
Актуальность проблемы восстановления 
поврежденных нервов обусловлена распростра-
ненностью травм нервных стволов, неудовлетво-
рительными результатами традиционных спосо-
бов лечения и недостатком фундаментальных зна-
ний о механизмах регенерации периферических 
нервных волокон, роли микроокружения и тро-
фических факторов в этом процессе. В настоя-
щее время основными наиболее перспективными 
способами ускорения восстановления нервных 
проводников являются использование кондуитов 
из биодеградируемых материалов, соединяющих 
концы поврежденного нерва [6, 8, 12], и при-
менение методов клеточной терапии. В каче-
стве вариантов клеточной терапии используются 
трансплантация мультипотентных стромальных 
клеток костного мозга и жировой ткани, нейраль-
ных стволовых/прогениторных клеток (НСПК), 
эмбриональных стволовых клеток и др. [3, 6, 14]. 
Стволовые клетки рассматриваются как источник 
трофических факторов и цитокинов, способству-
ющих росту регенерирующих аксонов [1, 14, 15]. 
Однако механизм влияния трансплантируемых 
стволовых клеток на регенерацию нервных про-
водников, а также возможности их дифференци-

ровки в условиях атипичного микроокружения 
изучены недостаточно.

Цель настоящего исследования — выяснить 
возможность приживления и изучить дифферен-
цировку диссоциированных клеток эмбриональ-
ных закладок спинного мозга и стенки переднего 
мозгового пузыря крыс после их пересадки в 
поврежденный нерв взрослых животных.

Мате ри а л  и  ме т о ды .  Исследование проведено на 
крысах линии Вистар (n=30). Из них — 6 самок, у которых 
на 15-е сутки беременности брали плоды с целью получе-
ния исходного материала для трансплантации, и 24 самца, 
которые служили реципиентами. Содержание животных и 
все эксперименты осуществляли с учетом «Правил проведе-
ния работ с использованием экспериментальных животных» 
(приказ № 755 от 12.08.1977 г. МЗ СССР). У плодов крыс 
выделяли фрагменты закладок шейного отдела спинного 
мозга и дорсолатеральной стенки переднего мозгового пузы-
ря, содержащие НСПК и помещали в культуральную среду 
199 (Биолот, Россия) с добавлением 0,2% раствора химопси-
на (Самсон-Мед, Россия) на 10 мин (37 °С). Затем фрагменты 
закладок пипетировали, полученную взвесь, содержащую 
отдельные клетки и небольшие клеточные агрегаты, дважды 
отмывали средой без химопсина, центрифугируя в тече-
ние 15 мин (200 g), используя центрифугу СМ-64 (ELMI, 
Эстония). Осадок ресуспендировали в 1 мл свежей среды, 
и проводили тест на жизнеспособность клеток с помощью 
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0,2% раствора трипанового синего и подсчета клеток в каме-
ре Горяева. Из части полученной взвеси делали мазки, кото-
рые фиксировали в 96 ° спирте в течение 40 мин.
Для трансплантации использовали суспензию клеток, если 

жизнеспособность последних была не менее 85%. 5 мкл 
клеток взвеси с количеством 3–7×104 вводили в прокси-
мальный конец предварительно поврежденного седалищ-
ного нерва взрослых животных. Нерв повреждали путем 
наложения лигатуры на 40 с. Животных содержали в обыч-
ных условиях вивария и умерщвляли парами этилового 
эфира через 1 и 21 сут. Материал фиксировали в цинк-
этанол-формальдегиде, обезвоживали и заливали в парафин. 
Иммуногистохимические реакции проводили на парафино-
вых срезах толщиной 5 мкм. Выявляли следующие анти-
гены: белок Musashi-1 (Msi-1) — маркер НСПК, глиальный 
фибриллярный кислый белок (GFAP) — маркер астроцитов, 
виментин — белок, характерный для радиальных глиоци-
тов и эпендимоцитов крыс [2], ядерный белок нейронов 
NeuN. Для выявления белка Msi-1 использовали поликло-
нальные кроличьи антитела (Abcam, Великобритания); для 
GFAP — поликлональные кроличьи антитела (Dako, Дания); 
для виментина — моноклональные мышиные антитела (клон 
V-9, Dako, Дания); для NeuN — моноклональные мышиные 
антитела (клон А60; Chemicon, США). В качестве вторич-
ных реагентов для Msi-1 и GFAP использовали реактивы из 
набора Super Sensitive Polymer-HRP Detection Kit HRP/Dab 
(Bio Genex, США); для NeuN и виментина — реактивы из 
набора EnVision+System Labbeled Polymer-HRP Anti-Mouse 
(Dako, Дания).

Р е з у л ь т а ты  и с с л е д о в а н и я .  Иммуно-
гисто химическое исследование, проведенное на 
гистологических срезах спинного мозга и нео-
кортекса плодов крысы 15 сут развития, пока-
зало, что значительная часть клеток исходного 
материала являются Msi-1-содержащими НСПК 
(рис. 1, а, б).

В спинном мозгу они располагаются вокруг 
центрального канала в эпендимной и субэпен-
димной зоне. В области презумптивных перед-
них рогов Msi-1-иммунопозитивные клетки не 
выявляются, поскольку здесь в этот срок раз-
вития присутствуют более дифференцированные 
клеточные элементы: нейробласты и молодые 
нейроны. В дорсолатеральной стенке переднего 
мозгового пузыря большинство клеток оказались 
Msi-1-иммунопозитивными. Тест на жизнеспособ-
ность, который был проведен после диссоциации 
эмбриональных закладок, показал, что не менее 
85% клеток выживают. С помощью иммуноги-
стохимического исследования мазков, приготов-
ленных из полученной для трансплантации взвеси 
клеток, выявлено, что большинство составляю-
щих ее клеток Msi-1-иммунопозитивны (рис. 2, а).

Через 1 сут после пересадки транспланта-
ты легко определяются в центре нервных 
стволов в виде небольших скоплений Msi-1-
иммунопозитивных клеток (см. рис. 2, б). Следует 
отметить, что реакция на белок Msi-1 обладает 
высокой специфичностью: в толще поврежден-

ного нерва другие клеточные элементы не давали 
иммуногистохимической реакции. Пересаженные 
клетки в этот срок морфологически сходны с 
НСПК исходного материала. Они имеют круг-
лую или овальную форму и достигают размеров 
6–8 мкм.

Через 21 сут после операции транспланта-
ты разных закладок ЦНС выглядят по-разному. 
Определить клетки спинного мозга, пересажен-
ные в эндоневрии нервных стволов реципиентов, 
обычными гистологическими методами весьма 
затруднительно. Некоторые отдельные диффе-
ренцирующиеся нейроны встречаются между 
нервными волокнами реципиента, однако лишь 
иммуногистохимическое исследование позволяет 
выявить одиночные NeuN-содержащие нейроны 
(рис. 3). Порой они располагаются небольшими 
группами из 2–3 клеток.

Рис. 1.  Нейральные стволовые/прогениторные клетки в спин-
ном мозгу (а) и дорсолатеральной стенке переднего 
мозгового пузыря (б) крыс 15 сут пренатального раз-
вития.

Иммуногистохимическая рекция на Msi-1. Ув.: а — 100; 
б — 400

а

б



32

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ Морфология. 2013

В трансплантатах неокортекса через 21 сут 
после операции также встречаются отдельные 
экспрессирующие NeuN нервные клетки. Однако 
большинство пересаженных клеток дифференци-
руются в эпендимоциты. Последние располагают-
ся рядами вдоль нервных волокон реципиента и 
имеют характерные морфологические признаки. 
Это клетки кубической формы, экспрессирующие 
белки промежуточных филаментов — виментин 
и GFAP.

Об с уж д е н и е  п о л у ч е н ны х  д а н ны х . 
Выявление Msi-1-иммунопозитивных НСПК через 
1 сут после трансплантации и дифференцирован-
ных нейронов, содержащих NeuN, через 21 сут 
позволило показать, что пересаженные клетки-
предшественники реализуют свои гистобластиче-
ские потенции и дифференцируются в нейрональ-
ном направлении после пересадки в эктопическую 
область. Число нейронов в таких трансплантатах 

невелико. Это отличает их от трансплантатов 
фрагментов эмбриональных закладок ЦНС, кото-
рые не подвергались диссоциации и были пере-
сажены в нерв [4, 7]. Ранее было показано, что 
трансплантаты суспензий диссоциированных кле-
ток, развивающихся в головном мозгу взрослых 
животных, имеют ряд особенностей по сравне-
нию с трансплантатами фрагментов эмбриональ-
ных закладок [5, 9, 16]. Часть пересаженных 
диссоциированных клеток эмбрионального мозга 
погибают путем апоптоза в ранние сроки после 
пересадки [16]. В нашем случае процедуры диссо-
циации и трансплантация в нерв, вероятно, также 
приводят к гибели части недифференцированных 
нейрональных предшественников и дифференци-
рующихся нейронов, поэтому через 21 сут число 
NeuN-иммунопозитивных нейронов в трансплан-
татах и неокортекса, и спинного мозга невелико.

Известно, что НСПК в ЦНС в онтогене-
зе дают начало не только нервным, но и гли-
альным клеткам мозга, включая эпендимоциты. 
В настоящем исследовании пересаженные НСПК, 
несомненно, дифференцируются и в глиальном 
направлении. Однако для выяснения их способ-
ности давать начало олигодендроцитам, астроци-
там, нейролеммоцитам необходимы специальные 
исследования с применением соответствующих 
иммуногистохимических маркеров. В трансплан-
татах неокортекса среди выявляющихся GFAP-
иммунопозитивных клеток, вероятно, имеются 
астроциты. Однако они имеют нехарактерную для 
типичных астроцитов форму, что затрудняет их 
идентификацию. Кроме того, показано, что ней-
ролеммоциты могут при определенных условиях 
экспрессировать GFAP [10].

Рис. 2.  Нейральные стволовые/прогениторные клетки спин-
ного мозга плода крысы 15 сут развития на мазке (а) и 
в эндоневрии поврежденного седалищного нерва через 
1 сут (б) после операции.

Иммуногистохимическая рекция на Msi-1. Ув. 1000

Рис. 3.  Отдельные нейроны в толще нервного ствола через 
21 сут после трансплантации диссоциированных кле-
ток спинного мозга плода крысы 15 сут развития.

Иммуногистохимическая реакция на NeuN. Ув. 1000

а

б
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Способность НСПК дифференцироваться в 
направлении эпендимы была продемонстрирована 
в экспериментах, выполненных in vitro [13]. По 
мнению авторов, это может происходить при двух 
условиях: если культивирование проводится на 
подложке из ламинина и если между НСПК сохра-
няются контакты [13]. В нашем случае подобные 
условия создаются при пересадке НСПК в пери-
ферический нерв. Как известно, в толще эндонев-
рия периферических нервов большое количество 
ламинина содержится в составе базальных мем-
бран и, как отмечалось ранее, используемая для 
трансплантации взвесь клеток содержала неболь-
шие клеточные агрегаты, т. е. некоторая часть 
клеток сохраняли межклеточные контакты. В 
литературе встречается мнение, что эпендимоци-
ты сохраняют свойства стволовых клеток и явля-
ются мультипотентными [11]. Кроме того, они 
секретируют трофические и ростовые факторы, 
которые могут способствовать регенерации нерва.

В трансплантатах спинного мозга эпендима не 
была выявлена, несмотря на то, что процедуры 
подготовки материала для трансплантации были 
одинаковы для всех закладок. Формирование зна-
чительного числа эпендимоцитов в трансплан-
татах неокортекса, но не спинного мозга, отме-
чалось и ранее при пересадке недиссоциирован-
ных фрагментов эмбриональных закладок ЦНС 
[4, 7]. Вероятно, такое отличие связано с тем, 
что клеточный состав разных закладок неодина-
ков. Известно, что спинной мозг формируется в 
эмбриогенезе раньше мозговых пузырей и явля-
ется более зрелой закладкой, чем закладка коры 
полушарий большого мозга соответствующего 
срока развития. Следовательно, в используемой 
в данном исследовании закладке спинного мозга 
плода 15 сут развития содержится больше ком-
митированных клеток-предшественников, чем 
мультипотентных нейральных стволовых клеток, 
а в закладке неокортекса — наоборот. В связи 
с этим в трансплантатах неокортекса большее 
число нейральных стволовых клеток под влияни-
ем микроокружения эндоневрия способно диффе-
ренцироваться в эпендиму, чем в трансплантатах 
спинного мозга.

Таким образом, установлено, что транс-
плантаты, представленные диссоциированными 
клетками-предшественниками из эмбриональных 
закладок ЦНС (спинного мозга и неокортекса) 
крыс, выживают в течение 21 сут в условиях 
пересадки в поврежденный нерв взрослых живот-
ных. Пересаженные клетки сохраняют способ-
ность к дифференцировке в нейроны, однако этот 
процесс не имеет массового характера. В отличие 
от трансплантатов спинного мозга, большинство 

клеток трансплантов неокортекса через 21 сут 
после операции дифференцируются в эпендимо-
циты.
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DEVELOPMENT OF DISSOCIATED CELLS 
OF VARIOUS RAT CNS PRIMORDIA 
AFTER TRANSPLANTATION 
INTO THE DAMAGED NERVE

Ye. S. Petrova, Ye. N. Isayeva and D. E. Korzhevskiy

The purpose of this paper was to examine the possibilities of 
engraftment, and to study the differentiation of the dissociated 
cells from the embryonic primordia of the spinal cord and the 
neocortex of Wistar rats, after their transplantation into the sciatic 
nerve of adult animals. The cell suspension obtained as a result 
of a dissociation of fragments of the cervical spinal cord and the 
anterior cerebral vesicle from rat fetuses at day 15 of develop-
ment, was injected into the proximal segment of a previously 
damaged sciatic nerve. Using the immunocytochemichal marker 

of neural stem/progenitor cells (Msi-1) the transplanted cells 
were identified in the nerve trunks after 1 day after the opera-
tion. After 21 day some of these cells underwent differentiation 
into NeuN-immunopositive neurons, however their number was 
small. Thus, dissociated precursor cells from embryonic rat spi-
nal cord and neocortex survive for three weeks under conditions 
of transplantation into the damaged nerve and retain the ability 
to differentiate into neurons, but the number is small. Most of the 
cells in the neocortex transplants, unlike those from spinal cord 
transplants, within 21 days after the operation were represented 
by the ependymocytes.

Key words: nerve, regeneration, neural stem/progenitor cells, 
ependymocytes
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