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Введение 


ВВЕДЕНИЕ

В 1800 г. M.X.Bichat предложил деление нервной системы на ани-мальную и вегетативную. С тех пор это положение прочно закрепилось в научной терминологии и является определяющим. Многочисленными исследованиями J.N.Langley (1891, 1893, 1899, 1925) изучившего подробно строение и деятельность вегетативной (автономной) нервной системы, позволило ему на основании анатомических и функциональных особенностей выделить в ней симпатический, парасимпатический отделы и энте-ральную часть. Такое деление вегетативной нервной системы бесспорно было принято и существует до сих пор. Но на рубеже 80-х годов прошлого столетия А.Д.Ноздрачевым (1980) было предложено деление вегетативной нервной системы на три отдела: симпатический, парасимпатический и метасимпатический.

J.N.Langley считал, что вегетативная нервная система - это сугубо эфферентная система. Однако, и он делал исключение для внутриорган-ных ганглиев пищеварительной системы, выделив их на основе сложности строения и автономности деятельности в самостоятельное звено — эн- теральную часть. Последующими работами многих исследователей (А.С.Догель, 1896, 1899; А.А.Милохин, 1953, 1967; Н.Г.Колосов, 1954, 1972; Н.Г.Колосов, А.Я.Хабарова, 1978; В.И.Овсянников, 1996; О.С. Сотников, 2003 и др.) была доказана сложность морфо-функциональной организации интрамуральных ганглиев, что и вызвало разделение вегетативной нервной системы на три отдела (А.Д.Ноздрачев, 1980, 1983, 1984, 1996; А.Д.Ноздрачев, Ю.П.Пушкапев, 1980; А.Д.Ноздрачев, М.П.Чернышева, 1989; А.Д.Ноздрачев, Ю.В.Щербатых, 2001).

«Система блуждающих нервов» - такое определение десятой паре головных нервов дал Б.А.Долго-Сабуров (1937), при этом он учитывал разнообразие и сложность функции и соответствующей структурной ор-
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ганизации. Морфология и физиология десятой пары черепно-мозговых нервов привлекали внимание многих поколений исследователей. Известны функциональные эффекты в разных органах, вызываемые нисходящей импульсацией по системе проводников блуждающих нервов. Установлена также причастность нервов к проведению афферентных импульсов в результате адекватного раздражения органов шеи, грудной и брюшной полостей. Обладая собственными чувствительными и моторными нейронами, блуждающие нервы имеют необходимые элементы для формирования структур рефлекторных дуг, регулирующих функции внутренних органов (Grundy, 1988; В.А.Багаев с соавт., 1997; Browning et al., 2003).

Изучение эффекторной иннервации блуждающим нервом привело к «действительному синтезу морфологических и физиологических знаний», как справедливо заметил Б.И.Лаврентьев (1939). Касаясь проблемы рецепции, он отнес ее к области «в которой мы почти ничего не знаем». Это замечание было воспринято как наказ известного нейроморфолога и в дальнейшем послужило стимулом к изучению структурных основ чувствительной иннервации.

В контексте научных интересов настоящего исследования обратим- ся к блуждающему нерву как источнику чувствительной иннервации висцеральной сферы. Исследования этого направления первоначально базировались на экспериментально-морфологической методике и серебряной импрегнации нервных элементов. Они принадлежали в основном ученикам и последователям Б.И.Лаврентьева в лабораториях Ленинграда, Москвы, Казани. После "перерезки блуждающего нерва на шее" или "экстирпации пучковидного (нижнего) ганглия" у животных (кошки, собаки) через разные сроки жизни животных (48-120 часов) в органах были обнаружены нервные волокна и чувствительные окончания с признаками вю-ричной (валлеровской) дегенерации. Эти находки расценивались как доказательство причастности блуждающего нерва к чувствительной иннервации органа. Такими экспериментами была установлена иннервация

блуждающим нервом органов пищеварительного тракта (Е.М.Крохина, 1960; В.И.Ильина, 1966; А.П.Амвросьев, 1972; П.И.Лобко, 1976 и др.); органов дыхания (Б.И.Лаврентьев, 1943; В.Ф.Лашков, 1960 и др.); органов сердечно-сосудистой системы (Т.А.Григорьева, 1954; В.В.Куприянов, 1955, 1959; А.Я.Хабарова, 1961, 1975; Е.Б.Хайсман, 1966; В.В.Куприянов, Н.В.Кердиваренко, 1979 и др.). Перечисленные и многие другие авторы, применявшие экспериментально-морфологическую методику, относили все распавшиеся проводники к дендритам, утратившим связь с телами нейронов в результате шейной ваготомии или экстирпации пучковидного узла вагуса.

Импрегнационной методикой удавалось распознать мультипликацию преганглионарных парасимпатических волокон в ганглиях межмышечного сплетения пищевода и образование их терминалями интерцел-люлярного сплетения и перицеллюлярных аппаратов на нейронах ганглия (Б.И.Лаврентьев, 1939). Аналогичную картину в ганглии межмышечного сплетения желудка Н.Г.Колосов (1969) трактует иначе, а именно как "кус-тиковидный рецептор ганглия. Видны окончания терминальных веточек рецептора на нервных клетках". Оба выдающихся нейроморфолога были ^ по-своему правы потому, что оказались в плену методики, которая не все-

гда могла дать объективный и корректный ответ на задачи исследования.

И действительно, после ваготомии или экстирпации пучковидного ганглия подвергались дегенеративным изменениям преганглионарные аксоны, дендриты клеток ганглия и проводники, полученные из других нервов через анатомические связи с блуждающим нервом на шее. Трактовка результатов опытов могла носить предвзятый характер и приводить к ошибочным выводам. Методика экспериментально-морфологического анализа с перерезкой нервов для анализа источников иннервации органов, весьма актуальная для прошедшего бурного этапа развития нейроморфо-логии в настоящем времени уже исчерпала себя. Разрешение вопросов современной нейроморфологии находится за пределами ее возможностей.
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Новые подходы, связанные, в частности, с использованием аксонно-го транспорта открыли перспективы для уточнения взаимоотношении между органами и нервными центрами.

После введения маркера в орган, он захватывается нервными тер-миналями и ретроградным током аксоплазмы доносится до цитоплазмы нервной клетки. Таким способом контрастируются, становятся видимыми при световой и электронной микроскопии нейроны, причастные к иннервации органа или его части. Этой методикой с использованием фермента пероксидазы хрена в чистом виде или конъюгированной с лектинами, ви-русами, другими веществами уточнены узлы и центры, ответственные за иннервацию многих органов. Подтвержден факт иннервации нейронами узловатого ганглия тонкой и толстой кишки (Cottrel, Grechher, 1987; В.А.Багаев с соавт., 1992; Л.В.Филлипова с соавт., 1992; Walls et al., 1995); желудка (Gwyn et al., 1985; Luo et al., 1987; Pogani et al., 1988; Brtva et al., 1989; Л.П.Войтенко, 1991; В.А.Багаев с соавт., 1993; Gesser et al., 1995; Dang et al., 2004); поджелудочной железы (Sharkley, Williams, 1983; Carobietal., 1987).

Меченые нейроны в узловатых ганглиях находились после введения маркеров в гортань (Lucier et al., 1986; Tanako et al., 1993; Uno et al., 2004); в верхний гортанный нерв (Hisa et al., 1991, 1994); в нижний гортанный нерв (Toyda, 1991; Toyda et al., 1993); в сердечный нерв (Miura, Okada, 1981); в почечные нервы (Norvell, Anderson, 1983). Во всех цитированних работах авторы констатировали локализацию чувствительных нейронов в узловатых ганглиях и, как правило, не ставили цель дать морфометриче-ские характеристики этих клеток. Таким образом, ряд актуальных вопросов специализации нейронов остался без ответа.

В практику современных нейрофизиологических и нейроморфоло-гических исследований все шире входят методы автоматизированной обработки экспериментальных данных (В.М.Клименко с соавт., 1972; В.М.Клименко, П.Д.Перепелкин, 1989; Aoyma et al., 1995; Oud et al, 1997
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и др.). Владея пакетом программ компьютерного анализа, мы имели возможность, используя методику ретроградного аксонного транспорта, исследовать по критериям различий микроморфометрических параметров и локализации в объеме узловатых ганглиев специфичность нейронов, ин-нервирующих разные органы; различия нейронов, иннервирующих органы с произвольной и непроизвольной мускулатурой. Изучали также влияние степени удаленности мишени иннервации на размеры нейронов узловатых ганглиев; локализацию в объеме узловатых ганглиев популяций нейронов, иннервирующих определенный орган. Рассматривался вопрос об асимметрии левого и правого узловатого ганглия в иннервации определенного органа по критерию количества задействованных нейронов. Наконец, в результате применения различных маркеров для аксонного транспорта получены данные о количестве меченных нейронов, иннервирующих данный орган, в зависимости от качества маркера.

Исследованиями последних десятилетий показана сложность мор-фо-функциональной организации узловатых ганглиев, показано, что его нейроны являются важным центром интеграции афферентной информации от органов желудочно-кишечного тракта (El, Nei, 1979; Н.А.Бебякова, Т.М.Семушкина, 1991; Helke, Rabchevsky, 1991; Ichikawa et al., 1991; Sugitani et al., 1993; Dutsch et al., 1998; Neuhuber et al., 1998; Powley et al., 2001 и др.), дыхательной системы (Hoyes et al., 1982; Davies, Kubin, 1986; Kappagoda et al., 1990; Nomoto et al., 1991; Hisa et al., 1991, 1994; Kuratini, Bockman, 1992; Toyda et al., 1993; Killingsworth et al., 1996; Zhuo et al., 1997; Kajekar et al., 1999; Rogers et al., 2001: Nakagawa et al., 2004; Zhang, 2004 и др.); сердца (Smith, 1970; Gersi et al., 1983; Magni, Carobi, 1983; Morris et al., 1986; Ferrario, 1987; Creenwood, Fitzakerley, 1988; В.В.Архипов, М.В.Углова, 1991; С.Д.Михайлова с соавт., 1991; Standish et al., 1995; Balzamo et al., 1996; Harrison, Mulroy, 1996; Calupca et al., 2000; Nakagawa et al., 2004 и др.), барорецепторной зоны дуги аорты (Alcayga, Eyzaguirre, 1990; Orer et al., 1991; Wang, Cheng, 1991; Merahi et al., 1992;
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Mendelowitz, Kunze, 1992; Buller, Bolter, 1993; Drummond et al., 1998 и др.). Однако, многие вопросы, касающиеся его строения, межнейронных взаимоотношений, функционирования, особенностей афферентных и эфферентных связей, ожидают своего окончательного решения. В этом отношении оказался особенно мало исследованным узловатый ганглий. Сведения о нем разрозненны и часто носят противоречивый характер. До сих пор, например, не проведено детального морфометрического анализа характеристик нейронов узла. Имеющиеся в литературе сведения носят, как правило, описательный характер (С.Н.Смирнова, 1954; М.Г.Гулямов, 1962; Gabella. 1976; И.М.Исаев, 1990; Scroggs et al., 1994; Holohean et al., 1996 и др.).

В практику современной нейроморфологии входит и методика лек-тиновой гистохимии. Эта методика основана на способности природных белковых молекул - лектинов избирательно связываться с углеводной частью белковых молекул плазматической оболочки нейронов.

Нейроморфологи уже имеют опыт применения разнородных лектинов в целях паспортизации нейронов спинномозговых чувствительных узлов, узла тройничного, каменистого узла языкоглоточного нерва и дру-,yj гих объектов периферической нервной системы (Fisher, Csillik, 1985;

Mori, 1987; Nakagava et al., 1986; Scott et al., 1990; Bennet, 1996; Crissman et al., 1996; Petruska et al., 2000; Viggiano, 2000; Adams et al., 2001; Borgan et al., 2001; Lu et al., 2001; Willbold et al., 2001; De-Miguel et al., 2002 и

ДР-)-

Нейроны узловатых ганглиев до настоящего времени подробно не

исследовались лектиногистохимическими методиками. Поэтому один из разделов настоящей работы содержит данные об избирательном родстве нейронов узловатого ганглия к лектинам разной природы у взрослых животных. Этот раздел дополняет известные факты о признаках и биохимической избирательности (специализации) нейронов.
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Симпатический и парасимпатический отделы автономной нервной системы, чувствительные компоненты в составе их рефлекторных дуг воплощены в различных, дискретных морфологических структурах, а функционируют содружественно. Известно, что в условиях дефицита симпатической иннервации наблюдаются выраженные изменения в центральной и периферической нервной системе (Burnstock, Evans, 1971; Nielsen, 1977; И.П.Григорьев, В.А.Отеллин, 1990; В.А.Отеллин с соавт., 1998; Hsih et al., 2001 и др.).

В связи с этим возник вопрос: какова будет реакция нейронов узловатого ганглия, если вычленить из гармонического взаимодействия одну из эффекторных систем - симпатическую. После химической десимпати-зации у животных исследовались микроморфометрические показатели нейронов узловатых ганглиев, которые сопоставлялись с аналогичными константами контрольных наблюдений.

Опыт показал достоверное изменение параметров нейронов узловатых ганглиев в ответ на тотальную десимпатизацию. Результаты этого взаимодействия можно трактовать по-разному. Не исключается возможность прямого действия гуанетидина на клетки, которые реагировали изменением параметров. Более оправданной причиной является изменение рецепторных полей в результате резкого изменения трофики в органах-мишенях, где имеются окончания дендритов нейронов узловатых ганглиев.

Целью исследования явилось изучение с применением анатомических, гистологических, лектино- и гистохимических методов особенностей функциональной структуры узловатого ганглия крысы и морфомет-рических характеристик его нейронов, а также выяснение их органной специализации.

В соответствии с целями исследования были поставлены следующие задачи:

13

1. Выявить различия в строении правого и левого узловатого ганглия на основе определения их нейронной организации по критериям мерных характеристик нейроцитов и их топографии.

2. Изучить афферентные связи ганглия с органами головы, шеи, грудной и брюшной полостей, и идентифицировать нейронные пулы ганглия, ответственные за иннервацию этих органов.

3. Определить различия морфометрических параметров сомато- и висцеросенсорных нейронов, связанные с неодинаковой органной специализацией и различной удаленностью мишеней их иннервации.

4. Изучить лектиногистохимическую организацию узловатого ганглия, и на этой основе разработать критерии для количественной оценки лектин-рецепторных взаимодействий с тканевыми структурами узла.

5. Исследовать качественные и количественные морфологические изменения нейронов узла, наблюдаемые при полной десимпатизации после введения больших доз гуанетидина.

В результате комплексного исследования узловатого ганглия крысы впервые получен ряд новых данных, раскрывающих принципиальные особенности его структурно-функциональной организации. Установлена неравноценность правого и левого узловатых ганглиев по объему, латерально-медиальному показателю, мерным параметрам нейроцитов и их количеству. Впервые, по результатам комплексного нейроморфологи-ческого исследования предложена микроморфометрическая классификация нейронов узловатого ганглия крысы.

Посредством методики аксонального транспорта установлен принцип топической организации нейронов узловатого ганглия в осуществлении их афферентных связей с висцеральными органами. Впервые показано, что его соматосенсорные и висцеросенсорные нейроны отличаются по своему расположению в узле и морфометрическим характеристикам. Установлено, что размерные параметры нейронов узловатых ганглиев опре-
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деляются их органной специализацией и удаленностью соответствующих мишеней иннервации.

В настоящем исследовании впервые определены: пулы нейронов узловатого ганглия, содержащие специфические рецепторы к лектинам на наружной поверхности плазматической мембраны и их периферических отростках. Показана зависимость между количеством рецепторов к лектинам в нейронах афферентных узлов и их метрическими параметрами.

Впервые установлено, что блокада симпатической части автономной нервной системы при введении гуанетидина приводит к выраженным и быстро развивающимся изменениям дегенеративного характера в нейронах узловатого ганглия крысы. Таким образом, с использованием гистохимических методов исследования получены новые доказательства сопряженной связи симпатического и парасимпатического отделов автономной нервной системы в осуществлении регуляции висцеральных функций организма.

Результаты работы имеют не только теоретическое значение, но практическую ценность. В настоящей работе установлены фундаментальные принципы структурно-функциональной организации узловатого ганглия крысы и детально исследованы афферентные связи его нейронов с рядом органов шеи, грудной клетки и брюшной полости.

Совокупность полученных результатов позволяет рассматривать узловатый ганглий как автономно функционирующий нервный центр, который играет принципиальную роль в интеграции афферентной информации, поступающей от рецепторов висцеральных органов по волокнам блуждающего нерва. В этой связи настоящее исследование является новым и существенным вкладом в современные представления о конструкции автономной нервной системы и ее роли в регуляции висцеральных функций.

В практическом отношении сведения об органной специализации связей нейронов узловатого ганглия могут быть использованы для разра-
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ботки научно обоснованных рекомендаций, которые следует учитывать при проведении оперативных вмешательств, связанных с патологией внутренних органов у человека.

На защиту выносятся следующие положения:

1. Правый и левый узловатые ганглии крысы неравнозначны по размерам, объему, количеству нейронов и их мерным параметрам, что следует иметь ввиду при изучении функциональных связей центральной нервной системы с висцеральными органами. Нейроны ганглия организованы по топическому признаку. Количество миелиновых и безмиелино-вых нервных волокон в правом и левом ганглиях различно. В ганглиях наблюдается ростро-каудальный градиент изменения суммарного и группового количества нервных проводников.

2. Ганглий имеет весьма разнообразные связи, в основном, с висцеральными органами. С помощью афферентных путей он преимущественно связан с щитовидной железой, вилочковой железой, пищеводом, желудком, тонкой и толстой кишкой и печенью, и в меньшей мере с поджелудочной железой и мышцами корня языка. Существует количественная асимметрия между правыми и левыми узловатыми ганглиями в причастности их к иннервации выше названных органов. Нейроны, иннервирую-щие определенный орган могут образовывать компактную популяцию в объеме узловатого ганглия. Величина перикариона нейроцита пропорционально определяется и коррелирует с мерой удаленности мишени иннервации, а также с сомато- или висцеросенсорной ролью (функцией) нейроцита.

3. У взрослых животных определяется морфо-функциональная специализация нейронов узловатых ганглиев, признаками которой является различная авидность нейронов к лектинам разной углеводной природы. Признаками высокой степени дифференцировки и индивидуальных биохимических особенностей нейронов узловатого ганглия является большое количество в их составе D-галактозоконъюгатов. Фукозоспецифичные,
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сиалоспецифичные и галактозоспецифичные лектины, а так же лектины со смешанной углеводной специфичностью, выявляют в составе узловатых ганглиев популяции и субпопуляции нервных клеток, имеющие различную функциональную специализацию.

4. В результате химической десимпатизации организма взрослых крыс нейроны узловатых ганглиев и их проводниковый компонент претерпевают определенные структурные изменения дистрофического характера, которые обусловлены прямым токсическим эффектом симпатолити-ка, разрушением компонентов рефлекторной дуги (эффект деэфферента-ции). Последнее имеет значение для понимания функциональной структуры автономной нервной системы.

17

I. ОБЩИЕ МЕТОДИЧЕСКИЕ ПРИЕМЫ, ИСПОЛЬЗОВАННЫЕ В РАБОТЕ

1.1. Выбор объекта изучения

Целью исследования являлось выяснение морфофункциональной организации узловатых ганглиев, как одного из основных коллектора афферентной иннервации органов головы, шеи, грудной и брюшной полостей.

В качестве объекта для проведения экспериментов нами были выбраны крысы. Они, как и морские свинки, относятся к отряду грызунов, и по сравнению с хищными (кошки, собаки) и зайцеобразными (кролики) имеют морфофункциональные отличия в строении периферической нервной системы. Немаловажным было то, что из всех лабораторных животных крыса является наиболее изученным объектом в отношении организации центральной и периферической нервной системы. Большинство исследователей использовали крысу, как объект исследования, особенно при выяснении таких вопросов как организация спинномозговых ганглиев, паравертебральных и превертебральных ганглиев автономной нервной системы (Kawamura, Dyck, 1978; Rose, Larnicol, Duron, 1990; Goldstein, 1993; Fuxe et al., 1996; А.Д.Ноздрачев, Е.И.Чумасов, 1999 и др.), установления центральных проекций соматических и висцеральных афферентов в головном мозге (Bieger, Hopkins, 1987; Christian et al., 1993; Hisa et ai., 1994; Ricco, 1996 и др.), изучении лектино- и иммуногистохимических характеристик нервных клеток различной природы (О.А.Хомутовский с соавт., 1986; А.Д.Луцик с соавт., 1989; Haberberger, Bodenbenner, 2000; Kierszenbaum et al., 2000; Accili et al., 2001; Orozco et al., 2001 и др.), созданию различных экспериментальных моделей, связанных с дефицитом симпатической иннервации (Rich et al., 1984; Suzuki et al., 1989; В.М.Чучков, 1991; Colado et al., 1994; Т.А.Румянцева, 2002 и др.).
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