с тяжелой формой заболевания при тера-
пии этими клетками [9].

Однако не во всех случаях трансплантация МСК 
пациентам дает ожидаемый терапевтический эффект. 
Отчасти это связано с тем, что в ходе культивирова-
ния in vitro, необходимого для наращивания клеточ-
ной массы с целью последующей трансплантации, 
МСК подвергаются репликативному старению, сни-
жающему не только их пролиферативный потенци-
ал, но и способность стимулировать регенеративные 
процессы. Подобные изменения свойств аутологич-
ных МСК происходят также in vivo у пожилых паци-
ентов [10]. Другая серьезная проблема – негативное 
влияние патологически измененного микроокруже-
ния на выживаемость МСК. Повреждение тканей, 
как правило, сопровождается развитием гипоксии, 
окислительного стресса, выделением эндогенных 
токсинов и воспалительных медиаторов. В этих ус-
ловиях трансплантированные МСК преждевременно 
гибнут, не успевая в полной мере проявить свои про-
регенеративные свойства [1].

Широкомасштабное использование МСК 
в клинической практике требует разработки методов, 
в наибольшей степени обеспечивающих сохранение 
их жизнеспособности и терапевтической эффектив-
ности. Эта цель может быть достигнута путем пре-
кондиционирования или генетической модификации 
МСК в ходе их экспансии in vitro либо путем актива-
ции эндогенных МСК пациента без необходимости 
их выделения, культивирования и трансплантации 
в условиях сопутствующих проблем и ограниче-
ний. Рассмотрение данных подходов к повышению 
эффективности применения МСК в регенеративной 
медицине является целью настоящего обзора.

ПРЕКОНДИЦИОНИРОВАНИЕ IN VITRO
Под прекондиционированием понимают различ-

ные физические или фармакологические воздействия 
на организм с целью повышения его устойчивости 

к повреждающим факторам (таким, как, например, 
гипоксия). Прекондиционированию могут быть 
подвергнуты и отдельные органы. Так, в работе 
Гаджиевой и соавторов [11] обработка изолирован-
ного сердца крысы креатинфосфатом перед индукци-
ей ишемии оказывала защитное действие на сокра-
тительную способность миокарда. Применительно 
к клеткам прекондиционирование означает их 
культивирование в условиях, способствующих по-
вышению их терапевтического потенциала при по-
следующем введении пациенту. В случае МСК оно 
может быть направлено на повышение способности 
к миграции и адгезии, размножению и заполнению 
области дефекта (за счет усиления пролифератив-
ной активности), а также на придание устойчивости 
к неблагоприятным условиям поврежденной ткани. 
Кроме того, прекондиционирование позволяет клет-
кам усилить секрецию цитокинов и иных регулятор-
ных молекул и/или изменить в необходимом направ-
лении спектр продуцируемых факторов. Эти цели 
могут быть достигнуты введением в состав среды 
гормонов, цитокинов или факторов роста, воздей-
ствием на клетки физическими факторами, культи-
вированием в трехмерных условиях, при понижен-
ном содержании кислорода (O2) или в присутствии 
бактериальных токсинов и другими способами.

Можно выделить три основные стратегии пре-
кондиционирования МСК.

Стратегия 1. Создание наиболее физиологич-
ных условий культивирования, воспроизводящих 
естественное микроокружение МСК.

Этот подход направлен на то, чтобы наилучшим 
образом сохранить свойства клеток, присущие им 
в организме и теряющиеся при культивировании 
в стандартных условиях. В частности, в обычной 
монослойной культуре не удается в полной мере 
воспроизвести контактные взаимодействия клеток 
между собой и с внеклеточным матриксом, суще-
ствующие в трехмерном окружении их тканевых 
ниш. Культивирование МСК в виде сфероидов, 
в определенной степени имитирующее это окру-
жение, приводит к усиленной экспрессии маркеров 
стволовых клеток [12], ангиогенных, антиапоптоти-
ческих и противовоспалительных факторов [12–14], 
повышению устойчивости к окислительному стрес-
су [14] и потенций к дифференцировке [15]. В экс-
периментах in vivo сфероиды МСК демонстрируют 
более высокую способность выживать в организме 
реципиента [13, 16] и улучшать состояние повреж-
денных органов [12, 13, 16], чем суспензии клеток 
из монослойных культур.

Для прекондиционирования МСК используют 
и различные гуморальные регуляторы их активно-
сти, в частности: основной фактор роста фибробла-
стов (basic fibroblast growth factor, bFGF), эпидер-
мальный фактор роста (epidermal growth factor, EGF), 
тромбоцитарный фактор роста (platelet-derived 
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growth factor, PDGF), инсулиноподобный фактор 
роста-1 (insulin-like growth factor-1, IGF-1). Они сти-
мулируют пролиферацию и миграцию МСК [17–19], 
а bFGF, кроме того, препятствует их старению in vi-
tro [20]. Известно также, что под действием bFGF 
[21] и EGF [22] МСК усиленно продуцируют регу-
ляторные молекулы, стимулирующие регенератив-
ные процессы. После культивирования в присут-
ствии этих факторов МСК, трансплантированные 
экспериментальным животным, демонстрируют 
повышенную терапевтическую эффективность. 
Например, на модели инфаркта миокарда показано 
усиленное функциональное восстановление сердца 
в случае прекондиционирования МСК PDGF [23], 
а также bFGF и IGF-1 [24], а МСК, обработанные 
EGF, эффективнее стимулировали ангиогенез и вос-
станавливали кровоснабжение в областях ишемии 
конечностей [25]. Повышение регенеративного по-
тенциала МСК может быть достигнуто и с помощью 
фактора роста гепатоцитов (hepatocyte growth factor, 
HGF), трансформирующего фактора роста-β (trans-
forming growth factor-β, TGF-β), фактора стромаль-
ного происхождения-1 (stromal cell-derived factor-1, 
SDF-1), мелатонина, окситоцина и др. [26].

Важной особенностью тканевого микроокру-
жения МСК является низкое содержание O2 – от 1 
до 14% [10]. Таким образом, стандартные условия 
культивирования при 20–21% O2 не оптимальны. 
Снижение содержания O2 до физиологических вели-
чин (от 1 до 5%) повышает генетическую стабиль-
ность культивируемых МСК, их пролиферативный 
потенциал и способствует миграции, лучшему вы-
живанию, сохранению недифференцированного ста-
туса, усилению продукции цитокинов и факторов 
роста [1, 10, 27–29], подавлению процессов реплика-
тивного старения [30] и снижению чувствительности 
к окислительному стрессу [31]. После трансплан-
тации животным-реципиентам такие МСК лучше 
приживаются в патологически измененных тканях, 
в частности при повреждении мышц [29], ишемии 
нижних конечностей [27] и головного мозга [28].

Стратегия 2. Культивирование в стрессовых 
условиях.

В известной степени противоположный преды-
дущему, этот подход направлен на адаптацию МСК 
к неблагоприятным условиям микроокружения. 
Он включает культивирование в условиях жесткой 
гипоксии (менее 1% O2) [1], повышенной темпера-
туры (выше стандартных +37 °С) [10], дефицита сы-
воротки [32] или глюкозы [10], в присутствии пере-
киси водорода [33], бактериальных эндотоксинов 
[34] и провоспалительных цитокинов [35–37], воз-
действия ультрафиолетовым [38] или лазерным [39] 
излучением. Культивирование позволяет повысить 
устойчивость клеток к апоптозу [10, 34, 38, 40], про-
лиферацию [10], миграцию [38] и секреторную ак-
тивность [10, 33, 36–40], предупредить старение [10]. 

Варьируя набор стрессовых условий, можно воспро-
извести особенности микроокружения при конкрет-
ном заболевании и получить МСК со свойствами, 
необходимыми для его лечения. Так, ишемическое 
микроокружение с характерными тканевой гипокси-
ей и окислительным стрессом может быть смодели-
ровано добавлением в культуру перекиси водорода 
или снижением содержания O2 до 0,5% – преконди-
ционированные этими условиями МСК усиленно 
стимулируют ангиогенез при инфаркте миокарда [33, 
40]. Культивирование МСК с бактериальными липо-
полисахаридами [34] или интерфероном-γ [35], в том 
числе при его сочетании с интерлейкином-1ß [36] 
или фактором некроза опухолей альфа (tumor necro-
sis factor alpha, TNF-α) [37], придает клеткам проти-
вовоспалительные свойства, которые проявляются, 
в частности на моделях сепсиса [34] и колита [35]. 
При добавлении в культуральную среду экстрак-
та поврежденной мозговой ткани МСК усиливают 
продукцию сигнальных молекул, стимулирующих 
нейрогенез и восстановление когнитивных функций 
у крыс с травмой головного мозга [41].

Стратегия 3. Направленное изменение харак-
теристик МСК.

Придание клеткам необходимых свойств для по-
вышения их эффективности в лечении тех или иных 
заболеваний возможно не только путем имитации 
in vitro патологического микроокружения, но и с по-
мощью фармакологических агентов, воздействую-
щих на внутриклеточные сигнальные пути. Показано, 
например, что прекондиционирование S-нитрозо-N-
ацетилпеницилламином как донором оксида азота 
(NO) улучшает выживание МСК в культуре и при-
живление в зоне ишемии почки посредством акти-
вации внутриклеточного сигнального пути, цен-
тральными компонентами которого являются фер-
менты фосфоинозитид-3-киназа (phosphoinositide 
3-kinase, PI3K) и протеинкиназа B (AKT) [42], а об-
работка клеток полирибоцитидиловой кислотой, яв-
ляющейся лигандом Toll-подобного рецептора-3, 
через активацию пути Notch-1 повышает иммуно-
супрессивные свойства МСК на экспериментальной 
модели колита [43]. Эффект аторвастатина, повы-
шающего терапевтическую эффективность и при-
живление МСК в поврежденном миокарде, связан 
с ингибированием сигналинга через член семейства 
гомологов Ras A (Ras homolog family member A, 
RhoA) / Rho-ассоциированную спиральную кина-
зу (Rho-associated coiled-coil kinase, ROCK)/киназу, 
регулируемую внеклеточными сигналами (extracel-
lular signal-regulated kinase, ERK) [44] и активацией 
NO-синтазы [45].

В тех случаях, когда прорегенеративный эффект 
МСК связан не только с их паракринной активно-
стью, но и с замещением погибших клеток ткани пу-
тем дифференцировки, МСК могут быть обработаны 
индукторами in vitro. По некоторым данным, такие 
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клетки демонстрируют повышенную способность 
к образованию костной ткани в организме реципиен-
та [46] и заживлению дефектов хряща [47].

ГЕНЕТИЧЕСКАЯ МОДИФИКАЦИЯ
В экспериментальных исследованиях изучается 

возможность повышения и направленного измене-
ния терапевтического потенциала МСК методами 
генетической инженерии. Для введения дополни-
тельных генов в МСК могут быть использованы 
как векторы на основе аденовирусов, лентивирусов 
и ретровирусов, так и невирусные системы достав-
ки ДНК с помощью плазмид, полимеров, липосом, 
методом электропорации, а также технологии редак-
тирования генома CRISPR/Cas9 [26, 48]. Как и пре-
кондиционирование, генетическая модификация по-
вышает выживаемость МСК и способность заселять 
поврежденные ткани в организме пациента. МСК, 
трансфицированные генами, кодирующими регуля-
тор апоптоза белок В-клеточной лимфомы-2 (B-cell 
lymphoma 2, Bcl-2) и сосудистый эндотелиальный 
фактор роста (vascular endothelial growth factor, 
VEGF), менее склонны к апоптозу в ишемическом 
микроокружении [49], а трансдуцированные геном 
каталазы более устойчивы к окислительному стрес-
су [50]. Важную роль в миграции МСК в тканевой 
дефект играет взаимодействие с хемокином SDF-1, 
усиленно продуцируемым в поврежденных тканях, 
через рецептор CXCR4 [5, 6].

Генетическая модификация МСК позволяет по-
высить их регенеративный потенциал за счет уси-
ления продукции цитокинов и факторов роста. Так, 
МСК, сверхэкспрессирующие CXCR4, активнее 
заселяют ткани реципиента и стимулируют регене-
рацию, в частности на моделях инфаркта миокарда 
[51] и воспалительных заболеваний кишечника [52]. 
МСК, сверхэкспрессирующие VEGF, с высокой эф-
фективностью стимулируют ангиогенез, например 
в области инфаркта головного мозга [53]. Внедрение 
в МСК гена костного морфогенетического белка-2 
(bone morphogenetic protein-2, BMP-2) усилива-
ет остеогенные потенции как in vitro, так и in vivo 
на модели трансплантации в костные дефекты кри-
тического размера [54]. Ускорение регенерации кост-
ной ткани за счет стимуляции остео- и ангиогенеза 
показано также на примере трансплантации МСК, 
трансфицированных геном bFGF [55]. Повышенная 
терапевтическая эффективность МСК, сверхэкспрес-
сирующих ген PDGF, была отмечена на модели 
остеонекроза [56], сверхэкспрессирующих ген IGF-
1 – на модели остеоартрита [57], а клетки, трансфи-
цированные геном HGF, улучшали состояние печени 
при циррозе [58].

Удержание трансплантированных МСК в зоне де-
фекта можно усилить и путем введения в них генов, 
контролирующих адгезию к компонентам внекле-
точного матрикса, – например интегрин-связанной 

киназы (integrin-linked kinase, ILK) [59]. Кроме того, 
модифицированные МСК могут служить средством 
доставки в ткань материала, необходимого для кор-
рекции генетических дефектов при наследственных 
заболеваниях: генов, кодирующих α1- и α2-цепи кол-
лагена I типа COL1A1 и COL1A2, для лечения несо-
вершенного остеогенеза [60]; гена фактора свертыва-
ния VIII для лечения гемофилии [61] и др.

Клетки, трансфицированные геном интерлейки-
на-10, обладают усиленной способностью подавлять 
иммунные реакции, в частности отторжение алло-
трансплантатов роговицы [62]. Ведутся исследова-
ния применимости МСК в генной терапии онкологи-
ческих заболеваний, позволяющей за счет тропности 
к опухолям адресно доставлять гены с противоопу-
холевой активностью. МСК могут быть трансфици-
рованы генами цитокинов, усиливающих иммунный 
ответ, таких как интерферона-β [63], или родственно-
го фактору некроза опухоли апоптоз-индуцирующего 
лиганда (tumor necrosis factor-related apoptosis-induc-
ing ligand, TRAIL), вызывающего гибель опухолевых 
клеток [64], либо ферментов бактериальной цито-
зиндезаминазы или вирусной тимидинкиназы, ката-
лизирующих образование цитотоксических веществ 
[65]. Способность генетически модифицированных 
МСК подавлять рост опухолей показана как in vitro 
[64, 65], так и на экспериментальных животных [63, 
65]. Однако введение онкологическим пациентам 
МСК с иммуносупрессивными свойствами сопрово-
ждается определенным риском. Трансфекция генами 
цитозиндезаминазы или тимидинкиназы, продукты 
которых токсичны не только для клеток опухоли, 
но и для самих МСК, может снизить терапевтиче-
ский эффект вследствие преждевременной гибели 
трансплантированных клеток.

В этой связи разрабатываются методы, позволя-
ющие контролировать судьбу МСК в организме па-
циента путем инициации в них апоптоза. Результаты 
экспериментов по совместной трансфекции МСК ге-
ном TRAIL и индуцибельным геном каспазы-9, в ко-
торых клетки эффективно уничтожали агрессивный 
тип саркомы in vitro, свидетельствуют о том, что про-
апоптотические механизмы могут успешно сосуще-
ствовать с противоопухолевыми [64].

АКТИВАЦИЯ ЭНДОГЕННЫХ МСК
Альтернативным подходом к трансплантации 

аутологичных или донорских МСК, размноженных 
in vitro, может служить воздействие на эндогенные 
МСК пациента с целью их мобилизации из ткане-
вых ниш и привлечения в пораженную область. 
Применение подхода, основанного на усилении спо-
собности МСК к миграции в дефекты тканей, по-
зволяет избежать проблем, связанных с выделением 
и культивированием клеток in vitro, в частности сни-
жением терапевтического потенциала в ходе пасси-
рования.
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Как известно, при повреждении тканей МСК спо-
собны выходить в системный кровоток для последу-
ющей миграции в пораженную область [6, 66]. Их 
мобилизация из депо в периферическую кровь может 
быть стимулирована путем внутривенного введения 
гранулоцитарного колониестимулирующего фак-
тора (granulocyte colony-stimulating factor, G-CSF) 
[67, 68], гранулоцитарно-макрофагального колони-
естимулирующего фактора (granulocyte macrophage 
colony-stimulating factor, GM-CSF) [69], TGF-β [70], 
субстанции P [71], VEGF [71]. Для усиления мобили-
зующего эффекта ряд авторов сочетают применение 
этих факторов с обратимой блокировкой связывания 
рецептора CXCR4 на поверхности МСК с присут-
ствующим в их тканевых нишах SDF-1. Введение 
ингибитора CXCR4 AMD3100 препятствует удержа-
нию МСК в костном мозге и других депо и ведет к их 
более эффективному выходу в циркуляцию в ответ 
на G-CSF [72], VEGF [73] и другие стимулы [74].

Вместо мобилизации эндогенных МСК в крово-
ток или в дополнение к ней возможна также стимуля-
ция их направленной миграции в зону поражения пу-
тем локального введения хемоаттрактантов, прежде 
всего SDF-1 [75–78]. Хемотаксическими стимулами 
для МСК могут служить также bFGF [79], TGF-β 
[80], а по данным исследований in vitro – EGF, IGF-1, 
BMP-2, -4 и -7, HGF и ряд других факторов [81]. Эти 
вещества могут быть введены в пораженную область 
путем инъекции [75, 76, 79] или в составе скаффолда, 
обеспечивающего длительное поддержание высокой 
местной концентрации и постепенное высвобожде-
ние [77, 78, 80].

Следует отметить, что вместо непосредственного 
введения мобилизующих или хемотаксических фак-
торов можно стимулировать их выработку в орга-
низме пациента с помощью физических воздействий 
и фармакологических агентов. Так, кратковременная 
гипоксия, мобилизующий эффект которой связан 
с активацией экспрессии гена, кодирующего SDF-1, 
повышает содержание МСК в периферической кро-
ви [82]. Аналогичное действие оказывает и имита-
ция гипоксии введением хлорида кобальта (в соче-
тании с ингибированием CXCR4) [74]. Сообщалось 
также о возможности мобилизации МСК в кровоток 
с помощью электроакупунктурного воздействия, 
предположительно за счет активации гипоталамуса 
и симпатической нервной системы [83] и привлече-
ния их в поврежденную область путем обработки 
последней ультразвуком, усиливающим локальную 
продукцию хемоаттрактантов [84]. Стимуляцией ми-
грации МСК через кровоток в поврежденные ткани 
могут быть обусловлены и прорегенеративные свой-
ства ряда биологически активных веществ расти-
тельного происхождения, таких как каннабиноиды, 

протокатехиновая кислота, проантоцианидины, фла-
воноиды [85].

О перспективности воздействия на миграцию эн-
догенных МСК для стимуляции регенеративных про-
цессов свидетельствуют результаты многочисленных 
экспериментальных исследований. В частности, гене-
рализованная мобилизация МСК показала свою эф-
фективность на: моделях болезни Альцгеймера [68], 
химических ожогов [71], повреждения сосудов [70], 
токсического поражения почек [72], переломов костей 
[73], разрывов сухожилий [83]; при локальном воздей-
ствии на область поражения – при инфаркте миокарда 
[75], костно-хрящевых дефектах [77, 79, 80] и повреж-
дениях периодонта [78]; при сочетании обоих подхо-
дов – при травмах легкого [76]. Во всех упомянутых 
случаях улучшение состояния экспериментальных 
животных было достигнуто только за счет активации 
эндогенных МСК. Однако локальное введение хемо-
аттрактантов или стимуляция их продукции повреж-
денной тканью могут быть использованы и для улуч-
шения заселения донорскими клетками – например, 
при повреждении межпозвоночных дисков [86], не-
сращении костей [87], ишемии нижних конечностей 
[88]. Таким образом, воздействие на микроокружение 
тканей реципиента может рассматриваться как еще 
один, в дополнение к прекондиционированию и ге-
нетической модификации, способ повышения эффек-
тивности трансплантации МСК.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Снижение жизнеспособности и паракринной ак-

тивности МСК в ходе культивирования и под влия-
нием неблагоприятных условий в организме пациен-
та затрудняет их применение в регенеративной ме-
дицине. Однако в настоящее время в распоряжении 
исследователей имеется широкий набор методов воз-
действия на МСК in vitro и in vivo, позволяющих пре-
одолеть эту проблему. Результаты многочисленных 
экспериментов на клеточных культурах и лаборатор-
ных животных свидетельствуют о том, что с помо-
щью биоактивных молекул (цитокинов, хемокинов, 
факторов роста), фармакологических агентов, фи-
зических факторов, применения генно-инженерных 
технологий, изменения условий культивирования 
или полного исключения стадий выделения и экс-
пансии клеток in vitro удается существенно усилить 
способности МСК к заселению и восстановлению 
патологически измененных тканей, а в ряде случаев 
и придать им новые терапевтические свойства, изме-
нив секреторный профиль в требуемом направлении. 
Есть все основания надеяться, что продолжение по-
добных исследований откроет путь к широкому вне-
дрению клеточных технологий на основе МСК в ме-
дицинскую практику.
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Характеристика нейроглии в эпицентре и в удаленной 
от травмы области при контузионном повреждении 

спинного мозга у мини-свиньи
Р.Р. Гарифулин, А.А. Измайлов, В.А. Маркосян, И.С. Минязева, В.В. Валиуллин,  

Р.Р. Исламов
ФГБОУ ВО «Казанский государственный медицинский университет» Минздрава России

ул. Бутлерова, д. 49, г. Казань, 420012, Россия

Аннотация
Цель. Установить отсроченное (спустя 2 месяца) влияние травмы спинного мозга (ТСМ) в нижнегрудном 
отделе у мини-свиньи на морфологическое состояние макро- и микроглии в близлежащих и отдаленных ка-
удальных участках.
Материалы и методы. Половозрелых самок вьетнамской вислобрюхой свиньи случайным образом разделяли 
на две группы: с ТСМ (n = 3) и интактную (n = 3). Дозированную контузионную ТСМ моделировали на уровне 
Th8–Th9 позвонков, через 2 месяца исследовали поперечные криостатные срезы каудального сегмента, приле-
гающего к эпицентру травмы, и поясничного утолщения (L4–S2). Экспрессию маркеров астроцитов (глиальный 
фибриллярный кислый белок, glial fibrillary acidic protein, GFAP) и микроглии (ионизированная кальций-связы-
вающая адаптерная молекула 1, ionized calcium-binding adapter molecule 1, Iba1) оценивали как относительную 
иммунопозитивную площадь, занимаемую клетками. При подсчете количества олигодендроглиальных клеток  
(фактор транскрипции олигодендроцитов 2, oligodendrocyte transcription factor 2, Olig2) учитывали наличие ядер, 
выявляемых при помощи 4’,6-диамидино-2-фенилиндола (4',6-diamidino-2-phenylindole, DAPI).
Результаты. После ТСМ выявлено увеличение относительных площадей, занимаемых GFAP-позитивными 
астроцитами и Iba1-позитивными клетками микроглии, а также уменьшение Olig2-позитивных олигодендро-
цитов как в области повреждения, так и в поясничном утолщении. В обеих областях спустя 2 месяца после 
ТСМ доля астроцитов в передних рогах существенно не отличалась, а в задних рогах увеличивалась вдвое. 
Клетки микроглии занимали площадь в 2,5 раза больше в передних рогах обеих областей и в задних рогах 
поясничного утолщения, в задних рогах в области ТСМ присутствие микроглии увеличилось незначительно 
(в 1,2 раза). Количество олигодендроцитов уменьшилось в области эпицентра ТСМ в передних и задних рогах 
в 1,5–1,75 раза, в поясничном утолщении более значимо – в 2,5 раза в передних и в 5,5 раза в задних рогах.
Заключение. Результаты исследования обнаружили схожую картину распределения клеток макро- и микро-
глии как в области ТСМ, так и в удаленных участках. Полученные данные свидетельствуют о необходимости 
учитывать состояние удаленных от эпицентра ТСМ участков нервной ткани при стимулировании нейрореге-
нерации у таких пациентов.

Ключевые слова: вьетнамская вислобрюхая свинья; контузионная травма спинного мозга; нейроглия груд-
ного отдела; нейроглия поясничного утолщения; иммунофлуоресцентный анализ нейроглии
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Features of neuroglia at the epicenter of spinal cord contusion 
injury and at distant areas in mini-pigs

Ravil R. Garifulin, Andrey A. Izmailov, Vage A. Markosyan, Irina S. Minyazeva,  
Victor V. Valiullin, Rustem R. Islamov

Kazan State Medical University
49, Butlerova str., Kazan, 420012, Russia

Abstract
Aim. To determine the delayed (after 2 months) effect of spinal cord injury (SCI) in the lower thoracic region in the 
mini-pigs on the morphologic state of macro- and microglia in nearby and remote caudal areas.
Materials and methods. Sexually mature female Vietnamese pot-bellied pigs were randomly divided into two groups: 
SCI (n = 3) and intact (n = 3). Dosed contusion SCI was modelled at the level of the Th8–Th9 vertebrae, and transverse 
cryostat sections of the caudal segment adjacent to the epicenter of injury and the lumbar thickening (L4–S2) were 
examined 2 months later. The expression of astrocyte markers (glial fibrillary acidic protein, GFAP) and microglial 
markers (ionized calcium-binding adapter molecule 1, Iba1) was assessed as the relative immunopositive area 
occupied by cells. When counting the number of oligodendroglial cells (oligodendrocyte transcription factor 2, Olig2), 
the presence of nuclei detectable with 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) was taken into account.
Results. After SCI, an increase in the relative areas occupied by GFAP-positive astrocytes and Iba1-positive microglia 
and a decrease in Olig2-positive oligodendrocytes were detected in both the lesion area and lumbar thickening. In 
both regions, 2 months after SCI, the proportion of astrocytes was not significantly different in the anterior horns 
and doubled in the posterior horns. Microglia cells with SCI were 2.5 times more in the anterior horns of both regions 
and in the posterior horns of the lumbar thickening, while the presence of microglia increased slightly (1.2 times) in 
the posterior horns in the SCI region. The number of oligodendrocytes decreased in the area of the epicenter of SCI 
in the anterior and posterior horns by 1.5–1.75 times, and in the lumbar thickening more significantly: the number 
decreased by 2.5 times in the anterior horn and 5.5 times in the posterior horn.
Conclusion. The results of the study revealed a similar pattern of macro- and microglial cell distribution both in the 
SCI region and in remote areas. The obtained data testify to the necessity to take into account the state of the areas 
of nervous tissue remote from the epicenter of SCI when stimulating neuroregeneration in such patients.
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DAPI  – 4',6-diamidino-2-phenylindole, 4’,6-диамидино-
2-фенилиндол
GFAP  – glial fibrillary acidic protein, глиальный фиб-
риллярный кислый белок
Iba1 – ionized calcium-binding adapter molecule 1, ио-

низированная кальций-связывающая адаптерная 
молекула 1
IL-10 – interleukin-10, интерлейкин 10
Olig2 – oligodendrocyte transcription factor 2, фактор 
транскрипции олигодендроцитов 2
PBS  – phosphate buffered saline, фосфатно-солевой 
буфер

По данным Всемирной организации здраво-
охранения, во всем мире ежегодно регистрируют 
от 250 000 до 500 000 случаев травмы спинного моз-
га (ТСМ)1, которая приводит к различной степени 
выраженности нарушений двигательных, чувстви-
тельных и вегетативных функций организма [1].

Патологические процессы, возникающие по-
сле ТСМ, включают в себя массовую гибель клеток 

спинного мозга, разрывы нервных волокон, крово-
излияния, ишемические и воспалительные повреж-
дения, на месте которых впоследствии образуются 
полости и кисты [2]. К сожалению, результаты тера-
пии пациентов с тяжелой ТСМ нельзя назвать уте-
шительными [3], что во многом связано с недоста-
точной изу ченностью клеточных механизмов, проис-
ходящих в спинном мозге при его повреждении.

1 World Health Organization. Spinal cord injury. https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/spinal-cord-injury (дата обращения: 13.12.2022).



СЕЧЕНОВСКИЙ ВЕСТНИК Т. 14, № 3, 2023 / SECHENOV MEDICAL JOURNAL VOL. 14, No. 3, 2023 22

CELL BIOLOGY, CITOLOGY, HISTOLOGY

Согласно современным представлениям, в ходе 
естественной регенерации после ТСМ вокруг эпи-
центра нейротравмы начинаются процессы частич-
ного восстановления (ремоделирования) спинного 
мозга [2, 4]. В центре травмы формируется очаг, со-
стоящий из эндогенных пролиферирующих фибро-
бластов, перицитов, эндотелиальных клеток и лей-
коцитов. Одновременно с этим запускается процесс 
регенерации как нервных клеток, так и клеток ней-
роглии. Начиная с 1–2-го дня после ТСМ и примерно 
до 7–10 дня активно пролиферируют астроциты и ми-
грируют к границам формирующегося очага повреж-
дения [5], образуя вокруг него плотную пограничную 
зону [6]. Непрерывные границы астроглиального руб-
ца, состоящего из коллагена IV типа, эктрацеллюляр-
ного матрикса и хондроитинсульфатных протеоглика-
нов [7], препятствуют распространению воспаления 
из эпицентра ТСМ. На внешней границе рубца астро-
циты контактируют с реактивными прогениторными 
олигодендроглиальными клетками, экспрессирую-
щими хондроитинсульфатный протеогликан 4, также 
известный как NG2 (neural/glial antigen 2, нейронный 
глиальный антиген 2), который, в свою очередь, бло-
кирует прорастание аксонов через эпицентр травмы 
[8]. К глиальному рубцу прилегает реактивная нерв-
ная ткань, распространяющаяся от границы астроци-
тарного рубца во всех направлениях на значительное 
расстояние [4]. Она содержит все структурные эле-
менты относительно сохранной и функционирующей 
нервной ткани и характеризуется наличием активиро-
ванной глии, включая астроциты, микроглию и пред-
шественники олигодендроглиоцитов, содержание ко-
торых постепенно снижается в дистальном от эпицен-
тра направлении. Гипертрофированные реактивные 
астроциты активно взаимодействуют с функциониру-
ющими нейронами, вероятно, повышая их жизнеспо-
собность [2] и способствуя локальному росту аксонов 
и синаптогенезу [9].

Особый интерес в реактивной нервной ткани пред-
ставляют клетки микроглии. Среди них можно выде-
лить провоспалительный (M1-подобный) и противо-
воспалительный прорегенеративный (M2-подобный) 
фенотипы, которые вносят свой вклад в процессы 
ответа на травму и последующего восстановления 
структуры спинного мозга [10]. После ТСМ активи-
рованные M1-подобные микроглиальные клетки, яв-
ляясь антигенпредставляющими, экспрессируют глав-
ный комплекс гистосовместимости класса II (major 
histocompatibility complex class II, MHCII ) и участву-
ют в иммунных реакциях [11]. Исследования на моде-
лях острой и подострой ТСМ показали, что для М1-
подобных макрофагов характерна более высокая экс-
прессия хондроитинсульфатных протеогликанов, 
участвующих в формировании микроокружения [12], 
а для М2-подобных – высокий уровень экспрессии 
интерлейкина 10 (interleukin-10, IL-10), трансфор-
мирующего фактора роста бета (transforming growth 

factor beta, TGF-β) и аргиназы-1, которые оказывают 
положительное влияние на посттравматическую ре-
генерацию спинного мозга [4], например путем ин-
дукции дифференцировки олигодендроглиоцитов 
через механизмы, опосредованные IL-10 [13].

Цель исследования – установить влияние ТСМ 
в нижнегрудном отделе на распределение клеток ма-
кро- и микроглии в каудальном сегменте, прилегаю-
щем к эпицентру повреждения, и в удаленной от него 
области (поясничном утолщении спинного мозга) 
у мини-свиньи.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование выполнено на половозрелых 4-ме-

сячных самках вьетнамской вислобрюхой свиньи ве-
сом 20–25 кг. В течение двух недель до операции жи-
вотных содержали одиночно в загоне с 12-часовым 
периодом чередования светлого и темного времени 
суток, со свободным доступом к воде и корму.

В день операции животных разделили случай-
ным образом на две группы: интактные животные 
(n = 3) и мини-свиньи с контузионной ТСМ (n = 3). 
Премедикацию проводили с помощью внутримы-
шечного введения 1,5 мл 2% раствора ксилазина 
(0,1 мл/кг), 1,5 мл раствора тилетамина и золазепама 
(0,1 мл/кг) и цефтриаксона (1 гр / 5 мл). После чего 
подопытному животному подключали ингаляцион-
ный наркоз (Minor Vet Optima, Zoomed, США) путем 
введения смеси 2,0–2,5% изофлурана (Laboratorios 
Karizoo, S.A., Испания) с кислородом. Контузионную 
ТСМ моделировали по протоколу, который использо-
ван нами ранее [14]. После ламинэктомии на уровне 
Th8–Th9 позвонков металлический цилиндр импак-
тора фиксировали на расстоянии 1 мм от поверхно-
сти спинного мозга. Дозированную контузионную 
травму вызывали с помощью груза массой 50 г, па-
дающего с высоты 50 см на участок спинного мозга, 
покрытого твердой мозговой оболочкой.

Забор спинного мозга у мини-свиней проводили 
через 2 месяца после моделирования нейротравмы. 
Животных выводили из эксперимента, вводя в глу-
бокий наркоз с помощью золазепама 100 объемом 
0,5 мл в/м и постепенно повышая концентрацию 
изофлурана до 5,0 об.% ингаляционно. Для имму-
нофлуоресцентного анализа выделяли каудальный 
отдел спинного мозга длиной 5 мм на расстоянии 
5 мм от эпицентра травмы, а также поясничное утол-
щение (L4–S2).

У интактных животных забирали идентичные 
области спинного мозга. Полученные образцы пост-
фиксировали в 4% растворе параформальдегида 
(Sigma, США) при 4 °С в течение 12 ч, с целью крио-
протекции инкубировали в 30% растворе сахарозы 
(Sigma, США). Свободно плавающие поперечные 
срезы спинного мозга толщиной 20 мкм нарезали 
на криостате Microm HM 560. Срезы промывали 
в фосфатно-солевом буфере (phosphate buffered saline, 
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PBS) с 1% Triton X-100 в течение 5 минут 3 раза, не-
специфические места связывания первичных анти-
тел блокировали в PBS с 1% тритоном X-100 и 5% 
сывороткой осла в течение 1 часа при комнатной 
температуре.

Астроциты выявляли с помощью первичных 
антител против глиального фибриллярного кисло-
го белка (glial fibrillary acidic protein, GFAP), олиго-
дендроглиальные клетки с помощью антител про-
тив фактора транскрипции олигодендроцитов 2 
(oligodendrocyte transcription factor 2, Olig2), клетки 
микроглии с помощью антител против ионизиро-
ванной кальций-связывающей адаптерной молекулы 
1 (ionized calcium-binding adapter molecule 1, Iba1) 
(табл. 1). Первый этап реакции проводили при тем-
пературе 4 °С в течение 12 ч. После промывки в PBS 
срезы инкубировали 2 ч. при комнатной температуре 
с вторичными антителами, описанными в таблице 1.

Для визуализации ядер клеток срезы дополни-
тельно окрашивали раствором 4’,6-диамидино-2-
фенилиндола (4',6-diamidino-2-phenylindole, DAPI) 
10 мкг/мл (Sigma, США). Цифровые изображения 
структур спинного мозга получали с помощью 
микроскопа Carl Zeiss AxioScope.A1 (Carl Zeiss, 
Германия) и анализировали в квадрате площадью 
0,05 мм2 в программе ImageJ (NIH, США). В ка-
честве негативного контроля специфичности им-
мунофлуоресцентной реакции срезы спинного 
мозга окрашивали только вторичными антитела-
ми. Серое вещество исследовали: в передних ро-
гах – VII, VIII, IX пластины; в задних рогах – I, 
II, III, IV пластины (по Рекседу). Экспрессию мар-
керов астроцитов (GFAP) и микроглии (Iba1) оце-
нивали как относительную иммунопозитивную 
площадь, занимаемую клетками. При подсчете 
количества олигодендроглиальных клеток (Olig2-
иммунопозитивных) учитывали наличие ядер, вы-
являемых при помощи DAPI.

Статистический анализ
Описательные статистики представлены в виде 

медиан 1-го и 3-го квартилей. Для сравнения значе-
ний количественных переменных между группами 

применяли тест Краскела – Уоллиса. Для попар-
ных межгрупповых сравнений использовали тест 
Данна, различия считали статистически значимы-
ми при p < 0,05. Статистический анализ получен-
ных данных проводили в среде для статистических 
вычислений R 4.1.2 (R Foundation for Statistical 
Computing, Vienna, Австрия).

РЕЗУЛЬТАТЫ
При иммунофлуоресцентном анализе площади 

астроцитов (GFAP-позитивных клеток) в передних 
рогах отдела спинного мозга, прилегающего к эпи-
центру травмы, у животных после ТСМ и у интакт-
ных существенной разницы не обнаружено (рис. 
1А): 25,11 (21,35; 28,34)% vs. 22,59 (19,94; 25,66)%; 
р > 0,05. В задних рогах спинного мозга у мини-сви-
ней после ТСМ GFAP-иммунопозитивная площадь 
была больше по сравнению с интактными животны-
ми: 12,53 (11,69; 13,73)% vs 6,23 (4,36; 8,73)%; p = 
0,0173 (рис. 1).

При анализе количества астроцитов в пояснич-
ном утолщении в задних рогах обнаружено увели-
чение GFAP-позитивной площади у животных после 
ТСМ по сравнению с интактными животными: 19,87 
(15,68; 23,70)% vs. 10,10 (9,17; 12,10)%; р = 0,002. 
В передних рогах эти значения у опытных и интакт-
ных животных значительно не различались и соста-
вили 23,54 (17,83; 29,59)% и 20,89 (16,18; 25,88)% 
соответственно; р > 0,05 (рис. 1).

Количество олигодендроцитов (Olig2-позитивных 
клеток) в передних и задних рогах в области эпи-
центра травмы в опытной группе было значительно 
снижено: 20,2 (20,0; 21,2) и 24,5 (22,25; 25) соответ-
ственно, по сравнению с интактной группой: 34,0 
(34,0; 40,4) и 43 (40,75; 45,5) соответственно; p = 
0,0002 и р < 0,0001 (рис. 2).

В поясничном утолщении количество Olig2-
позитивных клеток у интактных мини-свиней соста-
вило 12 (11; 13) в передних и 16,5 (16; 20,75) в задних 
рогах. При этом у мини-свиней после ТСМ выявлено 
меньшее количество Olig2-позитивных клеток – 5 (4; 
6) и 3 (2; 4,25) соответственно; р < 0,0001 и р = 0,0001 
(рис. 2).

Таблица 1. Первичные и вторичные антитела, использованные для идентификации астроцитов, олигодендроцитов 
и клеток микроглии в срезах спинного мозга мини-свиней

Table 1. Primary and secondary antibodies used to label astrocytes, oligodendrocytes, and microglia in mini-pig spinal 
cord sections

Маркеры / Markers Происхождение / Origin Разведение / Dilution Производитель / Manufacturer
GFAP (моноклональные/ monoclonal)a Мышь / Mouse 1:200 Santa Cruz (Cat#sc-33673)
Iba1 (моноклональные / monoclonal)a Кролик / Rabbit 1:150 Abcam (Cat # ab178847)
Olig2 (моноклональные / monoclonal)a Кролик / Rabbit 1:100 Abcam (Cat # ab220796)
Anti-mouse IgG conjugated with Alexa 488b Осел / Donkey 1:200 Invitrogen (Cat#A-21202)
Anti-rabbit IgG conjugated with Alexa 647 b Осел / Donkey 1:200 Invitrogen (Cat#A-31573)

Примечание: a – первичные антитела; b – вторичные антитела.
Note: a – primary antibodies; b – secondary antibodies.
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Увеличение клеток микроглии (площадь Iba1-
позитивных участков) выявлено в передних и зад-
них рогах в области эпицентра травмы у животных 
с ТСМ: 24,31 (22,10; 27,19)% и 30,37 (29,29; 32,43)% 
соответственно, при сравнении с интактными мини-
свиньями: 9,87 (8,87; 10,26)% и 26,10 (23,89; 28,09)% 
соответственно; р = 0,0053 и р = 0,0014 (рис. 3).

Iba1-позитивная площадь, занимаемая клетками 
микроглии, в поясничном утолщении была больше 
как в передних, так и задних рогах у мини-свиней 

с ТСМ: 25,41 (20,50; 26,25)%; р = 0,0001 и 22,19 
(14,29; 23,53)% соответственно; р = 0,0001 при срав-
нении с интактными животными: 9,80 (7,35; 10,61)% 
и 8,12 (7,58; 8,79)% соответственно (рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты нашего исследования показали, 

что через 2 месяца после ТСМ у мини-свиней 
как в каудальном отделе спинного мозга, прилегаю-
щем к эпицентру травмы, так и в удаленной области 
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РИС. 1. Количественный анализ GFAP-позитивных площадей в спинном мозге мини-свиней через 2 месяца 
после моделирования ТСМ. 
FIG. 1. Quantitative analysis of GFAP-positive areas in the spinal cord of mini-pigs 2 months after SCI modelling. 

Примечание: n.s. – not significant, не значимо; ТСМ – травма спинного мозга.
Note: n.s. – not significant; SCI – spinal cord injury. 

РИС. 2. Количественный анализ Olig2-позитивных клеток в спинном мозге мини-свиней через 2 месяца после 
моделирования ТСМ. 
FIG. 2. Quantitative analysis of Olig2-positive cells in the spinal cord of mini-pigs 2 months after SCI modelling. 

Примечание: ТСМ – травма спинного мозга.
Note: SCI – spinal cord injury.
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поясничного отдела происходит схожая посттравмати-
ческая реакция, проявляющаяся в увеличении площа-
дей, занимаемых астроцитами (GFAP-позитивными 
клетками) и клетками микроглии (Iba1-позитивными 
клетками), участвующими в формировании глиально-
го рубца, и одновременном уменьшении количества 
олигодендроцитов (Olig2-позитивных клеток), отве-
чающих за миелинизацию нервных волокон [2].

Полученные нами данные свидетельствуют о раз-
витии хронического процесса, распространяюще-
гося на удаленный от эпицентра ТСМ поясничный 
отдел спинного мозга. Анализ литературных источ-
ников также свидетельствует, что ТСМ вызывает 
нейровоспаление не только в эпицентре поврежде-
ния [2], но и в обширных зонах вокруг него в обоих 
(краниальном и каудальном) направлениях [11].

ТСМ оказывает длительное разрушительное воз-
действие на независимость и активность в повсед-
невной жизни пациента, наносит физический и пси-
хологический ущерб [15]. Инвалидизация пациентов 
с ТСМ является значимой социально-экономической 
проблемой не только для пациента и членов его семьи, 
но и для государства. Ограниченная регенерация кле-
ток в центральной нервной системе – ключевая пробле-
ма, которую необходимо решить при разработке новых 
методов лечения ТСМ. Экспериментальные подходы 
к посттравматическому морфофункциональному вос-
становлению спинного мозга первоначально разраба-
тываются на моделях ТСМ у животных, но они не мо-
гут быть напрямую экстраполированы на пациентов со 
спинномозговой травмой. Мини-свиньи по анатомиче-
ским особенностям нервной системы, физиологиче-
ским и биохимическим характеристикам приближены 

к человеку и считаются наиболее оптимальными жи-
вотными для доклинических исследований [15].

Ремоделирование спинного мозга после ТСМ 
носит многогранный характер [11]. В эпицентре об-
разуется очаг первичного повреждения с последую-
щей активацией клеток макроглии и воспалительной 
инфильтрацией нейтрофилами, макрофагами, клет-
ками резидентной микроглии [16]. Дегенерации по-
врежденных нервных волокон из очага ТСМ, а также 
проходящих через него, способствуют астроциты 
и микроглия, они же участвуют в реципрокной ак-
тивации других нейронов [11]. В итоге происходит 
разрушение нервных волокон нисходящих и восхо-
дящих путей, прерывается связь между нейронами 
головного и спинного мозга. Воспалительный ответ 
подробно охарактеризован в зоне травмы [17], одна-
ко до сих пор недостаточно изучен в областях, уда-
ленных от области повреждения [11]. При этом важ-
ность таких сведений для разработки новых методов 
терапии более чем очевидна.

На преодоление патогенетических и патоморфо-
логических событий в подострой и хронической фа-
зах ТСМ направлены такие современные стратегии 
лечения, как генная терапия (повышение выживае-
мости клеток спинного мозга, стимулирование роста 
аксонов, сдерживание развития нейровоспаления 
и предотвращение образования астроглиального руб-
ца) и электростимуляция (содействие нейропластич-
ности и интеграции эфферентных и афферентных 
сигналов, способствующих функциональному вос-
становлению спинного мозга). Согласно последним 
исследованиям, надлежит уделять внимание пре-
дотвращению патологических изменений спинного 

РИС. 3. Количественный анализ Iba1-позитивных клеток в спинном мозге мини-свиней через 2 месяца после 
моделирования ТСМ. 
FIG. 3. Quantitative analysis of Iba1-positive areas in the spinal cord of mini-pigs 2 months after SCI modelling. 

Примечание: ТСМ – травма спинного мозга.
Note: SCI – spinal cord injury.
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мозга не только в сегментах, прилежащих к эпицен-
тру травмы, но и в отдаленных областях.

Ограничения исследования
Большинство работ, посвященных изучению па-

тогенетических и патоморфологических процессов 
при ТСМ, сфокусировано главным образом на эпи-
центре первичного повреждения. В настоящем ис-
следовании нами представлены данные о реакции 
клеток макро- и микроглии в каудальных сегментах 
спинного мозга после контузионной травмы в ниж-
негрудном отделе у мини-свиней. Однако патологи-
ческий процесс распространяется и в краниальном 
направлении. В этой связи требуется проведение до-
полнительных исследований реорганизации клеток 
нейроглии выше эпицентра повреждения.

Направления для дальнейших исследований
Одним из аспектов последствий ТСМ являет-

ся ремоделирование клеток нейроглии. Изучение 

патогенеза спинальной нейротравмы на мини-сви-
ньях в нашей модели должно включать в себя иссле-
дование процессов: молекулярной перестройки вне-
клеточного матрикса, нейровоспаления, дегенерации 
и регенерации нервных проводников, реорганизации 
транстравматической нейронной сети и особенно 
вопросов нарушения и восстановления гемато-спи-
нального барьера.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты нашего исследования продемон-

стрировали схожую картину распределения ма-
кро- и микроглии как в сохранной нервной ткани, 
каудально прилегающей к эпицентру ТСМ, так 
и в отдаленном участке поясничного утолщения. 
Ремоделирование нейроглии в удаленных от места 
повреждения спинного мозга областях является 
важным процессом, который следует учитывать 
при разработке способов нейрорегенерации у па-
циентов с ТСМ.
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Возрастное развитие соматостатинергических нейронов 
симпатических превертебральных узлов

А.И. Емануйлов, В.В. Порсева, А.В. Павлов, П.М. Маслюков
ФГБОУ ВО «Ярославский государственный медицинский университет» Минздрава России

ул. Революционная, д. 5, г. Ярославль, 150000, Россия

Аннотация
Цель. Определить содержание нейронов, экспрессирующих соматостатин (SST), и его колокализацию с ти-
розингидроксилазой (TH) и нейропептидом Y (NPY) в краниальном шейном ганглии (КШГ) и солнечном спле-
тении крысы.
Материалы и методы. Работа выполнена на 30 белых крысах-самцах линии Wistar шести возрастных групп 
(по 5 крыс в каждой): новорожденные, 10-, 20-, 30-, 60-суточные, 24-месячные. Срезы ганглиев инкубировали 
с первичными антителами к SST, NPY, TH и вторичными, конъюгированными с флуорохромами. Определяли 
долю иммунореактивных (IR) нейронов с видимым ядрышком и с флуоресценцией, превышающей фоновое 
свечение, по отношению к общему числу нейронов, а также среднюю площадь сечения с помощью програм-
мы Image J (NIH, США).
Результаты. SST-IR нейроны отсутствовали в КШГ. Иммунореактивный материал обнаруживался в области 
тел большинства нейронов солнечного сплетения в виде гранул для SST и NPY и располагался относитель-
но гомогенно для TH. Доля SST-IR нейронов составляла 33% у новорожденных, увеличивалась в два раза 
в первый месяц жизни и далее оставалась постоянной (70–73%). Не установлено статистически значимых 
различий по долям SST-IR нейронов между краниальным брыжеечным ганглием (КБГ) и чревным ганглием 
(ЧГ) во всех возрастных группах. С момента рождения и до 60 суток жизни средняя площадь сечения SST-IR 
нейронов в ЧГ и КБГ увеличивалась в 3,4–3,9 раза и далее не менялась до 24 мес. С 20-х суток жизни средняя 
площадь сечения SST-IR нейронов в ЧГ была статистически значимо выше, чем в КБГ. Все SST-IR нейроны 
во всех возрастных группах содержали TH и 90–94% нейронов колокализовали NPY.
Заключение. Содержание SST-IR нейронов в различных симпатических узлах гетерохронно: они отсутствуют 
в КШГ, а их доля и площадь в солнечном сплетении в раннем постнатальном онтогенезе увеличивается. Это 
может быть связано с особенностями иннервируемых органов-мишеней.
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Age-dependent patterns of somatostatinergic neurons 
in sympathetic paravertebral ganglia
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Abstract
Aim. We aimed to determine the content of neurons expressing somatostatin (SST) and their colocalization with 
cells expressing tyrosine hydroxylase (TH) and neuropeptide Y (NPY) in the cranial cervical ganglion (CCG) and celiac 
plexus in rats.
Material and methods. We used 30 white male Wistar rats of six age groups (5 rats per group): newborn pups, 10-, 
20-, 30-, and 60-day-old pups, and 24-month-old pups. We incubated their ganglia sections with primary antibodies 
against SST, NPY, and TH, as well as with secondary antibodies conjugated with fluorochromes. We evaluated the 
ratio between immunoreactive (IR) neurons with a visible nucleolus and excessive fluorescence and the total number 
of neurons, as well as the average cross-sectional area, by ImageJ software (NIH, USA).
Results. SST-IR neurons were not found in the CCG. However, the immunoreaction (as granules) was revealed in 
most perikaryons at the celiac plexus for SST and NPY with a rather homogeneous distribution for TH. The ratio of 
ST-IR neurons reached 33% in pups, doubled during the first month of life, and then remained constant (70–73%). 
No statistically significant differences were found between the ratios of SST-IR neurons of the cranial mesenteric 
ganglion (CMG) and celiac ganglion (CG) for all age groups. From the moment of birth to 60 days of life, the 
average cross-sectional area of SST-IR neurons in the CG and CMG increased by 3.4–3.9 times and then did not 
change until 24 months. From the 20th day of life, the average cross-sectional area of SST-IR neurons in the CG 
was significantly higher than that in the CMG. All SST-IR neurons in all age groups expressed TH, while 90–94% of 
neurons expressed NPY.
Conclusions. The content of ST-IR neurons in different sympathetic nodes is not the same: they are absent in the 
CCG, and their ratio and area in the celiac plexus increase during early postnatal development. This may be due to 
the peculiarities of innervated target organs.

Keywords: somatostatin; colocalization of somatostatin; tyrosine hydroxylase; neuropeptide Y; gastrointestinal tract; 
motility
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Список сокращений:
CY3 – indocarbocyanine, индокарбоцианин
FITC  – fluorescein isothiocyanate, флуоресцеин-изо-
тиоцианат
IR – immunoreactive, иммунореактивные
NPY – neuropeptide Y, нейропептид Y
PBS – phosphate buffered saline, фоcфатно-cолевой 
буфеp

SST – somatostatin, соматостатин
SSTR – somatostatin receptor, рецептор к соматоста-
тину
TH – tyrosine hydroxylase, тирозингидроксилаза
КБГ – краниальный брыжеечный ганглий
КШГ – краниальный шейный ганглий
ЧГ – чревный ганглий

Соматостатин (somatostatin, SST) представляет 
собой полипептид, относящийся к гормонам и ней-
ропептидам. Существует в двух биологически актив-
ных формах: SST-14 и SST-28, которые различаются, 
соответственно, числом входящих в состав молекулы 
аминокислот [1]. Физиологические функции опос-
редованы 5 типами рецепторов к соматостатину: 
SSTR1–SSTR5 (somatostatin receptor), которые име-
ют похожую структуру и механизмы передачи сигна-
лов, но отличаются своей клеточной и субклеточной 
локализацией и способом регуляции [1, 2].

SST прежде всего рассматривается как силь-
ный ингибирующий фактор в эндокринной системе 
и желудочно-кишечном тракте; влияет на деление 
клеток, сократимость гладких мышц внутренних 
органов, обмен питательными веществами. В каче-
стве нейропептида SST оказывает прямое действие 
на центральную нервную систему и передачу нерв-
ных импульсов [1, 3]; также играет роль трофиче-
ского фактора в развитии нейронов в эмбриогенезе 
[4]. В недавних исследованиях обнаружено присут-
ствие SST в автономной нервной системе млекопи-
тающих – в части нейронов симпатических узлов 
[5]. В подавляющем большинстве этих нейронов 
содержится медиатор норадреналин и фермент его 
синтеза тирозингидроксилаза (tyrosine hydroxylase, 

TH), две трети нейронов содержат нейропептид Y 
(neuropeptide Y, NPY) [6, 7].

Нейромедиаторный состав симпатических ней-
ронов изменяется в онтогенезе, а также различен 
по локализации в ганглиях [8–10]. В частности, 
у крысы в эмбриогенезе на 16 сутки эмбрионального 
развития наблюдается транзиторная экспрессия SST 
в большинстве симпатических ганглионарных ней-
ронов [10, 11].

Во время эмбрионального развития морской свин-
ки в солнечном сплетении SST-иммунореактивные 
(immunoreactive, IR) нейроны появляются позже, чем 
NPY-IR, причем большинство (75%) SST-IR нейро-
нов на поздних эмбриональных стадиях продолжают 
экспрессировать NPY, что в неонатальном периоде 
наблюдается редко (<2%) [8, 12].

После рождения у мыши в превертебральных 
узлах выявляется малое число SST-IR нейронов 
[13]. тогда как у морской свинки их количество 
в превертебральных узлах солнечного сплетения 
достигает 25%, а у свиней 12–15%, в отличие от па-
равертебральных узлов [14, 15]. Так, в параверте-
бральном звездчатом ганглии крысы самая высо-
кая доля нейронов, содержащих SST, наблюдается 
у новорожденных (7% от общего числа нейронов), 
позже количество SST-IR нейронов снижается 
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до 4% и остается постоянным, начиная с 10 дней 
жизни [9].

В литературных источниках отсутствуют данные 
о постнатальных изменениях состава нейромедиато-
ров в других симпатических узлах, в частности пара-
вертебральном краниальном шейном ганглии (КШГ), 
а также в солнечном сплетении: превертебральных 
чревных ганглиях (ЧГ) и краниальном брыжеечном 
ганглии (КБГ).

Целью исследования является определение со-
держания SST-IR нейронов в КШГ и солнечном спле-
тении крысы в постнатальном онтогенезе, а также 
колокализации соматостатина с другими нейротранс-
миттерами, включая фермент синтеза кате холаминов 
TH и NPY.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Работа выполнена на 30 белых крысах-самцах 

линии Wistar следующих шести возрастных групп 
(по 5 крыс в каждой): новорожденные, 10-, 20-, 30-, 
60-суточные, 24-месячные.

Животных выводили из эксперимента путем инъ-
екции летальной дозы уретана (3 г/кг, внутрибрю-
шинно). Далее проводилась транскардиальная пер-
фузия раствором стандартного фоcфатно-cолевого 
буфеpа (phosphate buffered saline, PBS) 0,01 М, pH 7,4 
(ООО «БиолоТ», РФ) объемом от 20 до 500 мл в зави-
симости от возраста, а затем таким же объемом фик-
сирующей смеси 4% pаcтвоpа паpафоpмальдегида 
(Sigma, США) в PBS. Далее извлекались: КШГ, 
ганглии солнечного сплетения (правый и левый ЧГ 
и КБГ) и помещались на 2 часа при комнатной тем-
пературе в ту же фиксирующую смесь, в которой 
проводили перфузию. Затем ганглии три раза про-
мывались в PBS по 10 минут с интервалом в 5 ми-
нут и перемещались в 30% раствор сахарозы на PBS 
на 12 часов при температуре 4 °С. Серии срезов тол-
щиной 12 мкм изготовляли на криостате.

На следующем этапе проводили прединкубацию 
срезов в течение 30 мин при комнатной температу-
ре в PBS с добавлением 10% ослиной сыворотки 
(Jackson Immunoresearch, США), 1% тритона X-100, 
0,1% бычьего сывороточного альбумина, 0,05% ти-
мерозола. После этого срезы инкубировали с пер-
вичными антителами: козьими против SST, 1:200 
(Santa Cruz, sc-7819), овечьими против TH, 1:1000 
(Abcam, ab113), кроличьими против NPY, 1:500 
(Abcam, ab30914), в течение 24 ч при комнатной 
температуре. После кратковременной промывки 
в PBS срезы инкубировали со вторичными анти-
телами в течение 2 ч. Вторичные антитела были 
конъюгированы с флуорохромами – флуоресцеин 
изотиоцианатом (fluorescein isothiocyanate, FITC), 
дающим зеленую флуоресценцию, и индокарбо-
цианином (indocarbocyanine, CY3), дающим крас-
ную флуоресценцию (разведение 1:150, Jackson 
Immunoresearch, США).

Окраску клеток всей популяции нейронов 
проводили зеленым флуоресцентным красите-
лем NeuroTrace™ Green Fluorescent Nissl Stains 
(Molecular Probes, США) – разведение 1:200. После 
этого срезы отмывали в PBS и заключали в сре-
ду для флуоресцентной микроскопии VectaShield 
(Vector Laboratories, США). Для исключения не-
специфической реакции часть срезов инкубировали 
без первичных и/или вторичных антител.

Анализ препаратов проводился с использовани-
ем программно-аппаратного комплекса, включаю-
щего флуоресцентный микроскоп Olympus BX43 
(Olympus, Япония) с набором фильтров (модуль 
зеркал UFBWA – синее возбуждение, фильтр воз-
буждения BP460-495, барьерный фильтр BA510-
550 – зеленая флуоресценция; модуль зеркал 
U-FGWА – зеленое возбуждение, фильтр возбуж-
дения BP530-550, барьерный фильтр BA575-625 – 
красная флуоресценция), охлаждаемую ССD каме-
ру Tucsen FL-20 (Xintu Photonics, Китай) и компью-
тер на базе процессора Intel Core i7 (Intel, США). 
Получение и последующая обработка изображений 
проводилась с использованием программы Mosaic, 
версия 2.1 (Xintu Photonics, Китай).

Полученные мультиканальной флуоресценцией 
с различными спектрами флуорохромов изображения 
препаратов комбинировали при помощи програм-
мы Paint Shop Pro 7.02 (Jasc Software, Inc., США), 
при этом накладывали снимки одного и того же поля 
зрения. Объединенный рисунок отображал зеленый 
и красный цвета и зоны их перекрытия в виде гради-
ента желто-зеленого цвета.

Для выявления меченых нейронов использовали 
каждый третий из серийных срезов. Число мече-
ных нейронов определяли на изображениях срезов 
площадью 0,14 мм2, полученных под объективом 
20х/0,50. Долю SST-IR нейронов определяли как их 
отношение к общему количеству нейронов, выявлен-
ных с помощью NeuroTrace™ Fluorescent NisslStains, 
которое принимали за 100%. Анализу подлежали 
нейроны, срез которых прошел через ядро с види-
мым ядрышком и с флуоресценцией, превышающей 
фоновое свечение. Число меченых нейронов, а также 
среднюю площадь сечения SST-IR нейронов опре-
деляли с помощью программы Image J (NIH, США). 
Для определения средней площади сечения при уве-
личении 200 вручную обводили границы IR клеток. 
Всего для анализа брали 200 нейронов в каждом ган-
глии каждой возрастной группы.

Статистическая обработка данных
Проверка на нормальность распределения слу-

чайных величин проводилась с использованием кри-
терия Шапиро – Уилка. Значимость различий сред-
них величин оценивалась при помощи однофактор-
ного дисперсионного анализа (ANOVA). Для парных 
сравнений использовался t-критерий Стьюдента, 
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для множественных межгрупповых сравнений ис-
пользовалась поправка Бонферрони. Различия при-
нимались как значимые при р < 0,05. Для статисти-
ческого анализа данных использовалась программа 
Sigma Plot (Systat Software, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Результаты показали, что иммуномечение к SST 

и NPY было представлено в виде гранул, запол-
няющих цитоплазму, в то время как иммуноре-
активность к TH была относительно гомогенной. 

В большинстве нейронов иммунореактивный ма-
териал обнаруживался в области тел, тем не менее 
у отдельных клеток он выявлялся и в области прок-
симальных дендритов.

Меченые нейроны были распределены по поверх-
ности среза относительно равномерно. Мы не об-
наружили количественных различий между левым 
и правым ЧГ, поэтому далее представлены усреднен-
ные данные по обоим узлам.

SST-IR нейроны не обнаруживались в КШГ, но вы-
являлись в солнечном сплетении. Начиная с периода 

A

C

B

D

РИС. 1. Содержание в чревном ганглии у крыс разных возрастов нейронов, экспрессирующих соматостатин (красные) 
и нейропептид Y (зеленые), и их колокализация (желтый цвет).
Микрофото: об. 20, ок. 10. Масштаб: 30 мкм.
Иммунонегативные к нейропептиду Y соматостатинергические нейроны указаны стрелкой. Флуоресценция: флуоресце-
ин-изотиоцианат и индокарбоцианин.
Возраст крысы: A – новорожденная, B – 10-суточная, C – 60-суточная, D – 24-месячная.
FIG. 1. Content of neurons expressing somatostatin (red) and neuropeptide Y (green) and their colocalization (yellow) in celiac 
ganglia of rats at different ages.
Microphotograph: ob. 20, oc. 10. Scale: 30 µm.
Somatostatinergic neurons immunonegative for neuropeptide Y are indicated by arrows. Fluorescence: fluorescein isothiocyanate 
and indocarbocyanine.
Age of the rat: A – newborn pup, B – 10-day-old, C – 60-day-old, D – 24-month-old.
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новорожденности и до 24 мес. часть нейронов и в ЧГ, 
и в КБГ была SST-IR (рис. 1).

У новорожденных треть нейронов в ЧГ и КБГ 
была с IR. Доля SST-IR нейронов удваивалась в он-
тогенезе в обоих узлах в течение первых 30 суток 
жизни и сохранялась на уровне 70–73% до 24 мес. 
(табл. 1). Мы не наблюдали значимых различий 
по долям SST-IR между КБГ и ЧГ в каждой из воз-
растных групп.

Средняя площадь сечения SST-IR нейронов уве-
личивалась в ЧГ и КБГ с момента рождения до 60 су-
ток жизни (табл. 2). С 20-х суток жизни у крыс сред-
няя площадь сечения SST-IR нейронов в ЧГ была 
статистически значимо выше, чем в КБГ.

Во всех возрастных группах, с момента рож-
дения и до 24 мес., все SST-IR нейроны ЧГ и КБГ 

колокализовали фермент синтеза катехоламинов 
TH. При этом, независимо от возраста, подавляю-
щее большинство SST-IR нейронов (90–94%) со-
держали NPY (рис. 1, 2). Не было обнаружено зна-
чимых различий между долями SST-IR нейронов, 
колокализующих NPY, в различных возрастных 
группах (рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты настоящего исследования демонстри-

руют наличие SST-IR нейронов в превертебральных 
ЧГ и КБГ к моменту рождения, при этом в пара-
вертебральном КШГ SST-IR нейроны не обнаруже-
ны. Доля SST-IR нейронов в превертебральных уз-
лах у крысы превосходит аналогичный показатель 
у других млекопитающих, включая мышь, морскую 

Таблица 1. Доля соматостатинергических нейронов в симпатических узлах крыс в постнатальном онтогенезе
Table 1. The content of somatostatinergic neurons in postnatal sympathetic ganglia of rats

Возраст / Age
Доля SST-IR нейронов, % / The content of SST-IR neurons, %

Значение р / p valueЧревный ганглий / 
Celiac ganglion

Краниальный брыжеечный ганглий / 
Cranial mesenteric ganglion

Новорожденный / Newborn pup 34 ± 3,1a 33 ± 3,3 a n.s.
10 суток / 10-day-old 42 ± 2,7 a 45 ± 4,1a n.s.
20 суток / 20-day-old 55 ± 4,9 a 53 ± 5,8 a n.s.
30 суток / 30-day-old 70 ± 6,2 72 ± 7,9 n.s.
60 суток / 60-day-old 73 ± 5,9 73 ± 6,2 n.s.
24 месяца / 24-month-old 71 ± 5,6 71 ± 7,1 n.s.

Примечание: доля соматостатинергических нейронов представлена в процентах от общего числа нейронов. Данные по чревному 
ганглию представлены усредненными значениями по правому и левому узлам.
a p < 0,05 по сравнению с 60-суточным.
SST-IR – somatostatin immunoreactive, соматостатин иммунореактивные; n.s. – not significant (не значимо).
Note: the content of somatostatinergic neurons is given as a percentage of the total number of neurons. Data for celiac ganglia are presented 
as average values for right and left nodes.
a p < 0,05 compared to 60-day-old.
SST-IR – somatostatin immunoreactive; n.s. – not significant.

Таблица 2. Площадь поперечного сечения соматостатинергических нейронов в симпатических узлах крыс 
разных возрастов

Table 2. Cross-sectional area of somatostatinergic neurons in the sympathetic ganglions of rats at different ages

Возраст / Age

Площадь поперечного сечения SST-IR нейронов, мкм2 /  
Сross-sectional area of SST-IR neurons, µm2

Значение р / p value
Чревный ганглий / 

Celiac ganglion
Краниальный брыжеечный ганглий / 

Cranial mesenteric ganglion
Новорожденный / Newborn pup 172 ± 7,2a 167 ± 8,1a n.s.
10 суток / 10-day-old 272 ± 10,7a 273 ± 12,6a n.s.
20 суток / 20-day-old 453 ± 11,2a 382 ± 15,5a <0,05
30 суток / 30-day-old 574 ± 22,2a 485 ± 19,8a <0,05
60 суток / 60-day-old 673 ± 33,3 576 ± 21,4 <0,05
24 месяца / 24-month-old 735 ± 34,3 622 ± 38,5 <0,05

Примечание: представлена средняя площадь 200 нейронов. Данные по чревному ганглию представлены усредненными значениями 
по правому и левому узлам.
a p < 0,05 по сравнению с 60-суточным.
SST-IR – somatostatin immunoreactive, соматостатин иммунореактивные; n.s. – not significant (не значимо).
Note: represents the average area of 200 neurons. Celiac ganglion data are presented as average values for the right and left nodes.
a p < 0.05 compared to 60-day-old.
SST-IR – somatostatin immunoreactive; n.s. – not significant.
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свинку, свинью и человека: у мыши и человека об-
наруживались лишь отдельные SST-IR нейроны, 
а у свиней и морской свинки количество SST-IR ней-
ронов в превертебральных узлах доходит до 12–15 
и 25% соответственно [5, 6, 13, 14].

Наши более ранние данные свидетельствуют 
о том, что у крысы в узлах солнечного сплетения 
содержится больше SST-IR нейронов по сравне-
нию с другими узлами, включая звездчатый узел 
[9]. Мы впервые обнаружили, что в онтогенезе 
крысы в первые 30 суток жизни доля SST-IR ней-
ронов увеличивается в превертебральных симпа-
тических узлах, в частности ЧГ и КБГ. В отличие 
от этого в паравертебральном звездчатом ганглии 
крыс наибольшее количество нейронов, содер-
жащих SST, обнаруживалось у новорожденных 
животных и составляло 7% [9] В постнатальном 
онтогенезе в данном узле доля SST-IR нейронов 
уменьшается в первые 10 суток жизни до 4% [9]. 
Таким образом, в различных симпатических узлах 
доля SST-IR нейронов изменяется гетерохронно, 
что может быть связано с особенностями иннер-
вируемых органов-мишеней. КШГ обеспечивает 
симпатическую иннервацию головы, звездчатый 
ганглий – органов грудной полости и шеи, а пре-
вертебральные узлы – органов брюшной полости 
[16, 17]. Ранее нами было показано, что SST-IR 
нейроны, иннервирующие сердце, выявляются 
в звездчатом узле только у новорожденных крыс 
и не наблюдаются у более взрослых [18].

В данной работе мы установили, что доля SST-IR 
нейронов в превертебральных симпатических уз-
лах крысы начиная с возраста 30 суток далее не из-
меняется до 2 лет. Согласно литературным данным, 

в гипоталамусе доля SST-IR нейронов у возрастных 
особей (2–2,5 года) этого вида животных также оста-
валась постоянной [19].

Продемонстрированная в данной работе более 
высокая средняя площадь сечения SST-IR нейронов 
в ЧГ по сравнению с КБГ у 20-суточных и более 
взрослых крыс подтверждает обнаруженные ранее 
данные о больших размерах NPY-IR нейронов в ЧГ 
относительно КБГ [8]. Нами установлено, что прак-
тически все SST-IR нейроны превертебральных уз-
лов крыс в различные возрастные периоды также 
содержат TH и NPY. Нейромедиаторы SST и NPY 
подавляют перистальтику и секрецию в желудочно-
кишечном тракте [7]. Предполагается, что NPY-IR 
нейроны солнечного сплетения, не содержащие SST, 
являются вазомоторными, а NPY/SST-IR – висцеро-
моторными [20]. Наибольшее число висцеромотор-
ных волокон направляется к интрамуральным узлам 
межмышечного сплетения желудочно-кишечного 
тракта [7].

Экспрессия SST может изменяться при патоло-
гии – например, у свиньи при воспалении желу-
дочно-кишечного тракта, включая язвенный колит 
и химически индуцированное воспаление нисхо-
дящей ободочной кишки, увеличивается количе-
ство данного пептида в ганглионарных нейронах 
[21]. Имеются данные о том, что SST подавляет 
воспалительные реакции в кишечнике путем дву-
направленной коммуникации между нейронами 
и тучными клетками, также модулирует актив-
ность лимфоидной ткани, ассоциированной с ки-
шечником [22]. SST стимулирует пролиферацию 
B-лимфобластов, при этом ингибирует актив-
ность Т-лимфоцитов, пролиферацию гранулоци-
тов, синтез провоспалительных цитокинов [23]. 
SST также участвует в соматостатинергической 
противовоспалительной петле (somatostatinergic 
anti-inflammatory loop) [24]: когда повреждающие 
агенты раздражают пептидергические нейроны, 
это вызывает высвобождение вещества P и/или 
кальцитонин-ген-родственного пептида (calcitonin 
gene-related peptide, CGRP). Последние индуциру-
ют локальное нейрогенное воспаление, которое, 
в свою очередь, вызывает выброс SST из тех же 
нейронов. SST замыкает круг, останавливая высво-
бождение вышеуказанных нейропептидов, и инги-
бирует воспалительные процессы [24].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В раннем постнатальном онтогенезе крысы 

в превертебральных узлах наблюдается увеличе-
ние доли нейронов, содержащих SST, что важно 
для становления симпатической иннервации же-
лудочно-кишечного тракта. SST не только тормо-
зит моторику и секрецию, но и оказывает обез-
боливающее и противовоспалительное действие 
в органах пищеварения. Дальнейшие эксперименты 
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РИС. 2. Процент соматостатинергических (SST) нейронов 
в чревном ганглии в постнатальном онтогенезе, колокали-
зующих нейропептид Y (NPY).
FIG. 2. Percentage of somatostatinergic (SST) neurons of 
the celiac ganglion colocalizing neuropeptide Y (NPY) in 
postnatal ontogenesis.
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с изучением в различные возрастные периоды со-
става SST-рецепторов в органах-мишенях позволят 
уточнить особенности симпатической регуляции 

пищеварительной системы и разработать возмож-
ные пути фармакологической коррекции заболева-
ний желудочно-кишечного тракта.
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Влияние введения неселективного ингибитора NO-синтазы 
в период беременности на развитие коры головного мозга 

двадцатисуточных крысят

Т.С. Русак, Н.Е. Максимович, Е.И. Бонь, А.Д. Бернацкая, А.С. Кусмарцева
УО «Гродненский государственный медицинский университет»

ул. Горького, д. 80, г. Гродно, 230009, Республика Беларусь

Аннотация
Цель. Изучить морфологические особенности нейронов коры головного мозга двадцатисуточных крысят 
в условиях введения ингибитора синтазы оксида азота (Nitric oxide synthase, NOS) в период плацентации.
Материалы и методы. Беспородных белых крыс-самок (n = 12) рандомно разделили на 2 группы по 6 крыс 
в каждой. На 11-е сутки беременности в опытной группе вводили однократно внутримышечно N(омега)-
нитро-L-аргинин метиловый эфир (N(omega)-nitro-L-arginine methyl ester, L-NAME) в дозе 25 мг/кг, в контроль-
ной  – однократно внутримышечно 0,9% раствор NaCl. Рожденных крысят отбирали рандомно по одному 
от матери. На 20-е сутки после медицинской эвтаназии осуществляли забор головного мозга. В переднем 
отделе фронтальной коры изучали плотность и площадь нейронов, размер и форму перикарионов, выражен-
ность их окраски толуидиновым синим.
Результаты. В опытной группе по сравнению с контрольной плотность и площадь нейронов у двадцати-
суточных крысят были меньше на 10% (p > 0,05) и 22% (p > 0,05) соответственно, также изменялась форма 
перикарионов на вытянутую, фактор элонгации увеличивался на 0,3 ед. (p < 0,05) и происходило шестикрат-
ное увеличение доли гиперхромных нейронов (p < 0,05), появлялись гиперхромные сморщенные (p < 0,001) 
нейроны, отсутствовавшие у контрольных животных.
Заключение. Морфологические изменения нейронов коры головного мозга у крысят, рожденных от самок, 
получивших в период плацентации ингибитор NOS, могут быть следствием снижения образования оксида 
азота в самих нейронах и в эндотелии сосудов, питающих головной мозг.

Ключевые слова: NO-синтаза; гестоз; белые крысы; кора головного мозга; нитрергическая система
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Effect of non-selective NO-synthase inhibitor administered 
during pregnancy on the development of the cerebral cortex 

in 20-day-old rat pups
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Angelina S. Kusmartseva

Grodno State Medical University
80, Gorky str., Grodno, 230009, Republic of Belarus

Abstract
Aim. To study the morphology of neurons in the cerebral cortex of rat pups on day 20 under conditions of administration 
of a nitric oxide synthase inhibitor (NOS) during placentation.
Materials and methods. Outbred white female rats (n = 12) were randomly divided into 2 groups of 6 rats each. 
On the 11th day of pregnancy, the experimental group received a single intramuscular injection of N(omega)-nitro-
L-arginine methyl ester (L NAME) at a dose of 25 mg/kg, in the control group – once intramuscularly 0.9% NaCl 
solution. Born rat pups were randomly selected one from the mother. On the 20th day, after medical euthanasia, the 
brain was collected. In the anterior part of the frontal cortex, we studied the density and area of neurons, the size and 
shape of perikarya and the severity of their staining with toluidine blue.
Results. In the experimental group of 20-day-old rat pups, compared to the control group, the density and area of 
neurons were less by 10% (p > 0.05) and 22% (p > 0.05), respectively, the shape of the perikarya also changed to 
elongated, the elongation factor increased by 0.3 units. (p < 0.05) and there was a sixfold increase in the proportion of 
hyperchromic neurons (p < 0.05), hyperchromic wrinkled (p < 0.001) neurons appeared, which were absent in control 
animals.
Conclusion. Morphological changes in neurons of the cerebral cortex in rat pups born from females who received a 
NOS inhibitor during placentation may be a consequence of a decrease in the formation of nitric oxide in the neurons 
themselves and in the endothelium of the vessels supplying the brain.

Keywords: NO-synthase; preeclampsia; white rats; cerebral cortex; nitrergic system
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Список сокращений
L-NAME  – N(omega)-nitro-L-arginine methyl ester, 
N(омега)-нитро-L-аргинин метиловый эфир

NO – Nitric oxide, оксид азота
NOS – Nitric oxide synthase, синтаза оксида азота

Оксид азота (nitric oxide, NO) является ключевой 
сигнальной молекулой, вовлеченной в функциониро-
вание различных органов и систем, в том числе в ре-
гуляцию нейротрансмиссии, вазодилатации и воспа-
лительных реакций [1]. Синтаза оксида азота (Nitric 
oxide synthase, NOS), катализирующая образование 
NO, имеет три изоформы в зависимости от типа 
клеток и тканей, в состав которых она входит [2]. 
Нейрональная NOS (nNOS), ответственная за синтез 
NO нейронами, участвует в передаче сигналов нейро-
нов, эндотелиальная NOS (eNOS) – в вазодилатации, 
а индуцибельная NOS (iNOS) – в иммунных ответах.

В центральной нервной системе локализованы 
все изоформы NOS. Синтезируемый NO участвует 
в регуляции кровообращения головного мозга, пере-
дачи сигнала в синапсах как ретроградный нейроме-
диатор и играет значимую роль во внутриклеточной 
передаче сигналов в нейронах – от регуляции их 
метаболического статуса до роста дендритных от-
ростков. В период эмбриогенеза NO также участву-
ет в формировании центральной и периферической 
нервной системы, в частности в дифференцировке 
нейронов, становлении синаптогенеза и церебраль-
ного кровотока [3, 4].

Снижение образования NO служит главным ме-
ханизмом запуска такого патологического процесса, 
как дисфункция эндотелия. Так, в период беремен-
ности это приводит к патологии маточно-плацентар-
ного кровотока, нарушениям антенатального разви-
тия плода [5, 6] и преэклампсии [7, 8]. Тяжелый ге-
стоз усугубляет состояние, связанное с нарушением 
функции плаценты, с ее васкуляризацией и часто ос-
ложняется преждевременными родами и различной 
патологией развития плода [9, 10].

Нарушение метаболизма NO моделируется по-
средством введения неселективного ингибитора 
NO-синтазы – N(омега)-нитро-L-аргинин метило-
вого эфира (N(omega)-nitro-L-arginine methyl ester, 

L-NAME) [11]. Применение L-NAME приводит 
к резкому уменьшению содержания нитрит-ионов 
за счет снижения экспрессии eNOS в эндотелии со-
судов [2].

Применение L-NAME является широко исполь-
зуемой моделью экспериментальной преэклампсии 
[11], используется чаще всего на мышах и крысах 
[12]. В экспериментах при введении L-NAME бере-
менным крысам наблюдалось развитие патологии, 
по своим клиническим проявлениям соответству-
ющей гестозу: статистически значимо повышалось 
систолическое артериальное давление, снижалась 
микроциркуляция в плаценте, а также увеличивалась 
протеинурия [13, 14]. Есть данные о неблагоприят-
ном воздействии L-NAME на сердечно-сосудистую 
систему, снижении перфузии маточно-плацентарно-
го ложа, уменьшении веса плаценты и веса потом-
ства [15, 16]. Однако влияние экспериментального 
ингибирования NOS в период плацентации на после-
дующие структурные изменения нейронов в голов-
ном мозге плода изучено недостаточно.

Цель – изучить морфологические особенности 
нейронов коры головного мозга крысят на 20-е сутки 
постнатального развития в условиях введения несе-
лективного ингибитора NO-синтазы (L-NAME) в пе-
риод плацентации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование проведено на 12 беспородных бе-

лых крысах-самках одного возраста (110 ± 10 дней) 
из одной популяции из вивария Гродненского госу-
дарственного медицинского университета массой 
300 ± 20 г и их потомстве. Животных содержали 
в стандартных поликарбонатных клетках объемом 
16 300 см3. Кормление осуществляли с использова-
нием сертифицированного сбалансированного гра-
нулированного корма для грызунов и фильтрованной 
водопроводной воды ad libitum. Крысы находились 
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в отдельных помещениях для содержания лабора-
торных животных в контролируемых условиях окру-
жающей среды (20–26 °C при относительной влаж-
ности 30–70%) с 12-часовым циклом освещения 
и 10-кратной сменой объема воздуха в час.

Беспородных белых самцов массой 380 ± 20 г 
из расчета 1 самец на 3 самки подсаживали к послед-
ним после 18.00 для оплодотворения, а выявление 
беременности проводили на следующий день до 9.00 
утра по наличию сперматозоидов во влагалищных 
мазках. После оплодотворения самок содержали 
по 1 особи в клетке в одинаковых условиях, после 
родов – вместе с родившимся потомством. Для всех 
самок наступившая беременность была первой.

Беременных крыс опытной и контрольной групп 
рандомно разделили на 2 группы по 6 самок в каждой. 
Крысам опытной группы вводили L-NAME в дозе 
25 мг/кг на 11-е сутки беременности (период пла-
центации) однократно внутримышечно. Доза выбра-
на согласно данным литературы [11]. Контрольной 
группе вводили 0,9% раствор NaCl однократно вну-
тримышечно в тот же срок беременности. Роды на-
ступали на 24 ± 2 день беременности.

После родов крысята содержались в клетках со 
своими матерями при вышеописанных условиях. 
Формирование выборки животных производилось 
случайным образом с исключением крысят с явными 
анатомическими и/или поведенческими особенно-
стями. Взятие головного мозга осуществляли на 20-е 
сутки постнатального развития – в период пубертат-
ного возраста и завершения базового синаптогенеза. 
Выведение крысят из эксперимента осуществлялось 
при помощи эфирного наркоза с последующей бы-
строй декапитацией. Далее извлекали головной мозг, 
кусочки переднего отдела коры больших полушарий 
фиксировали в жидкости Карнуа. Готовили серийные 
парафиновые срезы, которые окрашивали 0,1% толу-
идиновым синим по методу Ниссля [17].

Изучение гистологических препаратов, микро-
фотографирование, морфометрию нейронов про-
водили с помощью микроскопа Axioscop 2 plus 
(Zeiss, Германия), цифровой видеокамеры Leica 
DFC320 (Leica Camera AG, Германия) и программы 
анализа изображения ImageWarp (Bitflow, США). 
Расположение фронтальной коры в гистологических 
препаратах мозга крысят определяли с помощью сте-
реотаксического атласа [17]. У каждого животного 
контрольной группы оценивали не менее 30 нейро-
нов, а экспериментальной – 150 нейронов пятого слоя 
коры головного мозга, что обеспечивало достаточный 
объем выборки для последующего анализа.

В данном исследовании были изучены разме-
ры и форма нервных клеток (мкм²), а также выра-
женность их окраски толуидиновым синим [18]. 
С целью более точного подсчета нейронов разной 
степени хроматофилии цитоплазмы в фотографии 
гистологического препарата моделировалась сетка 

с ее последующим наложением на фото изучаемой 
области головного мозга в программе Microsoft Word 
(Microsoft Office, США). Сетка представляет собой 
таблицу, соответствующую размеру полученного 
изображения (123×165 мм), с десятью равными ячей-
ками размером 24,7×33,0 мм. Во всех ячейках сетки, 
соответствующей площади участка гистологическо-
го препарата с учетом увеличения микроскопа, осу-
ществлялся подсчет нейронов разной степени хрома-
тофилии цитоплазмы (нормохромные, гипохромные, 
гиперхромные, гиперхромные сморщенные) с после-
дующим определением их процентного содержания 
к общему количеству нейронов в сетке или абсолют-
ного количества на 1 мм2.

Для изучения размеров и формы перикарионов 
измеряли площадь, фактор элонгации (отношение 
максимального и минимального диаметров) и форм-
фактор (отношение 4-х площадей к периметру в ква-
драте) в условных единицах. Для наглядного ото-
бражения формы нейронов коры головного мозга ис-
пользовался шаблон геометрической фигуры овала 
в программе Microsoft Word (Microsoft Office, США) 
с указанием параметров «ширина» – Ш и «высота» – 
В. Параметры овала задавались в окне свойств фигу-
ры «Размер» пропорционально геометрическим раз-
мерам нейронов.

Представленная работа является продолжением 
опубликованной нами ранее работы [19], в которой 
мы изучали эти же параметры у новорожденных 
крысят в аналогичных условиях.

Статистический анализ
В результате гистологических исследований по-

лучены количественные непрерывные данные, кото-
рые обрабатывали с помощью программы Statistica 
13.0 (TIBCO, США). Так как в эксперименте исполь-
зованы малые выборки, которые имели ненормаль-
ное распределение, анализ проводили методами не-
параметрической статистики. Данные представлены 
в виде медианы и интерквартильного размаха (25-й; 
75-й процентили) [20]. Для сравнения групп приме-
нялся критерий Манна – Уитни, критерий хи-квадрат 
Пирсона. Различия между показателями считали ста-
тистически значимыми при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
При изучении плотности расположения нейро-

нов на 1 мм² фронтальной коры головного мозга 
у двадцатисуточных крысят была выявлена тен-
денция к уменьшению на 10% количества клеток 
у потомства, рожденного самками с пренатальным 
введением L-NAME, в сравнении с контрольной 
группой (p > 0,05).

Также в опытной группе выявлена тенденция 
к уменьшению площади нейронов на 22% (разница 
между группами не значима) и изменение формы 
перикарионов в сторону их большей вытянутости 
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за счет статистически значимого увеличения факто-
ра элонгации на 0,3 ед., в то время как форм-фактор 
не изменялся (табл.).

У двадцатисуточных крысят контрольной группы 
в пятом слое фронтальной коры головного мозга пре-
обладали нормохромные нейроны (рис. 1).

Доли нейронов с различной выраженностью 
окраски статистически значимо различались в ис-
следованных группах. В опытной группе животных, 
рожденных самками с пренатальным введением 
L-NAME, отмечалось уменьшение доли нормохром-
ных нейронов до 80% (по сравнению с 95% в кон-
трольной), шестикратное увеличение доли гиперх-
ромных нейронов, появление гиперхромных смор-
щенных нейронов. По долям гипохромных нейронов 
группы не различались (рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ
Введение L-NAME – неселективного ингибито-

ра NO-синтазы на 11-е сутки беременности (период 
плацентации) приводило у двадцатисуточных кры-
сят опытной группы к уменьшению доли нормох-
ромных нейронов, увеличению доли гиперхромных 
нейронов и появлению гиперхромных сморщенных 
нейронов, отсутствовавших у крысят контрольной 
группы. Также при введении L-NAME отмечалась 
тенденция к снижению плотности расположения 
нейронов в пятом слое коры головного мозга, фор-
ма изменялась из круглой на вытянутую. Данный 
эффект при введении L-NAME может быть обуслов-
лен снижением образования NO как в нейронах, 
так и в эндотелии сосудов, что ведет к нарушению 

Таблица. Размеры и форма перикарионов пятого слоя фронтальной коры головного мозга  
двадцатисуточных крысят в условиях пренатального введения L-NAME на 11-е сутки беременности

Table. Sizes and shape of perikaryons in the fifth layer brain frontal cortex of 20-day-old rat pups  
under L-NAME prenatal injection on the 11th day of pregnancy

Характеристика /  
Characteristics

Контрольная группа /  
Control group

Опытная группа /  
Experimental group

Значение р /  
p value

Плотность на 1 мм2 / Density per 1 mm2 6122 (6048; 7189) 5494 (4690; 7504) 0,06
Площадь (мкм²) / area (µm²) 111,5 (94,6; 118,9) 87,2 (73,1; 112,2) 0,20
Фактор элонгации, ед / Elongation factor, ed. 1,19 (1,19; 1,23) 1,51 (1,35; 1,69) 0,04
Форм-фактор / Form factor 0,87 (0,85; 0,88) 0,77 (0,78; 0,84) 0,80
Форма нейронов / Shape of neurons

A B

РИС. 1. Нейроны фронтальной коры головного мозга 20-суточных крысят в условиях пренатального введения L-NAME 
на 11-е сутки беременности. Цифровая микрофотография. Окраска по методу Ниссля, ув. 400, об. 40, ок. 10.
A – контрольная группа.
В – экспериментальная группа: потомство, рожденное самками с пренатальным введением L-NAME.
FIG. 1. Frontal cortex neurons of 20 day-old rats under L-NAME prenatal injection on the 11th day of pregnancy. Digital 
photomicrograph. Nissl staining, magnification 400, ob. 40, oc. 10.
A – control group.
B – experimental group: offspring born to females with prenatal administration of L-NAME.
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клеточного метаболизма, вазодилататорных компен-
саторных механизмов с развитием ишемии и водно-
электролитного дисбаланса, в порочном круге усугу-
бляющих деформацию тел нейронов и их сморщива-
ние [21, 22].

В нашей предыдущей работе [19], выполненной 
на новорожденных крысятах, рожденных в анало-
гичных условиях, в группе после введения L-NAME 
фактор элонгации был равен 1,24 (1,21; 1,30) ед., 
форм-фактор 0,87 (0,81; 0,88), доля нормохромных 
нейронов составила 95%, гипохромных и гипер-
хромных – по 2,5%, гиперхромных сморщенных 
нейронов не было выявлено. Полученные данные 
в представленной работе могут свидетельствовать 
о развитии и прогрессировании постнатальных из-
менений в центральной нервной системе крысят, 
подвергнутых введению неселективного ингибитора 
NO-синтазы в период плацентации.

Предполагается, что интенсивная окраска цито-
плазмы нейронов характеризует преобладание об-
разования белка над его утилизацией. Некоторые 
исследователи расценивают гиперхромные нейроны 
как гиперфункциональные и считают, что синтезиро-
ванный ими белок идет на их собственные потреб-
ности [23]. Хотя многие авторы изучали гиперхром-
ные нейроны, тем не менее сведения о них весьма 
противоречивы и вынести по ним суж дение о сущ-
ности и функциональном значении данного явления 
довольно трудно [23, 24].

Существует мнение, согласно которому появ-
ление гиперхромных и гиперхромных сморщен-
ных нейронов связано со снижением их функци-
ональной активности и отражает происходящие 
в них процессы торможения. Подтверждением 
низкой функциональной активности гиперхром-
ных сморщенных нейронов служат описываемые 

в литературе результаты электронно-микроскопи-
ческого и ауторадиографического исследования, 
показывающие двукратное снижение скорости 
выведения вновь синтезированной рибонуклеи-
новой кислоты из ядра в цитоплазму клетки [22]. 
Описанные в литературе данные об электронной 
микроскопии гиперхромных несморщенных нейро-
нов свидетельствуют о содержании большого коли-
чества канальцев гранулярной эндоплазматической 
сети в описанных клетках [24]. Также, в них по-
вышено и количество свободных рибосом. В то же 
время гиперхромные нейроны имеют меньшее чис-
ло митохондрий по сравнению с нормохромными. 
Ядра и цитоплазма гиперхромных сморщенных 
нейронов темные и покрыты многочисленными 
складками. Для данного типа нейронов характер-
ны дезорганизация и деструктивные изменения 
органелл, наблюдается значительное расширение 
канальцев гранулярной эндоплазматической сети 
и комплекса Гольджи, свободные рибосомы обра-
зуют поля и скопления, отмечается набухание ми-
тохондрий и деградация их крист [23].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Введение крысам в период плацентации несе-

лективного ингибитора NO-синтазы L-NAME при-
водит к морфологическим нарушениям нейронов 
фронтальной коры головного мозга крысят, прояв-
ляющимся в пубертатном возрасте уменьшением 
размеров клеток, увеличением доли гиперхромных 
и появлением гиперхромных сморщенных нейронов 
наряду с уменьшением доли нормохромных нейро-
нов, что, по всей видимости, является следствием 
снижения образования оксида азота как в самих 
нейронах, так и в эндотелии сосудов, питающих го-
ловной мозг.

Нормохромные / Normochromic

 
Гипохромные / Hypochromic

Гиперхромные / Hyperchromic

Гиперхромные сморщенные / Hyperchromic wrinkled

95%  

2%  3% 

Контроль / Control

80%  

12%  

2% 

6%

L-NAME

РИС. 2. Соотношение нейронов с различной степенью хроматофилии цитоплазмы пятого слоя фронтальной коры голов-
ного мозга двадцатисуточных крысят в условиях пренатального введения L-NAME на 11-е сутки беременности.
FIG. 2. The ratio of neurons with different degrees of cytoplasmic chromatophily of the fifth layer of the frontal cortex in 20 day-
old rats under L-NAME prenatal injection on the 11th day of pregnancy.
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Структурные изменения мышечной ткани наружного 
сфинктера прямой кишки на фоне экспериментальной 

андрогенной недостаточности
А.С. Пронина, Г.Н. Суворова, Н.Н. Вологдина

ФГБОУ ВО «Самарский государственный медицинский университет» Минздрава России
ул. Чапаевская, д. 89, г. Самара, 443099, Россия

Аннотация
Цель. Изучить гистологическое и ультрамикроскопическое строение поперечнополосатой мышечной ткани 
наружного сфинктера прямой кишки (НСПК) половозрелых крыс-самцов в условиях экспериментальной ан-
дрогенной недостаточности.
Материалы и методы. Исследование выполнено на 10 лабораторных крысах-самцах в возрасте 8 меся-
цев, которые были рандомно разделены на 2 группы по 5 в каждой. Экспериментальной группе прово-
дили двухстороннюю орхиэктомию для формирования дефицита тестостерона. На 45-е сутки крыс вы-
водили из эксперимента. Проводили исследование концентрации тестостерона, гистологических срезов 
НСПК с помощью световой микроскопии и ультрамикроскопии. Определяли диаметр мышечных волокон 
и толщину эндомизия, площадь мышечных волокон, соединительной ткани, миофибрилл и цитоплазмы, 
выявление гранул гликогена в цитоплазме и межмиофибриллярном пространстве, а также изменения 
в митохондриях.
Результаты. В экспериментальной группе на 45-е сутки после кастрации уровень тестостерона был в 2,5 
раза ниже, чем в контрольной группе: 2,69 (2,52; 2,73) нмоль/л vs. 7,20 (6,83; 7,21) нмоль/л; р = 0,008. При 
проведении морфометрического анализа установлено, что в группе после кастрации диаметр мышечных 
волокон был статистически значимо меньше, чем в контрольной группе: 6,56 (3,96; 7,24) мкм vs. 9,52 (8,88; 
10,44) мкм; р < 0,001, при этом в экспериментальной группе толщина эндомизия была больше: 3,34 (3,11; 3,78) 
мкм vs. 1,62 (1,51; 1,86) мкм; р < 0,0001. Отношение «площадь мышечных волокон / площадь соединитель-
ной ткани» было статистически значимо ниже в группе после кастрации: 1,64 (1,50; 1,78) vs. 4,00 (3,17; 5,25); 
р < 0,0001. Отношение «площадь миофибрилл / площадь цитоплазмы» изменялось в экспериментальной 
группе в сторону преобладания цитоплазмы: 0,79 (0,67; 0,79) vs. 5,25 (5,25; 7,33); р < 0,0001. С увеличением 
объема цитоплазмы наблюдался рост количества гранул гликогена; выявлялись патологические формы ми-
тохондрий: набухание, деструкция крист и вакуолизации их матрикса.
Заключение. В поперечнополосатой скелетной мышечной ткани НСПК в условиях дефицита тестостерона 
наряду с атрофическими процессами формируются компенсаторно-приспособительные механизмы, направ-
ленные на восстановление ее метаболической и функциональной организации.

Ключевые слова: недостаточность анального сфинктера; скелетная мышечная ткань; гипогонадизм; дефи-
цит тестостерона; мышечное волокно; интерстиций
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Experimental androgen deficiency and associated structural 
changes in the muscle tissue of the external anal sphincter

Antonina S. Pronina, Galina N. Suvorova, Natalya N. Vologdina
Samara State Medical University

89, Chapaevskaya str., Samara, 443099, Russia

Abstract
Aim. We aimed to study the histological and ultramicroscopic structure of the striated muscle tissue of the external 
anal sphincter (EAS) of mature male rats under experimental androgen deficiency.
Materials and methods. The study included 10 male laboratory rats aged 8 months, which were randomly divided 
into 2 groups of 5 each. The experimental group underwent bilateral orchiectomy to create testosterone deficiency. 
After 45 days, rats were sacrificed. We studied the concentration of testosterone in histological sections of EASs 
using light microscopy and ultramicroscopy. We also determined the diameter of muscle fibers and the thickness 
of endomysium, the area of muscle fibers, connective tissue, myofibrils and cytoplasm, identification of glycogen 
granules in the cytoplasm and intermyofibrillar space, as well as changes in mitochondria.
Results. In the experimental group, on the 45th day after surgical castration, the testosterone level was 2.5 times 
lower than in the control group 2.69 (2.52; 2.73) nmol/l vs. 7.20 (6.83; 7.21) nmol/l, p = 0.008. Using morphometric 
analysis, we found that in the experimental group after surgical castration the diameter of the muscle fibers was 
statistically significantly smaller than in the control group: 6.56 (3.96; 7.24) µm vs. 9.52 (8.88; 10.44) µm, p < 0.001, 
while the thickness of the endomysium in the experimental group was greater: 3.34 (3.11; 3.78) µm vs. 1.62 (1.51; 
1.86) µm, p < 0.0001. The ratio of muscle fiber area/connective tissue area was statistically significantly lower in the 
group after castration: 1.64 (1.50; 1.78) vs. 4.00 (3.17; 5.25), p < 0.0001. The ratio of myofibril area/cytoplasmic area 
changed in the experimental group towards the predominance of cytoplasm 0.79 (0.67; 0.79) vs. 5.25 (5.25; 7.33), 
p < 0.0001. With an increase in cytoplasmic volume, an increase in the number of glycogen granules was observed; 
pathological forms of mitochondria were identified: swelling, destruction of cristae and vacuolization of their matrix.
Conclusion. Under conditions of testosterone deficiency, along with atrophic processes, compensatory and adaptive 
mechanisms are formed in the striated skeletal muscle tissue of the EAS, aimed at restoring its metabolic and 
functional organization.

Keywords: anal sphincter insufficiency; striated muscle tissue; hypogonadism; testosterone deficiency; muscle fiber; 
interstitium
MeSH terms:
HYPOGONADISM – PATHOLOGY
ANAL CANAL – PATHOLOGY
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Список сокращений:
НСПК – наружный сфинктер прямой кишки

Гипогонадизм – это клинический и биохимиче-
ский синдром, связанный с низким уровнем тесто-
стерона, а также нечувствительностью рецепторного 
аппарата к андрогенам, который может оказывать 
негативное воздействие на множество органов и си-
стем, ухудшая качество жизни1. Первичная форма 
гипогонадизма связана с недостаточной функцией 
семенников, вследствие чего уровень тестостерона 
в мужском организме снижается. Наиболее простым 
экспериментальным способом формирования пер-
вичного гипогонадизма является двусторонняя орхи-
эктомия.

Известно, что андрогенный дефицит распро-
странен среди значительной части мужского на-
селения. По данным исследований, проведенных 
в Европе и США, распространенность гипогона-
дизма среди мужчин среднего и старшего возраста 
варьирует от 2,1 до 12,8%, более высокие показате-
ли распространенности отмечены среди пациентов 
с сопутствующими заболеваниями, такими как са-
харный диабет 2-го типа – 51% и ожирение – от 15 
до 78,8% [1].

Тестостерон, представляющий собой анабо-
лический стероидный гормон, важен не только 

для процессов полового созревания, сексуальной 
активности и воспроизводства потомства, но и дру-
гих процессов, в частности формирования и под-
держания скелетной мышечной ткани [2]. В мышеч-
ных тканях тестостерон стимулирует синтез белков 
и ингибирует их дегенерацию, стимулирует комми-
тирование мезенхимальных плюрипотентных клеток 
в миогенную линию и повышает синтез сократитель-
ных белков, что способствует гипертрофии мышеч-
ных волокон [3–5]. Литературные данные указывают 
на взаимосвязь между низким уровнем андрогенов 
в сыворотке крови и возрастной потерей скелетной 
мышечной массы (саркопенией) [6, 7].

Одной из нерешенных клинических проблем слу-
жит фекальная инконтиненция, характеризующаяся 
нарушением работы наружного сфинктера прямой 
кишки (НСПК), состоящего из поперечнополосатых 
мышц [8]. В модели фекальной инконтиненции, соз-
данной после овариоэктомии на крысах-самках, по-
казано увеличение толщины мышц анального сфин-
ктера после введения тестостерона [9]. При этом во-
прос об изменениях в структуре и метаболических 
процессах в НСПК в условиях дефицита тестостеро-
на остается малоизученным.

1 Дедов И.И., Мокрышева Н.Г., Мельниченко Г.А. и др. Рекомендации по диагностике и лечению дефицита тестостерона (гипогонадиз-
ма) у мужчин. ФГБУ «Эндокринологический научный центр» Минздрава России. 2016. С. 19. https://www.endocrincentr.ru/sites/default/
files/specialists/science/clinic-recomendations/hypogon.pdf?ysclid=lneu1n3onn251612089 (дата обращения: 03.08.2023).
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Цель исследования: изучить микроскопическое 
и ультрамикроскопическое строение поперечнопо-
лосатой мышечной ткани НСПК лабораторных поло-
возрелых крыс-самцов в условиях эксперименталь-
ной андрогенной недостаточности.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Эксперимент проводился в Институте экспери-

ментальной медицины и биотехнологий ФГБОУ ВО 
«Самарский государственный медицинский универ-
ситет» Минздрава России на белых лабораторных 
крысах.

Для исследования влияния дефицита тестосте-
рона на морфологическое строение НСПК брали 
10 здоровых половозрелых самцов крысы в возрасте 
8 месяцев массой 300–350 г. Животные содержались 
в полипропиленовых клетках с гранулированной 
подстилкой в постоянно контролируемой среде: тем-
пература 22 ± 1 °C, влажность 55 ± 10%, 12/12-ча-
совой цикл свет/темнота, и имели свободный доступ 
к пище и воде.

Самцов во временной точке 1 разделили ран-
домно на 2 группы по 5 крыс в каждой: интактную 
(контрольную) и экспериментальную с моделиро-
ванной андрогенной недостаточностью. Последнюю 
создавали путем двухсторонней кастрации (рис. 1). 
Все оперативные вмешательства на животных про-
водились под внутримышечным наркозом смеси 

анестетиков тилетамина с золазепамом (Virbac C.A., 
Франция) в дозировке 15 мг/кг веса и ксилазина 
гидрохлорида (Bioveta, Чешская республика) в до-
зировке 6 мг/кг веса. Далее животных фиксировали 
на операционном столе, проводили рассечение мо-
шонки, извлекали семенник, накладывали лигатуру 
вокруг семенных канатиков и пересекали их.

В точке 1, на 30-е (точка 2) и 45-е сутки (точка 3) 
после проведения орхиэктомии определяли кон-
центрацию тестостерона в сыворотке крови крыс 
с помощью иммунохемилюминисцентного анализа 
(ACCESS 2, Beckman Coulter Inc, США) (рис. 1).

Забор материала для морфологического изуче-
ния осуществляли на 45-е сутки моделированного 
гипогонадизма после медикаментозной эвтана-
зии посредством внутрисердечной инъекции пре-
паратов, использованных в точке 1 для наркоза, 
в летальных дозах. После отделения кожной части 
анального отверстия и выделения прямой кишки 
нижнюю треть фиксировали в 10% нейтральном 
формалине на фосфатном буфере (рН 7,4), обезво-
живали в серии спиртов возрастающей концентра-
ции: 30º, 50º, 70º, 90º, 96º (I), 96º (II) до абсолютно-
го спирта и заливали в парафин. Гистологические 
срезы получали толщиной 5–7 мкм на ротацион-
ном микротоме Sakura Accu-Cut SRM 200 (Япония) 
и окрашивали по стандартной методике гематокси-
лином и эозином.

Микроскопия /  
Microscopy 

Ультрамикроскопия /  
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0 день / Day 0  45 день / Day 45  

Крысы самцы
в возрасте 8 мес. /

Male rats 8 months old 

N = 10 

n = 5 

n = 5 

Хирургическая 
кастрация /  

Surgical 
castration 

Эвтаназия / 
Euthanasia 

НСПК / 
EAS 

Контроль /  
Control 

Тестостерон / 
Testosterone  

Эвтаназия / 
Euthanasia 

Ultramicroscopy

РИС. 1. Схема эксперимента: изучение наружного сфинктера прямой кишки после моделирования андроген-
ной недостаточности у половозрелых крыс-самцов.
FIG. 1. Experimental design: study of the external anal sphincter after modeling androgen deficiency in mature male 
rats.

Примечание: НСПК – наружный сфинктер прямой кишки.
Note: EAS – external anal sphincter.
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Гистологические препараты просматривали в све-
товом микроскопе Leica DM3000 (Германия), снаб-
женным цифровой камерой и программой для про-
ведения линейных измерений. Определяли диаметр 
мышечных волокон и толщину эндомизия; с исполь-
зованием планиметрической (25-точечной) сетки 
Г.Г. Автандилова методом гистостереометрии изуча-
лась площадь мышечных волокон и соединительной 
ткани.

Для ультраструктурного анализа материал фик-
сировали в 1% глутаровом альдегиде (рН 7,4) 
в течение 12 часов. Далее материал переносили 
в 2,5% раствор глутарового альдегида на 4 часа, 
затем на 2 часа помещали в 1% тетраокись осмия. 
Обезвоживание проводили в серии спиртов возрас-
тающей концентрации и в окиси пропилена, после 
чего заливали в эпоксидные смолы. Ультратонкие 
срезы образцов толщиной 60–80 нм получали на ми-
кротоме Leica UC7 (Германия), помещали на мед-
ные сеточки и окрашивали 20 минут насыщенным 
раствором уранилацетата и 5 минут цитратом 
свинца. Исследование методом просвечивающей 
электронной микроскопии проводили на электрон-
ном микроскопе Hitachi HT 7700 Exalens (Hitachi 
High-Tech Corporation, Япония) на базе лаборатории 
«Электронная микроскопия» междисциплинарного 
центра «Аналитической микроскопии» Казанского 
федерального университета. Ультраструктурное 
исследование мышечных волокон включало в себя 
оценку площади миофибрилл и цитоплазмы, вы-
явление гранул гликогена в цитоплазме и межмио-
фибриллярном пространстве, а также определение 
изменений в митохондриях.

Статистический анализ
Непрерывные данные, полученные в ходе иссле-

дования, представлены в виде медианы и интерквар-
тильного размаха (25-й; 75-й процентили). Для опре-
деления статистической значимости различий между 
значениями в экспериментальной группе и группе 
контроля использовали непараметрический крите-
рий Манна – Уитни. Различия считали значимыми 
при p < 0,05.

Статистический анализ данных выполнен при по-
мощи программы IBM SPSS v.23.0 (SPSS: An IBM 
Company, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Исходный уровень тестостерона в обеих группах 

не отличался. В экспериментальной группе после ка-
страции уровень тестостерона снизился к 30-м суткам 
в 2,5 раза и далее не изменялся до 45 суток, в контроль-
ной группе концентрация тестостерона не изменялась 
на протяжении всего эксперимента (табл.).

При светооптическом исследовании образцов 
обнаружено, что состав наружного сфинктера пря-
мой кишки, имеющего общее строение с мышечной 
тканью локомоторного типа и представленного по-
перечнополосатой мускулатурой, отличается по ко-
личеству мышечных волокон и интерстиция у экс-
периментальной и контрольной групп животных 
(рис. 1).

При морфометрии диаметр мышечных волокон 
НСПК у животных с экспериментально смодели-
рованным гипогонадизмом был в 1,5 раза меньше 
диаметра мышц аналогичного участка контрольной 
группы (табл.).

Таблица. Концентрация тестостерона и изменения в наружном сфинктере прямой кишки крыс-самцов  
в модели гипогонадизма

Table. Testosterone concentration and changes in the external anal sphincter of male rats in a model of hypogonadism

Параметр / Parameter Экспериментальная группа / 
Experimental group

Контрольная группа /  
Control group

Значение р /  
p value

Тестостерон, нмоль/л / Testosterone, nmol/l
исходно / initially 6,86 (6,75; 7,15) 7,19 (6,85; 7,29) 0,421
через 30 дней / in 30 days 2,77 (2,65; 2,79)a 7,23 (6,80; 7,24) 0,008
через 45 дней / in 45 days 2,69 (2,52; 2,73)a 7,20 (6,83; 7,21) 0,008

Диаметр мышечных волокон, мкм /  
Diameter of muscle fibers, µm 6,56 (3,96; 7,24) 9,52 (8,88; 10,44) <0,001

Толщина эндомизия, мкм / Endomysium thickness, µm 3,34 (3,11; 3,78) 1,62 (1,51; 1,86) <0,0001
Площадь мышечных волокон, % / Muscle fiber area, % 62 (60; 64) 80 (76; 84) <0,0001
Площадь соединительной ткани, % / Connective tissue area, % 38 (36; 40) 20 (16; 24) <0,0001
Площадь мышечных волокон / площадь соединительной 
ткани / Muscle fiber area / connective tissue area 1,64 (1,50; 1,78) 4,00 (3,17; 5,25) <0,0001

Площадь миофибрилл, % / Myofibril area, % 44 (40; 44) 84 (84; 88) <0,0001
Площадь цитоплазмы, % / Cytoplasm area, % 56 (56; 60) 16 (12; 16) <0,0001
Площадь миофибрилл / площадь цитоплазмы /  
Myofibril area / Cytoplasm area 0,79 (0,67; 0,79) 5,25 (5,25; 7,33) <0,0001

Примечание: а – р < 0,01 при сравнении с исходным уровнем.
Note: a – p < 0.01 compared with the initial level.
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Уменьшение диаметра мышечных волокон у экс-
периментальной группы крыс-самцов сочеталось 
с увеличением толщины эндомизия, которая в 2 раза 
превышала аналогичные значения в контрольной 
группе (табл.). По клеточному составу различий 
в исследованных образцах эндомизия не обнару-
жено, он был представлен рыхлой соединительной 
тканью.

У крыс с моделированным дефицитом тестостеро-
на площадь мышечной ткани была меньше в 1,3 раза, 
а соединительной ткани – в 1,9 раза больше по срав-
нению с таковым у животных контрольной группы. 
Изучение соотношения «площадь мышечных во-
локон / площадь соединительной ткани» в области 
НСПК показало, что в экспериментальной группе оно 
было в 2,5 раза меньше, чем в контрольной.

При ультраструктурном исследовании попереч-
нополосатой мышечной ткани НСПК получены 
следующие данные: у животных эксперименталь-
ной группы площадь миофибрилл была меньше 
в 1,9 раза, а площадь цитоплазмы больше в 3,5 раза 
аналогичных показателей в контрольной группе. 
Соотношение «площадь миофибрилл / площадь ци-
топлазмы» было в 6,6 раза меньше в эксперимен-
тальной группе по сравнению с контрольной (табл.).

В мышечных волокнах экспериментальной груп-
пы с увеличением объема цитоплазмы наблюдался 
рост количества гранул гликогена, который распо-
лагался повсеместно: между миофибриллами, меж-
ду миофиламентами и в пространстве вокруг ядра. 
Наряду с этим выявлялись патологические формы 
митохондрий: чаще всего встречались изменения 

в виде набухания, деструкции крист и вакуолизации 
их матрикса (рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты исследования как на светооптическом, 

так и на ультрамикроскопическом уровнях показали, 
что в организме половозрелых крыс-самцов на 45-е 
сутки моделированного гипогонадизма с лаборатор-
но подтвержденным дефицитом тестостерона (кон-
центрация ниже группы контроля в 2,5 раза) проис-
ходит уменьшение диаметра поперечнополосатых 
мышечных волокон НСПК в 1,5 раза по сравнению 
с контрольной группой. Вероятно, в ответ на атро-
фические изменения в мышечных волокнах в каче-
стве компенсации потери объема мышечной ткани 
увеличивается количество соединительной ткани 
в интерстиции в 2 раза по сравнению с контрольной 
группой.

Продемонстрированная в нашей работе атрофия 
мышечных волокон наружного сфинктера прямой 
кишки в условиях дефицита тестостерона объяс-
няется анаболическим действием гормона на ске-
летную мышечную ткань, содержащую огромное 
количество андрогеновых рецепторов. В условиях 
андрогенного дефицита, по-видимому, замедляется 
синтез белков (строительного компонента миофи-
брилл) в мышцах [10].

Наряду с уменьшением количества миофибрилл 
и нарушением связей между миофиламентами про-
исходит нарушение строения митохондрий, кото-
рые обеспечивают снабжение мышечного волок-
на энергией в виде АТФ, свободные пространства 

A B

РИС. 2. Микроскопическая картина поперечнополосатой мышечной ткани наружного сфинктера прямой кишки у крыс 
на 45-е сутки моделированного гипогонадизма. Ув. 1000, об. 100, ок. 10. 
Тонкие стрелки – мышечные волокна, толстые стрелки – интерстиций.
А – контрольная группа.
B – группа с экспериментальным гипогонадизмом на 45-е сутки.
FIG. 2. Microscopic image of striated muscle tissue of the external anal sphincter in rats on the 45th day of simulated hypogonadism. 
Magnification 1000, ob. 100, oc. 10. 
Thin arrows – muscle fibers, thick arrows – interstitium.
А – control group.
B – group with experimental hypogonadism on day 45.
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саркоплазмы заполняются гранулами гликогена. Все 
эти процессы могут быть свидетельством компенса-
торно-приспособительных механизмов, возникаю-
щих в исчерченной мышечной ткани НСПК при де-
фиците тестостерона.

Спектр изменений митохондрий, наблюдаемых 
в экспериментальной группе (набухание, деструкция 
крист и вакуолизация матрикса), может быть след-
ствием нескольких факторов, возникающих в ответ 
на недостаток тестостерона. Во-первых, в научной 
литературе есть данные о том, что дефицит тесто-
стерона вызывает снижение катаболизма энерге-
тических субстратов (глюкозы и жирных кислот) 
в митохондриях во время производства АТФ и теп-
ла. В результате в ответ на избыток энергии в виде 

топливного субстрата, накапливающегося в цито-
плазме мышечных волокон, может нарушаться струк-
тура митохондрий. Во-вторых, одним из факторов, 
вызывающих нарушение строения и функциониро-
вание митохондрий, является гипоксия. Известно, 
что эритропоэз – тестостеронзависимый процесс 
[11]. Поскольку при снижении концентрации ан-
дрогенов после кастрации происходит уменьшение 
активности эритропоэза, это, безусловно, приводит 
к снижению количества доставляемого кислорода 
и, следовательно, гипоксии клеток. При гипоксии 
происходит подавление дыхательной цепи в пользу 
гликолиза, что, в свою очередь, приводит к закис-
лению среды, перегрузке натрием, снижению нако-
пления кальция и нарушению выработки АТФ. Все 

A

C

B

РИС. 3. Ультрамикроскопическая картина поперечнополосатой мышечной ткани наружного сфинктера прямой кишки у 
крыс на 45-е сутки моделированного гипогонадизма.
А – контрольная группа (ув. 12 000);
В – группа с экспериментальным гипогонадизмом на 45-е сутки (ув. 20 000). Многочисленные гранулы гликогена в цито-
плазме и межмиофибриллярном пространстве (стрелка);
C – группа с экспериментальным гипогонадизмом на 45-е сутки (ув. 20 000). Изменения в митохондриях: набухание, де-
струкция крист и вакуолизации матрикса (стрелка).
FIG. 3. Ultramicroscopic image of striated muscle tissue of the external anal sphincter in rats on the 45th day of simulated 
hypogonadism.
A – control group (magnification 12 000);
В – group with experimental hypogonadism on day 45 (magnification 20 000). Numerous glycogen granules in the cytoplasm and 
intermyofibrillar space (arrow);
C – group with experimental hypogonadism on day 45 (magnification 20 000). Changes in mitochondria: swelling, destruction of 
cristae and vacuolization of the matrix (arrow).



СЕЧЕНОВСКИЙ ВЕСТНИК Т. 14, № 3, 2023 / SECHENOV MEDICAL JOURNAL VOL. 14, No. 3, 2023 52

CELL BIOLOGY, CITOLOGY, HISTOLOGY

эти процессы, возникающие в митохондриях в ответ 
на гипоксию, ведут к увеличению проницаемости 
внутренней мембраны и в дальнейшем к деструкции 
или набуханию митохондрий [12]. Наконец, еще од-
ним фактором, который может спровоцировать нару-
шение структуры митохондрий, является увеличение 
содержания активных форм кислорода с понижени-
ем концентрации андрогенов, которые усиливают 
окислительное повреждение дыхательной цепи [13].

Ранее было показано, что в ответ на снижение 
уровня андрогенов мышечные волокна теряют свою 
массу и частично замещаются жировой тканью, 
но после введения заместительной терапии доля мы-
шечной массы восстанавливается [14, 15].

Действительно, полученная нами микроскопиче-
ская и ультрамикроскопическая картина при гипо-
гонадизме подтверждает вероятность атрофических 
изменений в мышечных волокнах, что проявляется 
в частичной потере миофибриллярного аппарата 
и замещении его соединительной тканью.

Наши данные об увеличении количества гликоге-
на в мышечных волокнах при гипогонадизме разнятся 
с данными литературы, которые сообщают о возмож-
ном снижении чувствительности клеток к инсулину 

при дефиците тестостерона, в связи с чем прекраща-
ется поступление глюкозы внутрь клеток и, соответ-
ственно, прекращается образование внутриклеточ-
ного гликогена [16]. С другой стороны, увеличение 
количества гликогена и дистрофические изменения 
в митохондриях в мышечной ткани при снижении те-
стостерона являются свидетельством преобладания 
анаэробного типа энергетического обмена и, следо-
вательно, перестройки метаболического профиля, 
что, скорее всего, служит признаком адаптивных из-
менений.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В условиях смоделированного дефицита тесто-

стерона в период половой зрелости крыс-самцов 
в поперечнополосатой мускулатуре НСПК наряду 
с атрофическими процессами развиваются компенса-
торно-приспособительные процессы, направленные 
на восстановление метаболической и функциональ-
ной организации. Полученные результаты вносят 
вклад в понимание механизмов развития фекальной 
инконтиненции в условиях андрогенного дефицита 
и могут служить основой для проведения дальней-
ших исследований.
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