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Проблема клеточного восстановления после воздействия поврежда
ющего фактора продолжает оставаться актуальным вопросом современ
ной биологии и медицины. Трансплантация стромальных клеток способ
на ускорить процесс приживления введенных гемопоэтических стволовых 
клеток [5,7]. Эффективность применения мультипотентных мезенхималь
ных стромальных клеток (ММСК) в качестве котрансплантата обусловлена 
их способностью вырабатывать биологически активные вещества, форми
ровать межклеточные контакты, а также пластичностью [9,10]. В послед
ние годы доказан феномен слияния гемопоэтических клеток со специали
зированными клетками кишечного эпителия [11, 12]. При этом было по
казано, что этот процесс не инициирует развитие опухоли. Учитывая свой
ства плацентарных ММСК и ГСК, их совместное введение представляется 
перспективным и может обеспечить регенерацию после воздействия экс
тремального фактора [4, 6, 8]. Указанное выше позволило сформулиро
вать цель настоящего исследования: изучение влияния сочетанной транс
плантации мультипотентных мезенхимальных стромальных и гемопоэти
ческих стволовых клеток на регенерацию кишечника в условиях воздей
ствия экстремальных факторов.

Методы исследования
Эксперименты выполнены на 90 зрелых лабораторных мышах-самцах в 

возрасте 6-8 месяцев с массой 18-22 г и 90 старых мышах-самцах в возрас
те 20-22 месяцев с массой 25-30 г. Зрелые и старые лабораторные живот
ные были разделены на две группы соответственно. В каждой группе были 
выделены опытная и контрольная подгруппы. Животным опытной под
группы внутривенно вводились ММСК и ГСК соответственно в дозе 6 млн. 
клеток/кг и 330 тыс. клеток/кг, суспендированные в 0,2 мл 0,9% раство
ра NaCl. Животным контрольной подгруппы вводили 0,9% раствор NaCl. 
Внутривенные введения осуществлялись через 1 час после экстремального 
воздействия однократно. Забой животных осуществлялся на 1 и 7 сутки по-



еле облучения и на 5 сутки после острой кровопотери.
Получение клеточной культуры ММСК и ГСК производилось из хорио

на плаценты лабораторных животных. При этом мононуклеарная фракция 
клеток была получена путем последовательной механической и фермен
тативной (раствор аккутазы (Millipore, США)) обработки ткани плаценты 
[2]. Выделение ГСК осуществлялось методом позитивной иммуномагнит- 
ной сепарации по антигенам SCA-1 (StemCell Technologies, США) и CD 117 
(StemCell Technologies, США).

Облучение животных проводилось на гамма-терапевтической установ
ке типа АГАТ -  С с радионуклидным источником Со -  60, поглощенная доза 
составила 4,0 Гр, мощность поглощенной дозы 20 сГр/мин [1]. Острая кро- 
вопотеря была вызвана кровопусканием из хвостовой вены мыши в объе
ме 2% от массы тела животного.

Оценка регенераторных процессов в слизистой оболочке тощей кишки 
осуществлялась с помощью расчетов индекса пролиферации (ИП), апопто- 
тического индекса (АИ). Средняя клеточность в одной крипте (СКК) была 
определена как отношение числа криптальных клеток к количеству анали
зированных крипт. Пролиферативная активность клеток определялась как 
отношение иммунопозитивных ядер эпителиоцитов по белку Ki-67 к обще
му числу подсчитанных ядер эпителиоцитов. Верификация выраженности 
апоптоза осуществлялась с использованием метода ApopTag® Peroxidase In 
Situ Oligo Ligation (ISOL) (Millipore, США). Апоптотический индекс опреде
лялся как отношение числа клеток в состоянии апоптоза к общему числу 
подсчитанных эпителиоцитов.

Для каждого ряда значений показателя вычисляли среднюю арифмети
ческую, стандартную ошибку среднего. Достоверность отличий в сравни
ваемых выборках проведено по критерию Манна-Уитни (U). Статистиче
ская обработка данных проведена с помощью программного пакета SPSS 
Statistics (версия 17.0). Вероятность различий считалась достоверной при 
значениях р <0,05 [3].

Рис. 1. Показатели регенераторной активности эпителия тощей кишки в 
физиологических условиях на 7 сутки после трансплантации стволовых клеток



Результаты исследования
Проведенные исследования позволили установить, что в физиологиче

ских условиях на 1 сутки сочетанное введение ММСК и ГСК зрелым и ста
рым лабораторным животным не приводит к существенным изменениям в 
эпителии тощей кишки.

На 5 сутки в физиологических условиях на фоне введения стволовых 
клеток установлено увеличение пролиферативной активности в эпителии 
тощей кишки на 22,5% (р<0,05). У старых животных пролиферативная ак
тивность клеток оставалась без изменений. Однако уровень запрограмми
рованной клеточной гибели снизился на 21,7% (р<0,05). Ингибирование 
апоптоза в настоящем случае можно также объяснить выработкой ММСК 
цитопротективных факторов, которые, поддерживая работу ферментов ре
парации, косвенно приводят к снижению запрограммированной клеточ
ной гибели.

На 7 сутки после введения стволовых клеток у зрелых и старых лабора
торных животных произошло увеличение содержания клеток криптально- 
го эпителия. Однако механизмы этого увеличения в изучаемых возрастных 
группах разные. У зрелых животных это увеличение достигается за счет по
вышения пролиферативной активности эпителия на 37,9% (р<0,05), в то 
время как у старых животных за счет угнетения выраженности апоптоза на 
22,7% (р<0,05) (рис. 1).

На первые сутки после воздействия ионизирующего излучения (ИИ) на 
фоне введения стволовых клеток при определении активности апоптоза в 
эпителии кишечника у старых животных выявлено снижение данного по
казателя на 21,7% (р<0,05). У зрелых животных, в отличие от старых, су
щественных изменений в эпителии тощей кишки установлено не было.

При анализе регенерации эпителия тощей кишки у зрелых лаборатор
ных животных на 7 сутки после воздействия ИИ на фоне трансплантации 
стволовых клеток отмечено увеличение количества эпителиоцитов крипт 
за счет увеличения пролиферативной активности клеток криптально-

Рис. 2. Показатели регенераторной активности эпителия тощей кишки ла
бораторных животных на 5 сутки после острой кровопотери



го эпителия на 35,4% (р<0,05), а также снижения запрограммированной 
клеточной гибели на 46,7% (р<0,05). У старых лабораторных животных на 
7 сутки после воздействия ИИ трансплантация ММСК и ГСК не приводит к 
существенному изменению уровня пролиферативной активности. Увели
чение количества эпителиоцитов крипт в этой возрастной группе на 30,8% 
(р<0,05) достигалось за счет снижения уровня апоптоза.

На 5 сутки после острой кровопотери на фоне сочетанной трансплан
тации ММСК и ГСК установлено увеличение средней клеточности крип
ты у зрелых и старых лабораторных животных соответственно на 30,1% 
(р<0,05) и 34,2% (р<0,05). При этом механизм указанных изменений в из
учаемых возрастных группах различный. Так, у зрелых лабораторных жи
вотных установлено повышение пролиферативной активности клеток на 
43,0% (р<0,05) и снижение выраженности запрограммированной клеточ
ной гибели эпителиоцитов на 33,6% (р<0,05). В то же время у старых жи
вотных отмечено лишь ингибирование апоптоза (-29,3%, р<0,05) (рис. 2).

Таким образом, в физиологических условиях и в условиях воздей
ствия экстремальных факторов сочетанная трансплантация плацентарных 
ММСК и ГСК у зрелых и старых животных сопровождается увеличением 
содержания эпителиоцитов крипт тощей кишки. В физиологических усло
виях у зрелых животных этот эффект реализуется через увеличение проли
феративной активности эпителиоцитов, в то время как у старых —  через 
ингибирование апоптоза. В условиях воздействия экстремальных факто
ров увеличение содержания клеточной популяции крипт у зрелых живот
ных достигается за счет повышения пролиферативной активности и угне
тения апоптоза эпителиоцитов, а в старом организме —  за счет ингибиро
вания апоптоза.
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