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Изучена связь между диффузионным транспортом, морфологической и микроструктур- 
ной организацией внеклеточного матрикса межпозвонкового диска человека. Образцы 
поясничных межпозвонковых дисков без вертеброгенной патологии исследованы ex vivo 
методами диффузионно-взвешенной МРТ, гистологическими, иммуногистохимически- 
ми и электронно-микроскопическими методами. Определены особенности распределе
ния коэффициента диффузии в различных отделах межпозвонкового диска. Значимая 
корреляция для каждого диска наблюдалась между значением коэффициента диффузии 
и клеточной плотностью в области пульпозного ядра, задних отделов фиброзного коль
ца, а также в замыкательной пластинке на уровне задних отделов фиброзного кольца. В 
тканях диска с коэффициентом диффузии пульпозного ядра менее 15х10-4 мм2/с  поми
мо аггрекана, коллагена I и II типов выявлены коллаген X и XI типов. Результаты ис
следования дополняют представления о влиянии микроструктуры и клеточного соста
ва различных отделов межпозвоночного диска на показатели нутритивного транспорта.
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Болевой синдром в спине, по данным различных 
исследований, встречается у 2-49% взрослого на
селения [5] и преимущественно связан с дегене
ративными процессами в межпозвонковых дисках 
(МПД) [3]. МПД является самой крупной аваску- 
лярной тканью человека и состоит из пульпозного
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ядра, окруженного по бокам фиброзным кольцом, 
и отграничен от тел позвонков замыкательной пла
стинкой. Учитывая такую структуру, одной из ос
новных причин дегенерации МПД признается на
рушение его питания, осуществляемое в основном 
за счет диффузии [1 ].

Используемые традиционные методы неинва
зивной диагностики МПД не в полной мере позво
ляют оценить его состояние на ранних стадиях 
дегенеративного процесса. Ранее мы разработали
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способ оценки МПД с помощью диффузионно-взве- 
шенной МРТ (ДВ-МРТ) [2]. Методика ДВ-МРТ оце
нивает состояние ткани МПД путем мониторинга 
движения свободных молекул воды на клеточном 
уровне. При этом степень диффузии представлена 
в виде измеряемого коэффициента диффузии (КД). 
Совокупность полученных значений КД каждого 
воксела образует функциональную диффузион
ную карту, которая позволяет комплексно оценить 
функциональное состояние молекулярной диффу
зии МПД [4,6].

Цель данного исследования —  изучить зависи
мость изменения КД отделов МПД от морфологи
ческого субстрата, в частности, от качественного и 
количественного состава межклеточного матрикса.

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ
Недегенерированные МПД получали от умерших в 
возрасте 25-64 года (средний возраст —  44.7±12.1 
года) без вертеброгенной патологии, срок наступ
ления смерти —  не более 2 сут. Критерии исклю
чения: любая вертеброгенная патология, включая 
известные травмы и перенесенные оперативные 
вмешательства на пояснично-крестцовом отделе 
позвоночника; применение химиотерапевтических 
препаратов; проведение радиотерапии в области 
позвоночника; наличие системных заболеваний 
соединительной ткани.

Извлеченные блок-препараты транспортирова
ли в лабораторию в термоконтейнере при темпе
ратуре 4°С, помещали в пластиковый контейнер и 
заливали агар-агаром в вертикальном положении 
с последующим исследованием на аппарате МРТ с 
напряженностью магнитного поля 1.5 Тл (“Siemens 
Magnetom Essenza”) в Т1-, Т2- и ДВ-режимах [2]. 
Для оценки степени дегенерации МПД по данным 
Т2-взвешенных МР-изображений использована 
классификация [7]. Диффузионный транспорт в 
МПД оценивали посредством построения и коли
чественной оценки карт КД в программе “OsiriX 
Lite” (“Pixmeo”).

Для морфометрического анализа под 8-крат
ным увеличением бинокулярной лупы “Eye Mag 
ProS” (“Carl Zeiss”) выделяли фрагменты ткани МПД 
размером 0.5 см3 в срединной сагиттальной плос
кости с сохранением целостности замыкательных 
пластинок: передний отдел фиброзного кольца, 
область пульпозного ядра и задний отдел фиб
розного кольца. Фрагменты ткани фиксировали в 
10% растворе формальдегида, декапьцинировали 
в растворе муравьиной кислоты и окрашивали ге
матоксилином и эозином, сафранином-0 (“Sigma- 
Aldrich”) и зеленым “прочным” (“Sigma-Aldrich”). Ги- 
стологические препараты сканировали на микро

скопе (“Zeiss AxioVertAI” , “Axiocam 506 color”), ко
личественную оценку проводили в программе “Fiji” 
(NIH) [8] с использованием модуля “Automatic Cell 
Counting”, плотность клеток выражали в числе кле
ток/мм3 [9].

Для иммуногистохимического анализа фраг
менты ткани фиксировали 4% параформальдеги
дом (“Sigma-Aldrich”). Основные компоненты вне
клеточного матрикса МПД определяли с помощью 
панели первичных IgG антител (“Abeam”): мышиные 
антитела к коллагену I (аЬ90395; 1:200), кроличьи —  
к коллагену II (аЬ34712; 1:200), мышиные —  к кол
лагену X (аЬ49945; 1:200), кроличьи —  к коллагену 
XI alpha 2 (аЫ 96613; 1:200) и кроличьи —  к аггрека- 
ну (аМ 86414; 1:200), которые окрашивали вторич
ными IgG антителами, меченными Alexa Fluor 594 
(“Abeam”), к кроличьим (аЫ 50080) или мышиным 
(аЫ 50116) антителам. Ядра окрашивали Hoechst 
33342 (“Life Sciences”). Препараты, заключенные 
в Prolong gold (“Life Sciences”), сканировали на ла
зерном конфокальном микроскопе “LSM-710” (“Carl 
Zeiss”). Полученные Z-стеки анализировали с по
мощью программ “Imaris 7.2.3” (“Bitplane AG”) и 
“ZEN” (“Carl Zeiss”).

Для просвечивающей электронной микроско
пии фрагменты МПД фиксировали в 2.5% раство
ре глутарового альдегида на 0.1 М фосфатном бу
фере (3 ч) с последующей постфиксацией в 2% 
0 s0 4 на том же буфере (12 ч). После дегидратации 
образцы заливали в эпоксидную смолу, нарезали 
на ультрамикротоме “Ultracut R” (“Leica”) и иссле
довали на электронном микроскопе “Leo 906 Е” 
(“Carl Zeiss”).

Статистическую обработку полученных резуль
татов проводили в программах “Microsoft Excel” и 
“Statistica 9.0.” Количественные данные представ
лены как среднее±стандартное отклонение. Для 
оценки значимости различий выборочных совокуп
ностей использовали U критерий Манна— Уитни, 
критерий Фридмана ANOVA и W критерий Вилкок- 
сона. Оценка связи между количественными при
знаками проводилась с помощью коэффициента 
корреляции Пирсона. Порог значимости р выбран 
равным 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Блок-препараты получали в среднем в течение 
20.3±9.9 ч после наступления смерти. Последую
щее морфологическое, иммуногистохимическое и 
электронно-микроскопическое исследование пока
зало отсутствие значимых неспецифических по
смертных изменений. По данным Т2-взвешенных 
МР-изображений, 1 МПД имел I степень дегене
рации по Pfirrmann, 7 МПД —  II степень, 5 МПД —



МОРФОЛОГИЯ И ПАТОМОРФОЛОГИЯ 257

III степень. Степень дегенерации исследованных 
МИД по Pfirrmann на основе оценки 12-изображе
ний имела значимую корреляцию с КД пульпозно- 
го ядра (г=-0.69, р<0.05). Уровень исследованных 
МПД, в отличие от степени дегенерации, не имел кор
реляции со значениями КД (г=0.17, р=0.2; г=-0.23, 
Р=0-15; г=-0.27, р=0.08 для МПД Ц-Ц,,, L,l-Llv и L^-L^ 
соответственно).

Корреляционный анализ клеточной плотности 
и КД в различных отделах МПД, выполненый на 8 
МПД (рис. 1, таблица), выявил значимую обратную 
ранговую корреляцию (г=-0.49, р<0.05). Значитель

ная доля в данной связи принадлежит пульпозному 
ядру, обладающему низкой клеточной плотностью 
при наиболее высоком показателе КД. При оценке 
задних отделов МПД наблюдалась прямая корреля
ция между значением КД и клеточной плотностью 
в облает задних отделов фиброзного кольца (г=0.84, 
р<0.05), а также в замыкательной пластинке на 
уровне задних отделов фиброзного кольца (г=0.86, 
р<0.05). В целом сравнительный анализ показал, 
что исследованные отделы МПД обладают различ
ными показателями клеточной плотности и диффу
зионного транспорта. Наблюдающаяся корреляция

Рис. 1. Исследование диффузионного транспорта и кле
точного состава МПД. Т2 (а), Т1 (б) взвешенные изобра
жения МПД и плоскостная карта КД (в). Трехмерная 
карта диффузии (г) показывает неравномерность рас
пределения КД по МПД (костные структуры не визуали
зируются). д, е, ж  —  гистологическая картина области 
пульпозного ядра, фиброзного кольца и замыкательной 
пластинки соответственно; окрашивание гематоксили
ном и эозином.

WL: 852 WW: 166:
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Значения КД и количество клеток в разных отделах МПД (л=8; M±SD)

Показатель ПОФК ПЯ ЗОФК
Р

(ПОФК-ПЯ)

Р
(ПОФК-
ЗОФК)

Р
(ЗОФК-ПЯ)

Уровень центра МПД
КД 874±177 1734±193 1343±318 0.01 0.02 0.049
Количество клеток 2342+748 1245±468 1888±423 <0.01 0.07 <0.01

Уровень замыкательной пластинки МПД
КД 820+274 1153+259 1023+315 0.01 0.16 0.32
Количество клеток 2244+691 2551+378 3346±750 0.02 <0.01 0.04

Примечание. ПОФК — передние отделы фиброзного кольца; ПЯ — пульпозное ядро; ЗОФК — задние отделы фиброз
ного кольца.
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Рис. 2. Трехмерная структура распределения аггрекана и коллагена I и II типа в МПД. Иммуногистохимическое 
окрашивание на аггрекан (а, б), коллаген I (в, г), коллаген И (д, е).
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умеренной силы позволяет заключить, что клеточ
ная плотность вносит различный по степени вклад 
в измеряемый КД в зависимости от отделов МПД.

Конфокальная микроскопия позволила изу
чить основные компоненты внеклеточного матрик
са в различных отделах МПД: аггрекан и колла
ген I и II типов (рис. 2, а-е). В МПД с высоким по
казателем диффузии (среднее КД пульпозного 
ядра 1784±193х10~6мм2/с) трехмерная структура 
компонентов экстрацеллюлярного матрикса име
ла в основном диффузную, реже —  упорядочен
ную волокнистую форму, ориентированную в раз
ном порядке. При этом в исследованных образцах 
не выявлен коллаген X и XI типов, что соответст
вует антигенному спектру матрикса нормального 
МПД. Преобладание аггреканов, имеющих диф

фузное, глыбчатое распределение в пульпозном 
ядре по сравнению с фиброзным кольцом, обуслов
ливает различия диффузионного транспорта. В 2 
образцах МПД с начальной степенью дегенерации 
(III степень по Pfirmann, КД 1215±345х10~6 мм2/с) 
определялись коллаген X и XI типов, хондроциты 
с признаками дистрофии.

МПД со значением КД>1500x10-6 мм2 (л=3) бы
ли исследованы методом трансмиссионной элект
ронной микроскопии для оценки их ультрамикро- 
структуры. Это позволило определить в ткани МПД 
отдельные, хорошо сохраненные хондроциты, сре
ди которых располагались многочисленные, разно
образно ориентированные нити коллагена с разной 
степенью структурной организации. Плотные пучки 
микрофибрилл толщиной 5-7 нм имели длину от 0.1

Рис. 3. Визуализация ультраструктуры области фиброзного кольца МПД с помощью просвечивающей электрон
ной микроскопии. Определяются разнонаправленные слои пучков коллагеновых волокон, одного из основных струк
турных компонентов внеклеточного матрикса фиброзного кольца МПД (а, б), отдельная фибрилла коллагена II 
(б), ультраструктура хондроцитов (в, г).
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до 1.5 мкм (рис. 3, а-г). Менее многочисленные вы- 
сокополимеризованные формы коллагена пред
ставлены фибриллами толщиной 40-70 нм и дли
ной 0.5-2.5 мкм.

Диффузионный транспорт в области пульпоз- 
ного ядра, задних отделов фиброзного кольца, а 
также в области замыкательной пластинки на уров
не задних отделов фиброзного кольца МПД в зна
чимой степени ассоциирован с клеточной плотно
стью. Анализ областей пульпозного ядра и фиброз
ного кольца МПД методами лазерной конфокаль
ной и трансмиссионной микроскопии подтвердил 
взаимосвязь значения КД и состояния МПД: при 
значении КД пульпозного ядра менее 15x10-^ мм2/с 
в ткани МПД определялись морфологические и 
иммуногистохимические признаки дегенерации.

Результаты проведенного исследования до
полняют полученные ранее в клинических [2,6] и 
экспериментальных работах [10] представления об 
изменениях диффузионного транспорта при деге
нерации МПД. Применение метода ДВ-МРТ с опре
делением КД позволило объективно охарактеризо
вать диффузию в МПД на тканевом уровне, кото
рая коррелировала с ранними морфологическими 
и ультраструктурными признаками дегенеративно
дистрофического поражения МПД. Это подтверж
дает значительный потенциал ДВ-МРТ для ранней 
прецизионной оценки функциональных и структур
ных изменений межклеточного матрикса МПД.

Работа выполнена при поддержке РИФ (проект 
№ 15-15-30037).
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