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Исследовано влияние трансплантации мультипотентных стволовых клеток – производ- 
ных нервного гребня (МСК–ПНГ), полученных из вибрисс, на восстановление травми-
рованного (перерезанного) седалищного нерва у взрослых мышей линии FVB. После 
трансплантации клеток в область травмы регенерация поврежденного нерва усилива-
лась по сравнению с таковой у мышей, которым трансплантация не производилась. Уве-
личивалась также интенсивность новообразования кровеносных сосудов и возобновле-
ния эндоневрия. Плотность нервных волокон в дистальном отрезке поврежденного не-
рва мышей после трансплантации МСК–ПНГ (10522.8 ± 1044.0 мм–2) была достоверно 
большей, чем у мышей с травмой нерва, но без трансплантации (8409.5 ± 739.5 мм–2). 
Обсуждаются возможные механизмы ускорения регенерации поврежденного перифери-
ческого нерва в условиях трансплантации стволовых клеток.
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ВВЕДЕНИЕ 

Разработка подходов, обеспечивающих регенера-
цию поврежденных периферических нервных ство-
лов, привлекает внимание многих исследователей 
[1]. Широкое использование новых хирургических 
технологий и фармакологических препаратов для 
лечения подобных повреждений позволило значи-
тельно улучшить клинические результаты, однако 
задача полного восстановления структуры и функ-
ции нервов после таких травм пока полностью не 
решена.
В настоящее время для стимуляции регенератив-

ных процессов в поврежденных периферических 
нервах активно разрабатываются эксперименталь-
ные подходы с применением клеточной терапии [2, 
3]. Продемонстрирована способность стволовых 
клеток различных типов содействовать восстанов-
лению травмированного седалищного нерва [2, 4]. 
При этом стволовые клетки, имплантированные в 

зону дефекта нерва, дифференцируются, превраща-
ясь в шванновские клетки, что эффективно ускоря-
ет рост и миелинизацию регенерирующих аксонов. 
Перспективным типом стволовых клеток для вос-

становления повреждений периферических нервов 
с использованием методов клеточной терапии и 
тканевой инженерии могут быть мультипотентные 
стволовые клетки – производные нервного гребня 
(МСК–ПНГ) из бульбарного региона (БР) волосяно-
го фолликула (ВФ). МСК–ПНГ обладают способно-
стью к самообновлению и направленной мультили-
нейной дифференциации, превращаясь в том числе 
в шванновские клетки [4–6]. 
В настоящей работе мы исследовали возможно-

сти усиления восстановительных процессов в трав-
мированном седалищном нерве взрослых мышей 
после трансплантации МСК–ПНГ, полученных из 
БР ВФ.

МЕТОДИКА 

Исследование было проведено на мышах линии 
FVB – «диких» и трансгенных по гену GFP. Живот-
ные были получены из вивария Института генетиче-
ской и регенеративной медицины НАМН Украины. 
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Мыши упомянутой линии были разделены на сле-
дующие группы. У животных первой группы (n = 5)  
правый седалищный нерв только выделяли на 
определенном протяжении, но не пересекали (лож-
нооперированный контроль). Мышам второй груп-
пы (n = 5) правый седалищный нерв перерезали в 
участке средней трети его протяженности. Мышам 
третьей группы (n = 5) в день операции в область 
перерезки седалищного нерва подсаживали МСК–
ПНГ в носителе (фибриновом геле; 106 клеток в  
20 мкл геля). Для этого смешивали 10 мкл 2 %-ного 
раствора фибриногена и 10 мкл среды DMEM:F12, 
содержащей в себе клетки и 0.5 междунар. ед. 
тромбина. Полимеризация раствора и образование 
фибринового геля происходили непосредственно 
после внесения в область дефекта.
Все вмешательства выполняли под авертиновым 

наркозом (0.4 мл 2.5 %-ного раствора, внутрибрю-
шинно).
МСК–ПНГ получали из БР ВФ вибрисс мышей, 

трансгенных по гену GFP, и культивировали в сре-
де DMEM:F12 с добавлением 10 % эмбриональной 
телячьей сыворотки, 5 нг/мл bFGF, 2 мМ глутами-
на (все препараты «Sigma», США) в мультигазовом 
инкубаторе с газовой средой из 5 % СО2, 5 % О2 и 
90 % N2. Для трансплантации использовали клетки 
третьего пассажа. Биологические свойства МСК–
ПНГ, культивируемых in vitro, были детально опи-
саны нами ранее [6].

Через четыре недели после начала эксперимента 
мышей всех групп подвергали эвтаназии (эфирный 
наркоз); пробы биологических материалов (участ-
ки интактного седалищного нерва и фрагменты ре-
генерационных невром с прилегающими отрезка-
ми поврежденного нерва) изучали с применением 
стандартной морфологической методики. Гисто-
логический материал для световой микроскопии 
фиксировали в течение суток в 10 %-ном растворе 
нейтрального формалина; после промывания изго-
тавливали криостатные срезы, которые позже им-
прегнировали азотнокислым серебром [7].
Для морфометрического анализа результатов 

световой микроскопии гистологических препа-
ратов использовали компьютерную программу 
«UTHSCSA Image Tool for Windows» (Version 2.00); 
микроскоп «Олимпус» снабжался стандартной оку-
лярной вставкой. Препараты гистологических сре-
зов фотографировали с помощью цифровой фото-
камеры и определяли плотность распределения 
нервных волокон в дистальном участке травмиро-
ванного нерва.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Свойства МСК–ПНГ ВФ. Полученные нами МСК–
ПНГ в культуре in vitro имели типичную звездчатую 
форму (рис. 1, А). Они проявляли характерные для 
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Р и с. 1. Биологические свойства муль- 
типотентных стволовых клеток –  
производных нервного гребня 
(МСК–ПНГ) из бульбарного регио-
на волосяного фолликула взрослых 
мышей. 
А – МСК–ПНГ в культуре in vitro 
(фазово-контрастная микроскопия); 
Б – экспрессия маркера стволовых 
клеток нестина в МСК–ПНГ (флуо-
ресцентная микроскопия); В – МСК–
ПНГ в условиях бессывороточного 
культивирования (фазово-контраст-
ная микроскопия); Г – дифферен-
циация МСК–ПНГ с превращением 
в шванновские клетки (экспрессия 
клетками белка S-100; флуоресцент-
ная микроскопия).

Р и с. 1. Біологічні властивості муль-
типотентних стовбурових клітин – 
похідних нервового гребеня з буль-
барного регіону волосяного фолікула 
дорослих мишей. 
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нейральных стволовых клеток свойства, экспресси-
руя специфический маркер – белок промежуточных 
филаментов нестин (Б) и формируя нейросферы в 
специфических условиях бессывороточного куль-
тивирования (В) [6]. При культивировании в среде, 
обеспечивающей индукцию глиальной дифферен-
циации, МСК–ПНГ дифференцировались, превра-
щаясь в шванновские клетки. Это подтверждалось 
характерными изменениями их морфологических 
характеристик и экспрессией специфического бел-
ка S-100 (Г) [6]. 

Особенности регенерации поврежденного седа-
лищного нерва мышей. После перерезки нерва в об-
ласти травмы у экспериментальных животных фор-
мировалась регенерационная неврома, включающая 
в себя нервные волокна, кровеносные сосуды, кле-
точные элементы (преимущественно фибробласты), 
коллагеновые волокна и основное вещество соеди-
нительной ткани (рис. 2). При этом у мышей тре-
тьей группы (В) регенерирующие нервные волокна 
располагались заметно более компактно, чем у мы-
шей второй группы (Б). У животных второй группы 
(без имплантации МСК) многие волокна были ори-
ентированы косо или поперечно по отношению к 
продольной оси нерва. У мышей же третьей группы 
ориентация волокон была более строгой – в основ-
ном они располагались в продольном направлении. 
Дистальный отрезок поврежденного нерва содер-
жал в себе миелинизированные и безмиелиновые 
нервные волокна.
Результаты морфометрического исследования 

дистальных отрезков поврежденного нерва показа-
ли, что плотность нервных волокон в зоне травмы 
у мышей второй группы была существенно ниже, 
чем у животных первой группы (соответственно 
8410 ± 740 и 11024 ± 628 мм–2, P < 0.05). В то же 

время у мышей третьей группы плотность (10523 ±  
± 1044 мм–2) практически не отличались от контро-
ля (у ложнооперированных мышей первой группы).
Таким образом, у мышей с травмой нерва после 

трансплантации МСК–ПНГ наблюдалось достаточ-
но четко выраженное усиление процессов регене-
рации и восстановления структурных элементов 
поврежденного нерва по сравнению с таковыми у 
мышей с травмой нерва, но без пересадки МСК. Бо-
лее качественная регенерация нервных волокон у 
мышей после трансплантации МСК–ПНГ отража-
лась не только в более значительном восстановле-
нии волокон травмированного седалищного нерва; 
новообразование кровеносных сосудов и возобнов-
ление эндоневральных оболочек вокруг отдельных 
групп нервных волокон были у этих животных бо-
лее интенсивными.

ОБСУЖДЕНИЕ 

Известно, что регенерация периферического нерва 
существенно зависит от влияний   клеточных, со-
судистых и гуморальных факторов на дистальный 
участок поврежденного нерва, в котором происхо-
дят регенерация и удлинение аксонов [1]. Механиз-
мы влияния стволовых клеток на восстановление 
поврежденного периферического нерва изучены 
недостаточно [2]. Можно полагать, что интенсифи-
кация регенерации травмированного седалищного 
нерва у мышей после трансплантации МСК–ПНГ 
связана как с трофическим влиянием этих клеточ-
ных элементов, так и с их прямой дифференциров-
кой в шванновские клетки. Показано, что шваннов-
ские клетки являются источником трофических и 
ростовых факторов, способствующих росту нерв-

Р и с. 2. Дистальный участок седалищного нерва через четыре недели после операции.
А – при ложной операции, Б – при травме нерва и В – при травме и трансплантации мультипотентных стволовых клеток – 
производных нервного гребня – в область травмы нерва. Импрегнация нитратом серебра. ×400. 

Р и с. 2. Дистальна ділянка сідничного нерва через чотири тижні після операції.

ВБА
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ных волокон [8]. Стволовые клетки, транспланти-
рованные в область травмы нерва, дифференциру-
ются с превращением в шванновские клетки, и это 
усиливает миелинизацию регенерирующих аксо-
нов [4]. В дальнейшем мы предполагаем провести 
исследования с детекцией трансплантированных 
GFP-положительных клеток в регенерирующем се-
далищном нерве мышей.
В условиях трансплантации МСК–ПНГ парал-

лельно с упомянутыми выше процессами происхо-
дило усиление ангиогенеза в поврежденном нерве. 
Как было обнаружено, через 30 дней после пере-
резки седалищного нерва гемато-эндоневральный 
барьер у мышей нарушается [9]. Кроме того, оказа-
лось, что сосуды периферического участка нерва, 
несмотря на ряд изменений после травмы, продол-
жают функционировать и участвуют в процессе ре-
генерации [1]. При этом восстановление элементов 
гемато-эндоневрального барьера в травмированном 
нерве происходит только при достаточном повыше-
нии содержания трофических факторов в ходе упо-
мянутого регенерационного процесса.
Очевидно, что для объективизации степени ре-

генерации поврежденных периферических нервов 
следует использовать комплексный подход, приме-
няя морфологические и электрофизиологические 
методы, анализируя функциональное состояние 
нейронов спинного мозга и т.  д. [2]. Необходимо 
также принимать во внимание феномен пролифе-
рации эндогенных шванновских клеток после по-
вреждения нерва и трансплантации МСК–ПНГ.
Как уже упоминалось, МСК–ПНГ обладают вы-

раженной способностью к направленной трансфор-
мации in vitro в шванновские клетки. Трансплан-
тация МСК–ПНГ в область травмы (перерезки) 
седалищного нерва у мышей обеспечивает его более 
успешную регенерацию, что проявляется в повы-
шении количества нервных волокон в дистальном 
отрезке нерва и оптимизации их пространственной 
ориентации. Наши наблюдения свидетельствуют о 
перспективности дальнейших исследований биоло-
гических свойств этих клеток с целью использова-
ния в будущем в регенеративной медицине.

Все работы с животными проводили согласно поло-
жениям Европейской конвенции по защите позвоночных 
животных, которые используются с экспериментальной 
и другой научной целью, а также положениям Комитетов 
по биоэтике ГУ «Институт генетической и регенеративной 
медицины НАМН Украины» и Национального медицинского 
университета им. А. А. Богомольца МЗ Украины.

Авторы настоящей работы, Р. Г. Васильев, А. Е. Род-

ниченко, С. Н. Шамало, А. С. Демидчук, И. Ф. Лабунец,  
Ю. Б. Чайковский и Г. М. Бутенко, подтверждают, что при 
выполнении исследования и публикации его результатов 
отсутствовали какие-либо конфликты, касающиеся коммер-
ческих или финансовых отношений, отношений с организа-
циями и/или лицами, которые могли быть связаны с иссле-
дованием, и взаимоотношений соавторов статьи.
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Р е з ю м е 

Досліджено вплив трансплантації мультипотентних стов-
бурових клітин – похідних нервового гребеня (МСК–ПНГ), 
отриманих із вібрисів, на відновлення травмованого (пере-
різаного) сідничного нерва у дорослих мишей лінії FVB. 
Після трансплантації клітин у ділянку травми регенерація 
ушкодженого нерва посилювалася порівняно з такою у ми-
шей, котрим дана трансплантація не виконувалася. Збільшу-
валася також інтенсивність новоутворення кровоносних су-
дин і відновлення ендоневрія. Щільність нервових волокон у 
дистальному відрізку ушкодженого нерва мишей після тран-
сплантації МСК–ПНГ (10522.8 ± 1044.0 мм–2) була вірогід-
но більшою, ніж у мишей із травмою нерва, але без транс- 
плантації (8409.5 ± 739.5 мм–2). Обговорюються можливі ме-
ханізми прискорення регенерації ушкодженого периферич-
ного нерва в умовах трансплантації стовбурових клітин.
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