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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ПРИМЕНЕНИЯ 
КЛЕТОК СТРОМАЛЬНОЙ ВАСКУЛЯРНОЙ 
ФРАКЦИИ ЖИРОВОЙ ТКАНИ  
И ГЕННО-ТЕРАПЕВТИЧЕСКОЙ ПЛАЗМИДЫ 
PBUD-VEGF165-FGF2  
ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ АУТОНЕРВНОЙ 
ВСТАВКЕ СЕДАЛИЩНОГО НЕРВА КРЫСЫ
COMPARATIVE ANALYSIS OF THE USE OF CELLS OF THE STROMAL VASCULAR FRACTION  
OF ADIPOSE TISSUE AND THE GENE THERAPY PLASMID PBUD-VEGF165-FGF2 IN EXPERIMENTAL  
SCIATIC NERVE AUTOGRAFT OF A RAT

Цель исследования – оценить терапевтические свойства клеток 

стромальной васкулярной фракции, выделенных из жировой ткани, и 

генно-терапевтической плазмиды pBUD-VEGF165-FGF2, одновременно 

экспрессирующей сосудистый эндотелиальный фактор роста (VEGF) и 

фактор роста фибробластов 2 (FGF2), при травматическом повреждении 

седалищного нерва крысы.

Материалы и методы. Исследование было проведено на белых беспо-

родных крысах-самцах (n = 45). Животным на седалищном нерве фор-

мировали диастаз протяженностью 5 мм, дефект замещали аутонервной 

вставкой. Стимуляцию регенерации проводили путем инъекции клеток 

стромальной васкулярной фракции или плазмидной ДНК pBUD-VEGF165-

FGF2. Эффективность регенерации оценивали с помощью электромио-

графического исследования in vivo, а также морфологических методов и 

количеству выживающих нейронов в спинномозговых узлах L5.

Результаты и обсуждение. Через 56 суток после травмы седалищного 

нерва в группах со стимуляцией регенерации порог возникновения М-от-

вета практически соответствовал показателям интактных животных, мор-

фологически уменьшалась область рубцовой ткани в области аутонервной 

вставки седалищного нерва, а количество нейронов спинального ганглия 

L5 значительно превышало данный показатель в контрольной группе.

Objective − to evaluate the therapeutic properties of cells of the stro-

mal vascular fraction isolated from adipose tissue and the gene-ther-

apeutic plasmid pBUD-VEGF165-FGF2 expressing vascular endothelial 

growth factor and fibroblast growth factor in traumatic injury of the rat 

sciatic nerve.

Materials and methods. The study was carried out on 45 male outbred 

white rats. Five mm diastasis in sciatic nerve was formed and the defect 

was replaced with an autologous insert. Stimulation of regeneration was 

carried out by injection of cells of the stromal vascular fraction or plasmid 

DNA pBUD-VEGF165-FGF2. The efficiency of regeneration was assessed 

using electromyography, morphological methods and the number of neu-

rons in the L5 spinal ganglia.

Results and discussion. On the 56th day after injury to the sciatic 

nerve in the groups with stimulation of regeneration, the threshold for 

the occurrence of the M-response practically corresponded to that of 

intact animals, the area of scar tissue in the area of the autonomic nerve 

insertion of the sciatic nerve decreased, and the number of neurons of 

the spinal ganglion L5 significantly exceeded that in the control group.
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Повреждения периферических 
нервов занимают особую нишу 

в травматологии, поскольку явля-
ются пограничным объектом вни-
мания травматологов и нейрохи-
рургов. Основной проблемой при 
восстановлении периферических 
нервов является давность травмы 
и степень травматизации самого 
нерва, а в случаях необходимости 
применения аутонервной пласти-
ки – и протяженность его дефекта. 
Аутонервная пластика применяет-
ся при невозможности соединения 
концов травмированного нерва без 
натяжения и считается золотым 
стандартом лечения травмы пери-
ферического нерва [1]. Однако при 
дефектах большой протяженностью 
недостаточная васкуляризация 
трансплантата приводит к резкому 
снижению качества регенерации, 
отражающемуся в недостаточной 
двигательной и чувствительной 
функции поврежденной конечно-
сти. Одним из ключевых моментов 
успешной регенерации поврежден-
ного нерва является его адекватная 
реваскуляризация. В связи с этим 
перспективным является приме-
нение стимуляторов регенерации, 
обладающих нейропротекторными 
свойствами, способных улучшить 
васкуляризацию травмированной 
области и увеличить экспрессию 
ряда нейротрофических факторов 
[2].

Требуемыми свойствами облада-
ют клетки стромальной васкуляр-
ной фракции (СВФ). Наиболее 
доступным источником получения 
СВФ является забор жировой 
ткани путем липосакции [3]. Су-
ществует ряд экспериментальных 
работ, где показан нейропротек-
торный и стимулирующий эффект 
СВФ, выделенной из жировой 
ткани (СВФ-ЖТ) [4, 5]. Клетки 
СВФ-ЖТ позволяют активизиро-
вать выработку эндотелиального и 
плацентарного факторов роста, а 
также факторов роста фибробла-
стов и других белков, способству-
ющих ангиогенезу [6, 7].

Клеточная терапия для лечения 
повреждений периферических не-
рвов открыла новую перспективу 
в области регенеративной медици-
ны. Обладая способностью диф-
ференцироваться в нервные и гли-
альные клетки, стволовые клетки 
усиливают регенерацию нервной 
системы после трансплантации в 
поврежденный участок. Усиление 
регенерации аксонов, ремиелиниза-
ция и сохранение мышечной массы 
являются базовыми механизмами, 
лежащими в основе благотворно-
го влияния стволовых клеток на 
регенерацию нервной системы [8]. 
Однако механизм терапевтического 
действия клеточной терапии остает-
ся до конца неизученным, что за-
ставляет исследователей проводить 
поиск альтернативных стимулято-
ров регенерации.

Генная терапия позволяет обеспе-
чить точечную доставку терапевти-
ческих факторов к области травмы 
и стимулировать выработку био-
логически активных молекул соб-
ственными клетками организма. С 
этой целью применение экспресси-
онных векторов считается наиболее 
безопасным методом доставки тера-
певтических генов для стимуляции 
посттравматической регенерации. 
В экспериментальных работах, где 
применялась прямая генная тера-
пия с помощью факторов роста, 
опубликованы данные об ускоре-
нии регенерации и миелинизации 
нервных волокон, выживаемости 
нейронов и об активизации ангио-
генеза как непосредственно в самом 
нерве, так и в мышцах, подвергаю-
щихся атрофии вследствие травма-
тического повреждения [9, 10].

Критическая роль факторов ро-
ста в регенерации периферических 
нервов продемонстрирована в боль-
шом количестве работ, при этом к 
наиболее изученным факторам ро-
ста можно отнести фактор роста эн-
дотелия сосудов (VEGF) и фактор 
роста фибробластов (FGF), проду-
цируемые эндотелиальными клет-
ками, фибробластами и иммунными 

клетками [11, 12]. VEGF действует 
как ключевой регулятор ангиогене-
за и васкулогенеза; известно, что 
он вызывает пролиферацию эндо-
телиальных клеток, что приводит 
к дальнейшему развитию новых 
сосудов [13]. Среди трофических 
факторов FGF2 экспрессируется в 
интактной периферической нерв-
ной ткани и высвобождается после 
повреждения нервов [14]. Было 
показано, что FGF2 способствует 
выживанию нейронов и стимулиру-
ет рост аксонов. Участие FGF2 в 
восстановлении чувствительности 
было продемонстрировано на мо-
дели повреждения седалищного 
нерва у крыс, что указывает на 
их важную роль в регенерации 
периферических нервов [15]. Дан-
ные ангиогенные факторы успеш-
но применяются для стимуляции 
посттравматической регенерации в 
периферической нервной системе 
[16], а доставка генов, кодирую-
щих нейротрофические факторы в 
поврежденную область, считается 
одним из наиболее перспективных 
подходов к стимуляции нейрореге-
нерации.

Цель работы – оценить терапев-
тические свойства клеток стромаль-
ной васкулярной фракции, выде-
ленных из жировой ткани крысы, 
и генно-терапевтической плазмид-
ной ДНК pBUD-VEGF165-FGF2, 
содержащей ДНК генов сосудисто-
го эндотелиального фактора роста 
(VEGF) и фактора роста фиброб-
ластов 2 (FGF2), при замещении 
диастаза седалищного нерва крысы 
с помощью аутонервной вставки 
протяженностью 5 мм.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Эксперименты с животными 

Экспериментальное исследование 
было проведено на 45 беспородных 
крысах-самцах весом 200-250 гр. 
Содержание животных и все ма-
нипуляции проводились в соответ-
ствии с Европейской конвенцией о 
защите позвоночных животных, ис-
пользуемых для экспериментов или 

Выводы. Клетки стромальной васкулярной фракции, выделенные из 

жировой ткани, и генно-терапевтическая плазмида pBUD-VEGF165-FGF2 

представляются перспективными стимуляторами для восстановления пе-

риферического нерва.

Ключевые слова: седалищный нерв; аутонервная вставка; регенера-

ция; стромальная васкулярная фракция; VEGF; FGF2.

Conclusion. Cells of the stromal vascular fraction from adipose tissue 

and the pBUD-VEGF165-FGF2 gene-therapeutic plasmid DNA appear to be 

promising stimulators for the regeneration of nervous tissue.

Key words: sciatic nerve; autonervous insert; regeneration; stromal vas-

cular fraction; VEGF, FGF2.
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в иных научных целях (Страсбург, 
18.03.1986 г.), а также с разре-
шением локального этического 
комитета ФГБОУ ВО Казанский 
ГМУ Минздрава России (протокол 
№ 1 от 04 апреля 2011 г.). Жи-
вотные содержались в отдельных 
клетках со стандартным суточным 
режимом, без ограничения в воде 
и пище.

В асептических условиях у всех 
животных под хлораргидратом 
(400 мг/кг, разведенных в 0,9% 
растворе NaCl) производился опе-
ративный доступ к седалищному 
нерву. Седалищный нерв освобо-
ждался от окружающих тканей, 
после чего на уровне середины 
бедренной кости формировали ди-
астаз нервного ствола протяжен-
ностью 5 мм. Дефект нерва вос-
полняли иссеченным аутонервным 
трансплантатом и фиксировали 
без натяжения эпипериневральны-
ми швами хирургическими нитями 
Пролен 10/0 (рис. 1).

Экспериментальные группы 
Экспериментальные животные 

были предварительно разделены на 
три группы. Первой группе живот-
ных (n = 15) после формирования 
аутонервной вставки седалищного 
нерва в его дистальный и прокси-
мальный участки, а также в цен-
тральную часть аутонервной встав-
ки вводили 106 клеток СВФ-ЖТ. 
Клетки ресуспензировали в 15 мкл 
раствора фосфатно-солевого буфе-
ра (PBS) и вводили по 5 мкл на 
одну точку введения с использо-
ванием шприца Гамильтона. Жи-
вотным второй группы исследова-
ния (n = 15) вводили плазмидную 
ДНК pBUD-VEGF165-FGF2 [17] 
общим объемом 45 мкг плазмид-
ной ДНК в 15 мкл PBS. В каждую 
точку введения доставлялось по 
5 мкл раствора. Третья группа жи-
вотных составила группу контроля 
(n = 15): животным была выпол-
нена аутонервная вставка в тех же 
условиях и произведены инъекции 
15 мкл фосфатного буфера (PBS) 
в три аналогичные точки по 5 мкл. 
Всем животным было выполнено 
послойное ушивание ран с дальней-
шим переводом в отдельные клетки 
до пробуждения.

Генная и клеточная терапия 
Генно-терапевтическая плазмид-
ная конструкция pBUD-VEGF165-

FGF2 и клетки СВФ-ЖТ были 
предоставлены для проведения 
экспериментального исследования 
НИЛ «Open Lab генные и клеточ-
ные технологии» Казанского (При-
волжского) федерального универ-
ситета.

Электронейромиографическое 
исследование

Прижизненную оценку состоя-
ния прооперированных нервов про-
водили с помощью электромиогра-
фа МГ-42, регистрируя электриче-
ские М-ответы мышц по методике, 
описанной ранее [17]. Исследова-
ние проводили до травматического 
повреждения нерва, а также через 
3, 14, 28, 42, 56 суток после опе-
рации.

Морфологические методы ис-
следования

Животных выводили из экспе-
римента на 56-е сутки после ауто-
нервной вставки летальной дозой 
раствора хлоралгидрата. Забирали 
седалищный нерв целиком, а так-
же после ламиноэктомии выделя-
ли спинальный ганглий на уровне 
L5. Материал фиксировали в 4% 
формалине и заливали в парафин. 
Срезы седалищного нерва толщи-
ной 5 мкм окрашивали гематокси-
лином и эозином и оценивали ка-
чество регенерации и объем обра-
зованной рубцовой ткани в области 
аутонервной вставки. На срезах 
спинальных ганглиев L5 толщиной 
7 мкм, окрашенных метиленовым 
синим, оценивали количество вы-
живающих нейронов по методике, 
описанной ранее [18].

Статистический анализ 
По полученным данным вычис-

ляли среднее значение по каждому 
параметру, обрабатывали данные 
по t-критерию Стьюдента и стро-
или графики в программе Excel. 
Различия между группами считали 
достоверными при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ 
И ОБСУЖДЕНИЕ
Регистрации электрических 

М-ответов мышц животных экс-
периментальных групп показали 
снижение скорости возникновения 
мышечного ответа по сравнению с 
исследованием до травматического 
повреждения нерва. Однако уже 
на 3-и сутки после травмы у жи-
вотных групп, в которых прово-

дилась стимуляция регенерации, 
наблюдается значительное увели-
чение порога возникновения М-от-
вета. Величина этого показателя 
увеличивалась по мере роста сро-
ка наблюдения после операции и к 
56-м суткам практически достигла 
уровня интактных животных. Ин-
тенсивность увеличения величины 
порога М-ответа у животных кон-
трольной группы была менее выра-
жена и к 56-м суткам не достигла 
и половины нормального уровня. 
Результаты данного исследований 
представлены на рисунке 2.

Для объективизации результа-
тов, полученных с использованием 
электромиографии, через 56 суток 
после травмы были исследованы 
продольные срезы седалищных 
нервов животных с использовани-
ем микроскопического анализа. В 
областях швов аутонервной встав-
ки седалищных нервов животных 
случайным образом были выбраны 
участки для исследования. Микро-
скопический анализ выявил, что 
продольные волокна нервов живот-
ных первой и второй групп распо-
ложены более прямолинейно, чем в 
образцах животных третьей груп-
пы. Кроме того, в образцах живот-
ных двух первых групп рубцовый 
процесс в области шва был выра-
жен менее ярко. Также на попереч-
ных срезах седалищных нервов бы-
ли обнаружены внутриствольные 
невромы. Однако количество не-

Рисунок 1
Аутонервная вставка седалищного 
нерва крысы
Figure 1
Autonervous insertion of sciatic 
nerve of a rat
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вром у животных, которым приме-
нялись стимуляторы регенерации, 
было меньше, чем у животных кон-
трольной группы. В образцах седа-
лищного нерва животных, которым 
в ходе операции вводили генно-те-
рапевтическую плазмидную ДНК 
pBUD-VEGF165-FGF2, визуали-
зировался выраженный процесс 
неоваскуляризации области прок-
симальной линии шва и в области 
самой аутонервной вставки.

Отдельной методикой сравни-
тельного анализа является опре-
деление количества выживающих 
нейронов. Для этого в каждом 
5-м срезе подсчитывали количе-
ство нейронов с видимыми ядрыш-
ками. В группах с применением 
СВФ-ЖТ и генно-терапевтической 
плазмидной ДНК pBUD-VEGF165-
FGF2 количество выживших ней-
ронов через 56 суток после травмы 
было на 46 % и 39 % соответствен-
но выше, чем в группе контроля.

Проведенные экспериментальные 
исследования показали, что у жи-
вотных групп исследований, в ко-
торых применялись стимуляторы 
регенерации, скорость мышечного 
ответа при электростимуляции су-
щественно выше по сравнению с 
животными, у которых регенерация 
нерва после аутонервной вставки 
проходила в естественных услови-
ях. Кроме того, морфологические 
методы исследования дают нам ос-
нование полагать, что клеточная те-
рапия с помощью СВФ-ЖТ и ген-
ная терапия с помощью плазмиды 
pBUD-VEGF165-FGF2 позитивна 
в отношении уменьшения области 
рубцовой ткани, что, несомненно, 
окажет необходимый эффект для 
посттравматического восстановле-
ния двигательной функции. Также 
мы можем заключить, что предла-
гаемые нами подходы клеточной и 
генной терапии оказывает нейро-
протекторный эффект по отноше-

нию к чувствительным нейронам 
спинального ганглия L5, что по-
зитивно сказывается на восстанов-
лении чувствительной функции 
поврежденной конечности. Дан-
ные эффекты способствуют реге-
нерации аксонов, миелинизации и 
восстановлению атрофированных 
мышц, что в конечном итоге приве-
дет к восстановлению утраченных 
функций. В связи с этим данная 
техника может входить в арсенал 
хирурга, занимающегося опера-
тивным лечением травматических 
повреждений периферической или 
центральной нервной систем.

ВЫВОД
Клетки стромальной васкуляр-

ной фракции из жировой ткани и 
генно-терапевтическая плазмидная 
ДНК pBUD-VEGF165-FGF2 пред-
ставляются перспективными стиму-
ляторами для восстановления пери-
ферического нерва.

Рисунок 2
Данные элетронейромиографического исследования (определяющего скорость возникновения мышечного 
ответа при стимуляции икроножной мышцы крысы со стороны травмы) в группах с аутонервной вставкой 
седалищного нерва и стимуляцией регенерации с помощью клеток стромальной васкулярной фракции 
жировой ткани (СВФ-ЖТ) игенно-терапевтической плазмидой pBUD-VEGF165-FGF2. Контроль – 
аутонервная вставка нерва без стимуляции регенерации. По оси х – сутки после травмы, по оси у – 
значение амплитуды М-ответа в милливольтах (мВ); * – p < 0,05 при сравнении с контролем.
Figure 2
The data of electromyographic study (which determines the rate of occurrence of muscular response in 
stimulation of rat's calf muscle) in groups with autonervous insertion and stimulation of regeneration with 
use of cells of stromal vascular fraction of adipose tissue (SVF-AT) and the gene-therapeutic plasmid pBUD-
VEGF165-FGF2. Control − autonervous insertion without stimulation of regeneration. Along X axis − 24 
hours after trauma, along Y axis − the value of amplitude of M-response in millivolts (mv); * − p < 0.05 as 
compared to controls.
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