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Аннотация. Применение иммуногистохимического выявления белка бета-тубу-
лина III позволило оценить динамику регенерации волокон седалищного нерва 
крысы после передавливания (наложения лигатуры в  течение 40 с). В  разные 
сроки после повреждения в дистальном сегменте нерва описано изменение раз-
мера площади поперечного среза, содержащей бета- тубулин III — иммунопози-
тивные структуры. Показано, что в период с 1 по 8 неделю после повреждения 
площадь, занятая нервными волокнами в дистальном сегменте поврежденного 
нерва постепенно увеличивается, но не достигает уровня интактного нерва. Раз-
работанная модель будет использована в дальнейшей работе для оценки регене-
рации нервных проводников при экспериментальной клеточной терапии нерва.
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Введение

Бета-тубулин, наряду с  альфа-, гамма- и  другими 
формами тубулина, входит в  состав микротру-
бочек (МТ), которые вместе с  промежуточными 

филаментами формируют внутриклеточный скелет. 
Бета-тубулин III играет важную функциональную роль 
в  морфогенезе нейронов [11]. Выявление бета-тубули-
на III широко используется исследователями, занимаю-
щимися нейроногенезом. Считается, что бета-тубулин III 
начинает синтезироваться в  нервных клетках на  опре-
деленной стадии дифференцировки и служит маркером 
молодых нейронов. В связи с этим этот белок часто ис-
пользуется в  качестве иммуногистохимического мар-
кера нервных клеток в  развитии [обзоры: 1, 12]. Кроме 
того, известно, что количество бета-тубулин III, наряду 
с  другими цитоскелетными белками (нейрофиламента-
ми, актином и др.), особенно велико в периферических 
аксонах [13]. Аксоны получают непрерывную подачу ци-
тоскелетных белков из  тел нервных клеток медленным 
аксональным транспортом. Бета-тубулин III — структур-
ный белок нейротрубочек, и одна из его функций — осу-
ществление аксоплазматического транспорта.

Поиск способов восстановления периферических 
нервных проводников — проблема, разрабатываемая 
исследователями в  течение нескольких десятилетий, 

однако многие вопросы остаются нерешенными. Име-
ющиеся методы восстановления нервов путем совер-
шенствования шовной техники и  аутотрансплантации 
сегментов нерва часто не приводят к полному функцио-
нальному восстановлению нервных проводников. В свя-
зи с  этим активно ведется поиск способов стимуляции 
регенерации поврежденных нервов. В наши дни одним 
из способов считается применение генной и клеточной 
терапии [обзоры: 7–10]. Для оценки степени восста-
новления поврежденных нервных стволов применяют 
физиологические тесты, методы измерения скорости 
проводимости по  нерву и  количественный анализ ре-
генерирующих волокон. Для морфологической оценки, 
наряду с классическим способом подсчета числа регене-
рирующих волокон на  поперечных полутонких срезах, 
можно применять иммуногистохимическое выявление 
специфических структурных и  функциональных белков 
[5, 6]. Задача настоящей работы состояла в  исследова-
нии регенерации поврежденного седалищного нерва 
крысы, используя иммуногистохимическое выявление 
бета-тубулина III.

Материалы и методы

Работа выполнена на крысах Вистар (n = 20), у кото-
рых на  уровне верхней трети бедра повреждали седа-
лищные нервы (лигатура в течение 40 с). При работе с жи-
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вотными руководствовались «Правилами проведения 
работ с использованием экспериментальных животных» 
(приложение к приказу МЗ СССР № 755 от 12.08.1977 г.). 
Через 1, 3, 8 недели после операции выделяли фрагмен-
ты нерва дистальнее места повреждения и фиксировали 
в  растворе цинк-этанол-формальдегида [2]. На  пара-
финовых срезах проводили иммуногистохимическую 
реакцию на  бета-тубулин III. Применяли мышиные мо-
ноклональные антитела к  бета-тубулину III. В  качестве 
вторичных реагентов использовали реактивы из  набо-
ра EnVision+System Labbeled Polymer-HRP Anti-Mouse 
(K4001) (Dako, Дания). При анализе поперечных пара-
финовых срезов одного из  трех стволов седалищного 
нерва (наиболее крупного) измеряли площадь, занятую 
тубулин-содержащими структурами (регенерирующи-
ми аксонами), в разные сроки после операции. Количе-
ственный анализ проводили на изображениях, получен-
ных с  помощью микроскопа Leica DM 750 и  цифровой 
камеры Leica ICC50 при увеличениях х400. Площадь 
изображения составляла 82367 мкм2. Для измерений ис-
пользовали программу ImageJ (NIH, США).

Результаты и обсуждение

На поперечных срезах седалищного нерва интактной 
крысы можно видеть, что бета-тубулин III-иммунопози-
тивные волокна разного диаметра прилежат друг к другу, 
между ними видны пространства, занятые миелиновыми 
оболочками, которые данным методом не окрашивают-
ся (рис. 1). Неокрашенными остаются и другие структур-
ные элементы нерва: эпиневральная и периневральная 
оболочки, кровеносные сосуды, коллагеновые волокна 
эндоневрия. Коричневый цвет приобретают только осе-
вые цилиндры волокон, содержащие бета-тубулин III. 
Это позволяет исследовать уровень регенерации нерва 

по  размеру площади, занимаемой бета-тубулин III-им-
мунопозитивными структурами (нервными волокнами). 
Самые тонкие аксоны, которые позволил выявить этот 
метод достигали 0,7 мкм. В интактном нерве выявляются 
осевые цилиндры волокон разного диаметра: от 0, 7 мкм 
до 7–8 мкм. Площадь, занятая бета-тубулин III- иммуно-
позитивными структурами, составляет 10,5% от  площа-
ди изображения среза нерва. После повреждения боль-
шинство нервных волокон подвергаются валлеровской 
дегенерации [4, 8]. Практически одновременно начина-
ют регенерировать тонкие аксоны и расти в дистальном 
направлении к  тканям мишеням [4, 8]. Через 1 неделю 
после операции в  дистальном конце нерва были обна-
ружены лишь отдельные тонкие нервные волоконца 
(рис. 1, б). Диаметр наиболее крупных из них достигал 3 
мкм. Возможно, что часть из них не является вновь обра-
зованными регенерирующими волокнами, а  представ-
ляет собой тонкие волокна, которые сохранили свою 
целостность и  не  подверглись валлеровской дегенера-
ции после наложения лигатуры. Через 3 недели после 
операции в дистальном сегменте поврежденного нерва 
уже имеется большое число тонких регенерирующих во-
локон (от 0,7 мкм до 3–4 мкм в диаметре). В период от 3 
до 8 недель заметно увеличивается плотность регенери-
рующих волокон, увеличивается также число волокон 
с бóльшим диаметром.

Для оценки восстановления нервных волокон в раз-
ные сроки после наложения лигатуры на  поперечных 
срезах через дистальный конец поврежденного нерва 
проводили количественный анализ, при котором опреде-
ляли долю площади, занимаемой структурными элемен-
тами, содержащими бета-тубулин III. Оказалось, что она 
достоверно отличалась в разные сроки: через 1 неделю 
после операции она составляла всего 0,9±0,1% от  пло-

Рис. 1. Фрагменты поперечных срезов через дистальный конец седалищного нерва интактной крысы 
(а) и после наложения лигатуры: через 1 нед (б) и 3 нед (в). Иммуногистохимическая реакция на бета-

тубулин III. Ув.: х400.
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щади цифрового изображения препарата; через 3 неде-
ли она заметно увеличивалась, по сравнению с первым 
сроком (p<0,05), и  составляла 3,7±0,2%. Через 8 недель 
она равнялась 6,9±0,2% (p<0,05, по сравнению с преды-
дущим сроком). Отмечается динамика увеличения ре-
генерирующих нервных волокон нерва, однако и через 
8 недель площадь, занимаемая тубулин-содержащими 
структурами, ниже, чем в интактном нерве (p<0,05).

Полученные результаты, касающиеся динамики уве-
личения регенерирующих нервных волокон после пере-
давливания седалищного нерва крыс согласуются с  ре-
зультатами работ других авторов, выполненных с помощью 
нейрогистологических методов и ЭМ и дополняют их [3, 4].

Таким образом, в  настоящей работе описана дина-
мика увеличения нервных волокон в  регенерирующем 
нерве крысы после его передавливания (наложения 
лигатуры) с  помощью применения иммуногистохими-
ческого выявления аксонального маркера бета-тубулин 
III. Установлено, что в период с 1 до 8 недель после пе-
редавливания площадь нервного ствола, содержащая 
бета-тубулин III-иммунопозитивные волокна, возраста-
ет в  несколько раз, но  не  достигает уровня интактного 
нерва. Отработанная модель оценки регенерации пери-
ферического нерва крысы будет использована в  даль-
нейшей работе для оценки восстановления волокон по-
врежденного нерва при экспериментальной разработке 
клеточной терапии.
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