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Аннотация: Диабетическая периферическая нейропатия носит 

характер дистальной симметричной аксонопатии, и её количественная 

оценка основана на измерении структурных и молекулярных показателей 

аксональных волокон. В данном тезисе систематизируются методы 

оценки аксональных волокон периферических нервов на трёх уровнях: (i) 

гистоморфометрический — плотность миелинизированных волокон, 

диаметр аксонов, толщина миелина и g-ratio на полутонких срезах; (ii) 

электронно-микроскопический — немиелинизированные аксоны, 

соотношение аксон–миелин и стереологический подсчёт; (iii) 

биохимический — маркёры окислительного стресса, гликации и апоптоза 

клеток Шванна. Обсуждаются роль и ограничения каждого метода в 

оценке диабетической нейропатии. Результаты составляют методическую 

основу панели оценки аксонального повреждения в планируемом 

докторском исследовании. 
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Введение: 

Диабетическая периферическая нейропатия — наиболее 

распространённое осложнение сахарного диабета, характеризующееся 

прогрессирующей дегенерацией дистальных аксонов [2]. «Золотым 

стандартом» выявления аксонального повреждения остаётся 

количественный морфометрический анализ биопсии нерва; вместе с тем, 

в соответствии с направлением кафедры биохимии, структурные 

измерения должны дополняться биохимическими маркёрами, 

отражающими молекулярные механизмы аксональной дистрофии. Цель 

настоящего тезиса — систематизировать методы, применяемые для 

оценки аксональных волокон при ДПН, и обосновать их как панель 

конечных точек докторского исследования. 

Основная часть: 

Гистоморфометрические методы. Для оценки 

миелинизированных аксонов полутонкие срезы толщиной 0,5–1 мкм 

окрашивают 1% толуидиновым синим и анализируют в световом 

микроскопе [12]. В каждом образце периметр не менее 200 

миелинизированных волокон обводится вручную с помощью 

дигитайзера, по площадям волокна и аксона строятся распределения 

«размер–частота»; вычисляются плотность волокон (число волокон на 

единицу площади) и доля фасцикулярной площади, занятая 

миелинизированными волокнами (%) [13]. Из площади волокна диаметр 

выводится в предположении окружности; g-ratio определяется в двух 

вариантах: как квадратный корень из отношения площади аксона к 

площади волокна или как отношение диаметра аксона к диаметру вместе 

с миелином, где диаметр равен измеренному периметру, делённому на π . 

Стереологическим методом точечного подсчёта фасцикулярная площадь 

оценивается при увеличении 158× с сеткой плотностью 100 точек/2,5 мм² 

трижды; доля миелинизированных волокон определяется при 1720× 
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путём подсчёта в общей сложности 576 точек [5]. В планируемом 

протоколе нашего систематического обзора именно эти переменные 

исхода — число и плотность нервных волокон, диаметр аксона (мкм), 

толщина миелина (мкм) и g-ratio — определены как основные 

морфометрические показатели [6]. Электронно-микроскопические 

методы. Для оценки немиелинизированных аксонов и соотношений 

аксон–миелин ультратонкие срезы (70 нм) контрастируют 

уранилацетатом и цитратом свинца и исследуют в электронном 

микроскопе . Из каждой биопсии не менее 25 электронных 

микрофотографий печатаются при конечном увеличении 10 000×, и 

подсчитываются несвязанные и связанные профили клеток Шванна; 

немиелинизированные аксоны идентифицируются по критериям 

нейротубул и нейрофиламентов в составе аксонов, округлости аксонов и 

распределения внутри клетки Шванна, плотность рассчитывается 

относительно общей эндоневральной площади . Соотношение аксон–

миелин определяется на основе электронных микрофотографий при 

увеличении 27 420× как зависимость между натуральным логарифмом 

площади поперечного сечения аксона и толщиной миелиновой оболочки 

(в числе миелиновых пластинок); в среднем исследуется 47,2 ± 3,7 

волокна от каждого нерва . Функционально-аналитические (in vitro) 

методы. Способность аксонов к росту измеряется анализом роста 

невритов (neurite outgrowth): подсчитываются точки пересечения на 

расстоянии 100 мкм от тела клетки. При STZ-диабете гликация белков 

эндоневрального матрикса значительно снижает этот показатель — 160 ± 

28 точек пересечения на ламинине против 90 ± 18 на метилглиоксаль-

гликированном ламинине (P ≤ 0,05), а на расстоянии 100 мкм от тела 

клетки — 32 ± 3 против 17,4 ± 3; аминогуанидин предотвращает это 

снижение [4]. Биохимические методы (направление кафедры). 

Молекулярные маркёры аксональной дегенерации делятся на четыре 
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группы: (1) окислительный стресс — MDA+4-гидроксиалкенали, GSH, 

SOD и каталаза в гомогенате нерва (0,1 моль/л натрий-фосфатный буфер, 

pH 6,5; для SOD/каталазы центрифугирование при 20 000 g в течение 20 

минут) [8]; (2) гликация — MG-H1 в эндоневральных белках (~5-кратное 

увеличение за 6 недель) и фруктозиллизин (от 6-кратного за 3 недели до 

13-кратного за 12 недель) , а у пациентов — пентозидин в суральном 

нерве [1]; (3) нейровоспаление и апоптоз клеток Шванна — NF-κB, TNF-

α, IL-1β, IL-6, а также CHOP, каспаза-12, TUNEL и проточная цитометрия 

Annexin V/PI (Chong et al., 2024; Li et al., 2017); (4) сывороточные 

биомаркёры — снижение SOD и GSH-Px и повышение MDA (p < 0,01) 

[15], снижение GPX и NO (P < 0,05) [7]. При вмешательствах на основе 

хитозана наряду с нормализацией этих показателей наблюдалось 

обратное развитие миелиновой дегенерации и аксонального отёка [11] 

Критерий выбора метода. Структурный «золотой стандарт» 

(морфометрия + электронная микроскопия) даёт конечную степень 

потери аксонов; биохимические маркёры фиксируют количественное 

смещение на ранних стадиях повреждения . Поэтому в докторском 

исследовании морфометрическая панель (не менее 200 волокон, g-ratio, 

диаметр аксона, толщина миелина) интегрируется с биохимической 

панелью (маркёры окислительного стресса, гликации, апоптоза) и 

коррелируется с электрофизиологическим показателем [10]. 

Заключение: 

Наиболее надёжным структурным стандартом оценки аксональных 

волокон периферических нервов является комплекс морфометрии 

полутонких срезов (плотность волокон, диаметр аксона, g-ratio, не менее 

200 волокон) и электронно-микроскопического анализа 

(немиелинизированные аксоны, соотношение аксон–миелин) . С точки 

зрения кафедры биохимии эти структурные измерения необходимо 

дополнять маркёрами окислительного стресса, гликации и апоптоза 
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клеток Шванна, поскольку они отражают молекулярные механизмы 

аксональной дистрофии и позволяют выявлять повреждение на ранней 

стадии . Рекомендуемая интегративная панель составляет методическую 

основу оценки аксонального повреждения в планируемом сравнительном 

исследовании. 
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