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Проведено сравнительное изучение струк-
турных характеристик микрососудов с пе-
риваскулярным расположением опухолевых 
клеток и микрососудов обычного строения 
в перитуморальных зонах интракраниально 
имплантированной глиобластомы («глиома 
С6»). Работа была выполнена на крысах. 
Морфометрическим методом определяли 
площади, внутренний диаметр и длину ми-
крососудов на протяжении 21 суток после 
введения опухолевых клеток в головной 
мозг крысам. Зарегистрировано сохранение 
изменений в структуре микрососудов с клет-
ками глиобластомы на протяжении всего 
срока наблюдения. Рассматривается актив-
ная роль периваскулярно расположенных 
опухолевых клеток в преобразовании струк-
туры и свойств микрососудов, участвующих 
в процессе инвазии глиобластомы в ткань 
головного мозга.
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Введение

Поиск новых методов и подходов к лечению 
глиобластомы (ГБ) головного мозга остаётся 
актуальной проблемой современной нейроон-
кологии. В комплексе противоопухолевого ле-
чения антиангиогенная терапия обладает рядом 
значительных преимуществ перед традиционной 
цитотоксической [1]. Данное направление наи-
более целесообразно для профилактики вто-
ричного опухолевого роста, представляющего 
собой либо рецидив первичного очага, либо от-
далённое распространение новообразования [2]. 
Однако изучение и использование целого ряда 
факторов ангиогенеза и применение как прямых, 
так и непрямых ингибиторов данного процесса 
[3, 4, 5, 6] до настоящего времени не привело к 
существенному замедлению роста опухоли и ее 
вторичных очагов [7, 8, 9]. Отсутствие клини-
чески значимых результатов обусловливает не-
обходимость дальнейшего выяснения роли взаи-
моотношений клеток опухоли и микрососудов в 

увеличении объёма, инвазии и метастазировании 
ГБ в головном мозге. 

Целью данной экспериментальной работы 
явилось сравнительное изучение структурных 
характеристик микрососудов с периваскуляр-
ным расположением опухолевых клеток (МК) и 
микрососудов обычного строения (МО) в пери-
туморальных зонах в динамике роста и инвазии 
глиобластомы («глиома С6»).

Материал и методы

В исследование было включено 27 белых беспородных 
крыс-самцов массой 200-220 г. Исследования проводились 
в соответствии с требованиями и условиями, изложенными 
в «Международных рекомендациях по проведению медико-
биологических исследований с использованием животных» 
и приказом Минздрава РФ № 199н от 01.04.2016 «Об ут-
верждении правил надлежащей лабораторной практики». 
Перед имплантацией опухоли животных наркотизировали 
внутримышечным введением препаратов «Золетил-100» в 
дозе 40-50 мг/кг массы и «Рометар» (0,02-0,04 мл), после 
чего животных фиксировали в стереотаксическом адаптере. 
Шприцем Гамильтона в глубокую структуру ГМ (скорлупа) 
справа имплантировали 5,0 мкл культуры клеток глиомы 
С6 (глиобластомы) [10] с концентрацией клеток 50×106 на 
мл. Сразу после операции и далее в течение 3 дней кры-
сам 1 раз в день производили внутримышечную инъекцию 
дексаметазона в дозе 0,2-0,4 мл. 

На 3, 7, 14, 18 и 21 сутки животных выводили из опыта 
внутримышечным введением двойной дозы «Золетила-100» 
с добавлением 0,2-0,5мл 10% раствора лидокаина. Матери-
ал фиксировали в 15% формалине и заливали в парафин. 
Срезы толщиной 6 мкм окрашивали гематоксилином и эо-
зином, а также по Нисслю и исследовали в микроскопе 
«Olympus BX-50» (Япония).

Проведено сравнительное изучение двух видов капилля-
ров в перитуморальных зонах: микрососудов с перивазаль-
ным расположением опухолевых клеток и микрососудов 
обычного строения. Измерения всех показателей проводи-
ли морфометрическим методом у 4-5 животных на каждый 
срок постимлантационного периода с помощью программы 
для анализа изображений «CellSens» («Olympus»). Изме-
ряли площади всех МК и МО, расположенных в периту-
моральной зоне, на площади ткани мозга размером от 2,5 
до 2,7 мм2 на каждый срок наблюдения. Измеряли длину 
и внутренний диаметр всех МК и МО в перитуморальной 
зоне по периметру опухоли на расстоянии 500 мкм от её 
края. Каждая из сравниваемых групп была представлена 
от 90 до 130 значениями на каждый из указанных сроков 
наблюдения. Характер и направленность изменений анали-
зируемых показателей у всех животных была идентичной. 
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Исследование препаратов с использованием иммуногисто-
химического метода проводили на парафиновых срезах 
толщиной 3 мкм с моноклональными кроличьими анти-
телами Ki-67 (клон SP6) с рабочим разведением 1:200. Си-
стема визуализации ErVisionTM Flex (Dako). Демаскировка 
антигенов проведена путём нагревания срезов в трис-ЭДТА 
буфере (рН=9,0) при температуре 95оС [11].

Статистическую обработку результатов проводили с по-
мощью программы Statistica 10.0. Данные представлены в 
виде среднего значения ± стандартная ошибка среднего. 
В силу небольшого объема исследованной выборки значи-
мость различий между независимыми выборками оценивали 
с помощью непараметрического u-критерия Манна-Уитни. 
Статистически значимыми считали различия при p<0,05.

Результаты

Изучена динамика изменений средних величин 
площадей ткани мозга, приходящихся на МК и 
МО на протяжении 21 суток после имплантации 
клеток ГБ. Через 3 суток среди слаборазвитой 
капиллярной сети по периметру опухоли наблю-
дались лишь единичные микрососуды с клетка-
ми ГБ. К 7 суткам (рис. 1) при незначительном 
увеличении размеров ГБ площадь ткани, прихо-
дящаяся на МК, была достоверно меньшей по 
сравнению с аналогичным показателем для МО.

По мере роста объёма ГБ возрастала и сред-
няя площадь микрососудов с периваскулярно 
расположенными клетками опухоли, которая 
становилась максимальной к 18 суткам после 

имплантации опухолевых клеток с последую-
щим снижением ее размеров к 21 суткам.

Для выяснения структурных характеристик 
микрососудов  перитуморальной зоны было про-
ведено сравнительное морфометрическое иссле-
дование показателей длины и диаметра капил-
ляров в группах МК и МО на протяжении 21 
суток постимплантационного периода. 

Через 3 суток опухолевый узел был представ-
лен мелкими анапластическими элементами с 
ядерным полиморфизмом. По периметру ГБ ре-
гистрировались единичные свободно расположен-
ные опухолевые клетки, которые оказались вне 
опухолевого конгломерата в результате пассив-
ного отделения в момент имплантации культуры 
клеток ГБ. Часть из них, по-видимому, обладала 
высокой миграционной активностью и направлен-
ным движением к микрососудам [10;12;13]. Мор-
фологическая картина опухоли и капиллярной си-
стемы перитуморальных зон свидетельствовали о 
включении механизмов ангиогенеза уже с первых 
суток после имплантации клеток ГБ. Несмотря на 
небольшой размер опухоли, единичные микросо-
суды с широкими просветами уже регистриова-
лись как внутри самой опухоли, такт и в при-
легающих тканях мозга (рис. 2 а, б). Отдельные 
микрососуды разветвлялись, достигая длины 100-
120 мкм с диапазоном диаметра от 6 до 15 мкм.

Таблица 1. Динамика изменений структурных параметров микрососудов с клетками опухоли (МК)  
и микрососудов обычного строения (МО)

Время после имплантации 
(сутки)

Длина сосудов (мкм) М±м Диаметр сосудов (мкм) М±м

МК МО МК МО

7 75±5,1 44±2,3 4,8±0,13 4,7±0,11

14 76±5,0 49±3,8 4,3±0,12 3,2±0,10

18 60±4,0 42±3,1 4,3±0,14 3,2±0,08

21 47±2,5 32±2,1 3,7±0,12 2,9±0,09

Примечание: при сравнении значений структурных параметров МК и МО во всех случаях различия оказались достоверными (p < 0,01), за исключением 
диаметра сосудов на 7 сутки (p > 0,05)

Рис. 1. Динамика изменений средних значений площадей микрососудов с клетками опухоли (МК), и микрососудов обычного строения 
(МО) в перитуморальной зоне мозга. По оси абсцисс: время после имплантации (сутки). По оси ординат: средние значения площадей 

микрососудов каждого вида в 1 мм2 ткани мозга (M+m)
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Рис. 2. Микрососуды с клетками глиобластомы (ГБ) через 3 суток после имплантации опухоли: (а) в ткани опухоли,  
(б) в перитуморальной зоне. Гематоксилин-эозин. ×220

Рис. 3. Микрососуды с периваскулярным распространением клеток глиобластомы (ГБ) в перитуморальной зоне через 14 суток  
после имплантации. Окраска по Нисслю. ×110
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К 7 суткам отмечалась тенденция к незна-
чительному увеличению размеров опухолевого 
узла, тогда как микрососудистая сеть перитумо-
ральных областей претерпевала существенные 
изменения. Сравнительное изучение структур-
ных характеристик МК и МО позволило выявить 
ряд особенностей в динамике их преобразова-
ний по мере увеличения размера глиобластомы. 
Около 30% как предсуществующих микрососу-
дов хозяина, так и вновь образованных микро-
сосудов вследствие активации ангиогенеза были 
представлены МК. Длина таких микрососудов 
возрастала и превосходила аналогичные значе-
ния для МО (табл. 1). 

Вместе с тем, капилляры всей микрососуди-
стой сети перитуморальных областей на данный 
срок были расширены вследствие сохраняюще-
гося реактивного ответа тканей на манипуляцию 
имплантации ГБ, сопровождавшуюся отёком, 
клеточной инфильтрацией (лимфоциты, макро-
фаги), диапедезом эритроцитов как в опухоле-
вом узле, так и в окружающих тканях головного 
мозга. 

К 14 суткам наряду с увеличением размеров 
глиобластомы интенсифицировались и инвазив-
ные процессы в перитуморальных зонах (рис. 
3). 

Значительная доля капиллярной сети по пе-
риметру ГБ была представлена МК, средние 
показатели длины и диаметра микрокапилляров 
которых достоверно превосходили показатели 
для МО. 

К 18 суткам размер опухоли еще более воз-
растал с сохранением эффектов удлинения и 
расширения просветов МК, в то время как диа-
метр МО не отличался от значений интактного 
контроля (3,2±0,08 и 2,8±0,07 мкм соответствен-
но, при р>0,05). По сравнению с предыдущи-
ми сроками в ткани мозга увеличивалось число 

свободно расположенных опухолевых клеток, их 
мелких комплексов, а также МК, которые рас-
полагались за пределами перитуморальной зоны 
(рис. 4 а, б). 

Нередко извитые с широкими просветами 
МК регистрировались на большом удалении от 
границ опухолевого узла. 

К 21 суткам в центральных областях опухо-
ли, занимавшей около трети объёма правой по-
ловины мозга, находились различные по размеру 
очаги некроза с кровоизлияниями и расширени-
ем микрососудов по краям ГБ. Значения иссле-
дуемых параметров для МК и МО в этот период 
несколько снижались, продолжая, однако, досто-
верно отличаться между собой с сохранением 
превосходящих величин для МК по сравнению с 
МО. В ткани мозга находились многочисленные 
клетки ГБ в виде небольших скоплений, либо 
расположенные периваскулярно в капиллярной 
сети.

Обсуждение

В проведенном исследовании в перитумо-
ральных зонах ГБ выявлен ряд особенностей 
структуры микрососудов с периваскулярным 
расположением опухолевых клеток. В началь-
ном периоде развития опухоли диаметр микро-
сосудов всей капиллярной сети был увеличен 
по сравнению с показателями интактных жи-
вотных, главным образом, вследствие реактив-
ных процессов в ответ на интракраниальное 
введение клеток ГБ. Однако в дальнейшем 
вплоть до 21 суток наблюдения только МК со-
храняли широкий просвет в сочетании с увели-
чением их длины. Динамика изменений сово-
купности данных параметров соответствовала 
росту показателей площадей МК на протяже-
нии постимплантационного периода. Опухоли, 

Рис. 4 (а, б). Отдельные опухолевые клетки в ткани мозга через 18 суток после имплантации глиобластомы (ГБ): (а) микрососуд с 
клетками опухоли, находящийся за пределами перитуморальной зоны. ×110; (б) тот же микрососуд. ×1100. Окраска антителами к Ki-67
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имплантированные в хорошо васкуляризирован-
ные ткани, первоначально растут, задействуя су-
ществующие сосуды хозяина и экспрессируют 
ангиогенные факторы на самых ранних стадиях 
своего развития [13]. Результаты исследования 
микропрепаратов и иллюстрация полученных 
данных через 3 суток после внутрикраниаль-
ного введения клеток ГБ свидетельствовали о 
наличии микрососудов с широким просветами 
как в ткани формирующейся опухоли, так и в 
перитуморальных областях ГМ. При этом на 
всем протяжении сосудов в их периваскуляр-
ных зонах располагались опухолевые клетки. 
Согласно данным ряда авторов [14], в экспери-
ментальной ГБ («Глиома С6») от 60% до 96% 
клеток являются стволовыми клетками. Будучи 
неоднородной по своим характеристикам, опре-
деленная часть данной популяции представлена 
опухолевыми стволовыми клетками. Возможно, 
именно эти клетки в составе клеток ГБ, ми-
грируя вдоль микрососудов, активно участву-
ют в перестройке микрососудистой сети с об-
разованием «почек», удлинении, разветвлении 
и изменении ряда структурно-функциональных 
показателей сосудов с последующим их ис-
пользованием в процессе инвазии опухоли в 
ткань мозга.

Заключение

Зарегистрированный рост площадей МК на 
протяжении постимплантационного периода со-
четался с их стабильно увеличенной длиной и 
шириной просвета по сравнению со значения-
ми для МО. Анализ представленных данных 
и наблюдения о постепенно увеличивающейся 
доле МК в капиллярной сети свидетельствуют о 
возрастании их численности и усилении интен-
сивности инвазии по мере роста глиобластомы. 
Микрососуды с опухолевыми клетками, имев-
шие аналогичные характеристики длины и диа-
метра, располагались и на значительном рассто-
янии от границ опухолевого узла. По-видимому, 
как предсуществующие микрососуды хозяина, 
так и вновь образованные  вследствие индук-
ции ангиогенеза магистрали, служат не только 
«трассами» для внедрения клеток глиобластомы 
в окружающие ткани [12, 13], но и сами яв-
ляются объектом различных преобразований со 
стороны контактирующих клеток опухоли с по-
следующим использованием таких микрососу-
дов в инвазии и метастазировании глиобластомы 
в ткань мозга.

Авторы заявляют об отсутствии конфлик-
та интересов.

Финансирование: исследование не имело 
спонсорской поддержки.
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Glioma C6 perivascular changes of invasion 
structural parameters variation (research 
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A comparative study of the structural characteristics of 
microvessels with a perivascular arrangement of tumor cells 
and microvessels with normal structure located in the peri-
tumoral zones of an intracranially implanted glioblastoma 
(«glioma C6») was conducted. The study was performed on 
rats. Morphometric method was used to determine the area, 
internal diameter and length of microvessels for 21 days after 
the introduction of tumor cells into the brain of rats. Changes 
in the structure of microvessels with glioblastoma cells were 
registered throughout the entire observation period. The active 
role of perivascularly located tumor cells in the transformation 
of the structure and properties of microvessels involved in the 
process of glioblastoma invasion into brain tissue is considered.

Key words: glioblastoma, microvessels, morphometry, peri-
tumoral zones


