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ПРИ ПОВРЕЖдЕНИИ И РЕГЕНЕРАЦИИ СЕдАЛИЩНОГО НЕРВА 
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Проведен анализ морфологии лимфоцитов периферической крови и структурных характеристик ре-
генерации нерва после перерезки и микрохирургического шва седалищного нерва у 18 собак. Абсолют-
ное и относительное содержание лимфоцитов не выходило за пределы диапазонов нормы в течение двух 
месяцев опыта ни на одном из 10 сроков исследования. У 12 собак содержание реактивных лимфоцитов 
в ближайшем послеоперационном периоде не превышало 20 %, у остальных шести варьировало от 27 до 
66 %. Выделенные группы значимо отличались выраженностью колебаний абсолютного и относительного 
содержания лимфоцитов, нейропатических проявлений и лимфоцитарной экстравазации в эпиневрии реге-
нерирующего нерва, а также количественными показателями регенерации.
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VARIANTS OF CHANGES IN MORPHOLOGY OF PERIPHERAL BLOOD 
LYMPHOCYTES FOR CANINE SCIATIC NERVE INJURY AND REGENERATION 
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Сhanges in morphology of peripheral blood lymphocytes and structural characteristics of nerve regeneration 
after sciatic nerve transection and microsurgical suturing in 18 dogs were analyzed. Absolute and relative lymphocytes 
content were in normal ranges in 10 terms of research. In 12 dogs the rate of reactive lymphocytes in the nearest 
postoperative period didn’t exceed 20 %, in next six dogs varied from 27 to 66 %. The divided groups significantly 
differed in oscillations of absolute and relative lymphocytes contents, neuropathic signs and lymphocytic epineurial 
extravazation and also numerical parameters of nerve regeneration.
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Несмотря на развитие реконструктивно-
восстановительной хирургии и восстано-
вительной медицины, результаты лечения 
травм нервов в клинике у многих пациен-
тов далеки от удовлетворительных. Одно из 
объяснений – сложность молекулярно-био-
логических механизмов, лежащих в основе 
взаимодействия нейронов, глиальных и им-
мунных клеток, обеспечивающих регенера-
цию повреждённых нервных волокон. 

Многочисленные экспериментальные 
исследования и обзоры посвящены роли 
клеток воспалительного ряда в аксональ-
ной регенерации и генезе нейропатической 
боли: нейтрофилы мигрируют в зону по-
вреждения нерва и выделяют цитокины, 
рекрутирующие гематогенные макрофаги, 
но после первых суток подвергаются апоп-
тозу; макрофаги помимо участия в вал-
леровской дегенерации совместно с ма-
стоцитами регулируют реваскуляризацию 
и ремоделирование межклеточного матрик-
са, а также дополнительное рекрутирование 
лейкоцитов, в том числе лимфоцитов [3, 5]. 
T-лимфоциты, инфильтрирующие повреж-
дённый нерв через 3 дня после повреж-
дения и достигающие пика концентрации 
в период от 14 до 28 дней, выделяют про- 
и противовоспалительные цитокины, регу-
лируя деятельность макрофагов и промоти-

руя аксональную регенерацию [4]. Получен 
положительный эффект параневральной 
трансфузии культивированных лимфоцитов 
на скорость проведения по лицевому нерву, 
регенерирующему после перерезки и шва 
[10]. Сведения об изменениях лимфоцитов 
при повреждениях и регенерации нервов 
получены в опытах на грызунах. Неизвест-
на их роль в нейрорегенерации у других 
видов животных. Данные об изменениях 
лимфоцитов периферической крови при по-
вреждении и регенерации нервов в доступ-
ной литературе также отсутствуют.

Цель  работы –  выявить количествен-
ные и качественные изменения лимфоцитов 
периферической крови при повреждении 
и регенерации седалищного нерва у собак.

Материалы  
и методы исследования

Исследование проведено на 18 взрослых беспо-
родных собаках, оперированных под внутривенным 
барбитуровым наркозом в асептических условиях 
операционной. Из внепроекционного доступа об-
нажали седалищный нерв на уровне средней трети 
бедра. Затем выполняли его полную перерезку нож-
ницами Millesi и эпи-периневральный шов с приме-
нением микрохирургической техники. Использовали 
инструментарий фирмы Aesculap AG (Германия), 
нити фирмы Ethicon LTD (UK), марка 8/0 Ethilon, оп-
тическое увеличение 8-16х операционного микроско-
па Zeiss OPMI-6 фирмы Opton (Германия). Животные 
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содержались в виварии, оперативные вмешательства 
и эвтаназию осуществляли в соответствии с требо-
ваниями Министерства здравоохранения Российской 
Федерации к работе экспериментально-биологиче-
ских клиник, а также «Европейской конвенции по 
защите позвоночных животных, используемых для 
экспериментальных и других научных целей». Все 
манипуляции, проводимые на животных, были рас-
смотрены и одобрены этическим комитетом. 

В период от 3 до 63 дней после операции про-
водили еженедельное исследование морфологии пе-
риферической крови. Кровь забирали из подкожной 
латеральной вены голени. Количество лейкоцитов 
в периферической крови подсчитывали в камере 
Горяева, лейкоцитарную формулу – в мазке крови, 
окрашенном по Романовскому-Гимза, который из-
готавливали из дозированного объёма крови в виде 
монослоя. По стандартной методике определяли аб-

солютное и относительное содержание лимфоцитов 
в периферической крови. С целью оценки содержа-
ния реактивных лимфоцитов применили алгоритм 
компьютерного анализа цифровых изображений лим-
фоцитов, описанный нами ранее [2], однако в данном 
исследовании оценивали процентное содержание 
реактивных лимфоцитов только двух типов: R1 и R2. 
К типу R1 относили малые и средние лимфоциты до 
10 мкм диаметром со сниженным ядерно-цитоплазма-
тическим отношением (ободок цитоплазмы > 2 мкм), 
цитоплазма тёмно-базофильная с мелкими гранулами 
или вакуолями, ядро как правило эксцентричное (рис. 
1) с глубокими вдавлениями или дольчатое. К реактив-
ным светлым большим лимфоцитам типа R2 относили 
клетки более 12 мкм диаметром с обильной светлой 
цитоплазмой и базофилией в основном по контуру 
клетки; многие из этих клеток имели полигонально-
отросчатую форму, обтекающую эритроциты (рис. 2).

Рис. 1. Реактивные лимфоциты первого типа в мазке периферической крови собак. Окраска по 
Романовскому-Гимзе. Увеличение 1250х 

Рис. 2. Реактивные лимфоциты второго типа в мазке периферической крови собак.  
Окраска по Романовскому-Гимзе. Увеличение 1250х

С учётом различий в содержании реактивных 
лимфоцитов собак распределили в две группы, о чём 
более подробно написано в разделе «Результаты». Че-
рез два месяца после операции шесть собак из 18 (по 
три от каждой группы) эвтаназированы с целью 
морфологического исследования регенерирующего 
нерва, остальные приняли участие в других экспе-
риментах. Для гистологического исследования иссе-
кали седалищный нерв в пределах оперированного 
бедра и его ветви (большеберцовый и поверхностный 
малоберцовый нервы) на голени. После альдегидно-
осмиевой фиксации кусочки нервов измельчали, за-
ливали в эпоксидные смолы. Поперечные полутонкие 
(толщиной 1 мкм) срезы нервов дистальнее уровня 
швов и соответствующих участков интактных не-
рвов получали на ультратомах фирмы LKB (Швеция) 

и окрашивали по Уикли. Микроскопию срезов про-
водили на больших исследовательских микроскопах 
фирмы «Opton» (Германия), оцифровку и анализ изо-
бражений – на аппаратно-программном комплексе 
«ДиаМорф» (Москва). C каждого нерва оцифровы-
вали 30 полей зрения (увеличение 1250) с изображе-
ниями не менее 300 миелинизированных нервных 
волокон (Mf). Измеряли диаметры волокон (Dmf), их 
аксонов (Dax), толщину миелина (Lmyel). Используя 
электронную версию тестовой решетки [1], опреде-
ляли объёмную плотность нейральных элементов 
(VVneur). Рассчитывали численные плотности мие-
линизированных нервных волокон (NAmf) и ядросо-
держащих профилей леммоцитов в составе нервных 
волокон (NAnuc), процентную долю нервных волокон 
с признаками вторичной дегенерации (Deg %). Гипо-
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тезы о различиях проверяли с помощью критериев 
Вилкоксона-Манна-Уитни и Пагуровой в компью-
терной программе Attestat, версия 9.3.1 (разработчик 
И.П.Гайдышев, свидетельство об официальной реги-
страции Роспатента № 2002611109). 

Результаты исследования  
и их обсуждение

Анализ содержания реактивных лим-
фоцитов через 3 и 7 суток после операции 
выявил неоднородность выборки, что заста-
вило распределить исследуемых животных 
на две группы. У 12 собак из 18 суммарная 
доля R1+R2 не превышала 20 %, причём доля 
R2 ≤ R1 (группа 1). У остальных шести со-
бак R2 было значительно больше R1, а сумма 
R1+R2 варьировала от 27 до 66 % (группа 2). 
Клиническое наблюдение показало, что груп-
па 2 отличается от группы 1 более выражен-
ной аллодинией и гиперальгезией. В доопе-
рационном периоде и в сроки более 7 суток 
опыта указанные группы не различались по 
содержанию реактивных лимфоцитов.

Абсолютное и относительное содержа-
ние лимфоцитов у собак обеих групп не вы-
ходило за пределы референтных диапазонов, 
однако дооперационные значения и динами-
ка изменений этих показателей в выделен-
ных группах имела существенные различия 
(рис. 3). Для группы 1 характерны более вы-
сокие дооперационные значения содержа-
ния лимфоцитов и умеренно выраженные 
их колебания в послеоперационном периоде, 
через одну и четыре недели после операции 
наблюдаются повышения абсолютного со-
держания по сравнению с дооперационным 
уровнем. В группе 2 абсолютное и относи-
тельное содержание лимфоцитов в доопера-
ционном периоде имеет меньшие значения, 
чем в группе 1, а в послеоперационном пери-
оде подвержены значительным колебаниям. 
Пики абсолютного содержания лимфоцитов 
в группе 2 наблюдаются через две и пять не-
дель после операции, через шесть недель 
после операции происходит значительное 
снижение показателя, а затем следует его 
прирост до конца опыта. 

Рис. 3. Динамика изменений содержания лимфоцитов периферической крови.  
Абсциссы – срок опыта (д/о – до операции, с – сутки опыта). Ординаты: слева – значения 
абсолютного содержания (в х 109/л), справа – относительного содержания (в процентах): 

* – статистически значимая разница значения параметра по сравнению с предыдущим сроком 
опыта; “ – статистически значимая разница между группами (p < 0,05)

Через 9 недель после операции в эндонев-
рии оперированного седалищного нерва и его 
ветвей на голени у животных обеих групп об-
наружено большое количество регенерирую-
щих миелинизирующихся и безмиелиновых 
волокон (рис. 4). Наряду с регенерирующими 
нервными волокнами берцовые нервы со-
держат значительное количество продуктов 
валлеровской дегенерации – нагруженных 
липидными вакуолями макрофагов в эндо-
неврии и расширенных субпериневральных 
пространствах, многие периневральные клет-

ки тоже содержат липидные вакуоли. Основ-
ное визуальное отличие микропрепаратов 
животных группы 2 от группы 1 – более часто 
встречающиеся фигуры аксональной атрофии 
и вторичной дегенерации нервных волокон. 
Кроме того в отличие от группы 1 у живот-
ных группы 2 вокруг некоторых кровеносных 
сосудов эпиневрия обнаружены скопления 
клеток воспалительного ряда (рис. 5). Состоя-
ли они главным образом из лимфоцитов, мно-
гие из которых были с признаками активации 
или деления. 
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Рис. 4. Фрагменты поперечных полутонких срезов дистального отрезка седалищного нерва 
через 2 месяца после перерезки и микрохирургического шва. Регенерировавшие безмиелиновые 
и миелинизирующиеся нервные волокна в эндоневрии. Слева – собака из группы 1, справа – из 

группы 2. Окраска метиленовым синим-основным фуксином. Увеличение 1250х

Рис. 5. Фрагменты поперечных полутонких срезов дистального отрезка седалищного нерва через 
2 месяца после перерезки и микрохирургического шва. Кровеносные сосуды (вены) в эпиневрии. 

Слева – собака из группы 1, справа – из группы 2. Окраска метиленовым синим-основным 
фуксином. Увеличение 1250х

Морфометрический анализ (таблица) по-
казал, что объёмная плотность нейральных 
элементов в эндоневрии дистального отрезка 
регенерирующего нерва и численная плот-
ность ядер леммоцитов в составе регенери-
рующих волокон достоверно больше в груп-
пе 2 – на 43,9 % и 30,6 % соответственно, но 
численная плотность регенерировавших ми-
елинизированных волокон на 13,2 % меньше. 

Средний диаметр регенерировавших миели-
низированных нервных волокон и их аксо-
нов, а также толщина миелиновых оболочек 
достоверно больше в группе 2 по сравнению 
с группой 1 – на 12,8 %, 10,9 % и 14,7 % со-
ответственно. Среднее аксо-миелиновое от-
ношение больше в группе 1, а доля вторич-
но дегенерировавших миелинизированных 
нервных волокон – в группе 2.

Средние стереологические параметры эндоневрия дистального отрезка 
регенерировавшего нерва и морфометрические показатели миелинизирующихся 

регенерировавших нервных волокон ( x sx± )

Параметр VVneur NAnuc NAmf Dmf Dax Lmyel G Deg %

Группа 1 37,8 %
9140
±920 26417

± 1125
3,20

±0,07
1,84

±0,05
0,68

±0,01 0,78 1,9 %

Группа 2 54,4 %* 11938*
±848

22933*
± 986

3,61**
±0,07

2,04**
±0,05

0,78*
±0,01 0,57* 4,8 %*

Δ % +43,9 % +30,6 % -13,2 % +12,8 % +10,9 % +14,7 % -26,9 %
Cтатистически значимая разница между группами: * – p<0,05; ** – p<0,01.
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В результате исследования установле-

но, что при регенерации седалищного нерва 
после перерезки и микрохирургического 
шва у собак наблюдаются два варианта из-
менений качественного состава и количе-
ственного содержания лимфоцитов перифе-
рической крови. Различия касаются прежде 
всего представительства реактивных лим-
фоцитов в первую неделю после операции. 
Термин «реактивные лимфоциты» исполь-
зуется для обозначения их доброкачествен-
ных трансформаций, которые происходят 
под влиянием антигенной стимуляции 
и включают увеличение объёма ядра и ци-
топлазмы, появление вдавлений ядра, ваку-
олей, гранул, изменение структуры хрома-
тина и наличие выраженных ядрышек; эти 
лимфоциты осуществляют первичные либо 
T-хелперные иммунные реакции в очагах 
воспаления [9]. Известно, что одни типы 
хелперов (Th1) опосредуют провоспали-
тельный ответ и неконтролируемые вто-
ричные повреждения тканей, другие (Th2) 
противодействуют им [8]. Именно послед-
ним отводится благотворная роль в нейро-
протекции и нейрорегенерации [6]. В то 
же время характер влияния и лимфоцитов, 
и макрофагов на выживание и регенерацию 
аксонов различен у животных разных гене-
тических линий [7].

Таким образом, при незначительном 
представительстве реактивных форм лим-
фоцитов в первую неделю после операции 
их общее абсолютное и относительное 
содержание в периферической крови на 
протяжении последующих восьми недель 
меняется незначительно. Если доля реак-
тивных лимфоцитов в первую неделю после 
операции велика (в данном исследовании 
27 % и более), общее содержание лимфо-
цитов в последующий период наблюдения 
колеблется в широких пределах. Такие ко-
лебания отражают перераспределения лим-
фоцитов из крови в ткани регенерирующего 
нерва, поэтому выраженные лимфоцитар-
ные экстравазаты в этой группе животных 
представляется закономерным. Гистомор-
фометрический анализ свидетельствовал 
о более интенсивном глиозе и невротиза-
ции дистального отрезка нерва, ускоренной 
дифференцировке регенерировавших мие-
линизированных нервных волокон, однако 
представительство нервных волокон с при-
знаками аксональной атрофии и вторичной 
дегенерации у таких животных также было 
большим. С учётом сходства морфологии 
реактивных лимфоцитов у эксперимен-

тальных животных и человека [9] выявлен-
ные взаимосвязи могут быть использованы 
в клинической практике для разработки 
скрининговых тестов, определяющих пока-
зания для углублённого иммунологическо-
го обследования и иммунотерапии, направ-
ленной на оптимизацию нейрорегенерации. 

Заключение
Повышение количества реактивных 

лимфоцитов в периферической крови в пер-
вую неделю после повреждения и шва се-
далищного нерва у собак ассоциировано 
с последующими более выраженными ко-
лебаниями общего количества лимфоцитов, 
нейропатическими проявлениями, перива-
скулярной лимфоцитарной инфильтрацией 
в эпиневрии, более активной регенерацией 
и дифференцировкой нервных волокон, но 
риском истощения компенсаторно-при-
способительных возможностей нейронов, 
о чём свидетельствуют признаки аксональ-
ной атрофии и вторичной дегенерации зна-
чительной части регенерирующих волокон. 
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