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VEGF – сосудисто-эндотелиальный фактор роста 
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ВВЕДЕНИЕ 

Проблема клеточного восстановления после воздействия повреждающего 

фактора продолжает оставаться актуальным вопросом современной биологии и 

медицины. Известно, что активация компенсаторно–приспособительных 

механизмов после воздействия экстремальных факторов на организм может 

приводить к восстановлению специфических функций выполняемых данной 

тканью. Особый интерес представляет изучение восстановления функции 

быстрообновляющихся тканей, поскольку именно такие ткани нуждаются в 

поддержании высокого пролиферативного потенциала. Известно, что при 

старении происходит прогрессирующее уменьшение содержания стволовых 

клеток в организме. Также известно, что в ранние сроки после воздействия 

экстремальных факторов происходит существенное снижение скорости 

клеточного обновления быстрообновляющихся тканей. При этом восстановление 

регенерации обеспечивается обладающими высоким пролиферативным 

потенциалом сохранившимися стволовыми клетками. Восполнение пула 

стволовых клеток в физиологических условиях, а также после действия 

экстремальных факторов представляется перспективным в плане активации 

регенерации тканей.  

Одна из основных целей регенеративной медицины – понять механизмы по 

которым трансплантация клеток с высоким регенерационным потенциалом 

приводит к регенерации поврежденных тканей. Эти механизмы реализуются на 

основе пластичности трансплантированных клеток, слияния с клетками 

реципиента, паракринными механизмами, через формирование межклеточных 

контактов. Существенное значение имеет способность трансплантированных 

клеток изменять хоуминг и формировать «ниши» для стволовых клеток. 

Накоплен значительный экспериментальный материал, доказывающий 

способность ММСК и ГСК к трансдифференцировке. В ряде исследований 

показана способность ММСК дифференцироваться в клетки энтодермального и 

эктодермального происхождения. Трансплантация ММСК способна ускорить 

процесс приживления ГСК и, соответственно, процесс восстановления 
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регенерации тканей. Эффективность применения ММСК в качестве 

котрансплантата при введении ГСК обусловлена тем, что они вырабатывают 

цитокины и факторы роста, необходимые для хоуминга и дифференцировки 

гемопоэтических стволовых клеток. ММСК синтезируют компоненты матрикса, в 

том числе фибронектин, ламинин, коллаген и протеогликаны. При этом ММСК 

способны дифференцироваться в клетки стромы, которая обеспечивает синтез 

экстрацеллюлярного матрикса, формирующего микроокружение, необходимое 

для пролиферации и дифференцировки стволовых клеток. Кроме этого, ММСК 

обладают свойством продуцировать противовоспалительные цитокины, а также 

обеспечивать стимуляцию ангиогенеза. Проведенные в последние годы 

исследования позволили установить возможность слияния ГСК с эпителиальными 

клетками кишечника, что не приводило к появлению морфологически 

измененных эпителиоцитов.  

Актуальным является поиск таких тканей, которые бы являлись богатым 

источником стволовых клеток с высоким пролиферативным потенциалом.  

В этом отношении интерес представляет плацентарная ткань, получение которой 

возможно неоперативным путем и лишенным этических проблем. Учитывая 

низкую иммуногенность клеток фетальных тканей, а также возможность 

выделения достаточного количества ГСК и ММСК из плаценты, этот орган 

представлялся перспективным в плане выделения из него указанных видов  

клеток. 

Способность ММСК оказывать иммуносупрессивное действие может обеспечить 

приживление аллогенного трансплантата. Выделение ММСК хемоаттрактантов для 

ГСК обеспечивает направленный хоуминг ГСК, а формирование соответствующего 

микроокружения дополнительно улучшает приживление трансплантированных 

аллогенных ГСК.  

Несмотря на значительное количество публикаций, посвященных изучению 

действия стволовых клеток, остается неизученной возможность использования 

аллогенной сочетанной трансплантации стволовых клеток, выделенных из 
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плаценты для активации регенерации быстрообновляющихся тканей в условиях 

старения организма, а также в условиях действия экстремальных факторов. 

 

Структура и объем диссертации. Диссертация изложена на 301 странице и 

состоит из введения, 6 глав, общего заключения, выводов, списка литературы. 

Диссертация иллюстрирована 110 таблицами, 58 рисунками. Список литературы 

включает 426 источника, из которых 107 отечественных и 319 зарубежных. 

 

 

ГЛАВА 1. 

СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ, ИХ СВОЙСТВА, ИСТОЧНИКИ ПОЛУЧЕНИЯ  

И РОЛЬ В РЕГЕНЕРАТИВНОЙ МЕДИЦИНЕ 

1.1. Свойства и фенотип гемопоэтических стволовых клеток 

Гемопоэтические стволовые клетки – клетки мезенхимального 

происхождения, способные к повторным делениям и дифференцировке в 

различные зрелые клетки крови. При этом популяция ГСК разнообразна. Можно 

выделить три основные популяции клеток, относящиеся к ГСК.  

Первая популяция ГСК обладает наибольшим пролиферативным 

потенциалом, максимально выраженной способностью к самообновлению, а 

также при трансплантации облученному реципиенту способна в течение 

длительного времени поддерживать кроветворение (long-term repopulating 

hematopoietic stem cell). К этой группе относят примитивную стволовую 

кроветворную клетку, обеспечивающую поддержание кроветворения в 

длительной культуре костного мозга (Long-term Culture Initiating Cell - LT-HSC), 

клетки, образующие при культивировании так называемые области булыжной 

мостовой (Cobble-stone Area Forming Cell, CAFC).  

Вторая группа ГСК получила название - кратковременно репопулирующие 

костный мозг (shot-term repopulating hematopoietic stem cell), также способны 

дифференцироваться в более зрелые прогениторные клетки, но по сравнению с 

LT-HSC обладаю меньшим пролиферативным потенциалом и меньшей 



14 
 

 

способностью к самообновлению. К этой группе относят колониеобразующие 

единицы селезенки (КОЕ-с).  

Третья группа клеток, относящихся к ГСК - мультипотентные прогениторные 

ГСК (multipotent progenitor  hematopoietic stem cell). Они в отличие от 

предыдущих двух групп обладают меньшим пролиферативным потенциалом, но 

большей пролиферативной активностью и не обладают способностью к 

самообновлению. К этой группе относят колониеобразующую единицу высокого 

пролиферативного потенциала (КОЕ ВПП) и колониеобразующую единицу, 

формирующую в культуре колонии бластных клеток (КОЕ-бл). Эти клетки дают 

начало полипотентным клеткам предшественницам лимфопоэза из которых 

образуются T и В лимфоциты, NK клетки и полипотентным клеткам 

предшественницам миелопоэза, которые, проходя промежуточные стадии, дают 

начало эритроцитарному, гранулоцитарному, моноцитарному и 

мегакариоцитарному росткам кроветворения.  

Появляются данные, согласно которым, ГСК способны к 

трансдифференцировке в негемопоэтические ткани. Так, предполагается, что ГСК 

способны давать начало как овальным клеткам печени, некоторые ученые 

считают их стволовыми клетками печени, так и непосредственно образовывать 

гепатоциты. Несмотря на то, что последние развиваются из зародышевой 

энтодермы, а не из мезодермы как гемопоэтические клетки. Есть данные, что ГСК 

способны при создании соответствующих условий образовывать β-клетки 

поджелудочной железы, кардиомиоциты, нейроны, а также клетки почек. Было 

доказано участие ГСК в регенерации клубочкового аппарата почки при 

хроническом гломерулонефрите. Локализация ГСК в почках зависит от их 

функционального состояния. В норме ГСК заселяют эпителиальную выстилку 

дистальных канальцев почки, однако при хроническом гломерулонефрите ГСК 

локализованы преимущественно в клубочках почек. Это позволяет предположить, 

что дистальные канальца служат «нишей» стволовых клеток почки. Было 

подсчитано, что у здорового взрослого человека в организме около 50 млн. ГСК и 

они могут образовывать до 1013 зрелых клеток крови в течение нормальной 
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продолжительности жизни. В опытах на мышах было показано, что одна 

трансплантированная гемопоэтическая клетка способна поддерживать гемопоэз у 

облученных лабораторных животных.  

В 1978 г. Schofield сформулировал положение о нише стволовых клеток. Она 

представляет собой анатомическое образование, в котором способность 

стволовых клеток к дифференцировке ингибирована. В то же время в нише 

созданы условия для поддержания определенной (стабильной) концентрации 

клеток. В заполненной нише ГСК пролиферируют каждые 3-5 дней. В том случае, 

если содержание стволовых клеток уменьшается, например, под действие какого-

либо повреждающего фактора скорость пролиферации стволовых клеток 

увеличивается и может составлять менее суток, что в свою очередь способствует 

восстановлению численного состава ГСК в нише. Покинувшие нишу стволовые 

клетки вступают на путь дифференцировки. В ряде случаев стволовые клетки 

могут повторно вернуться в нишу. В этой ситуации способность их к 

дифференцировке вновь угнетается. Отличительными особенностями стволовых 

клеток (в том числе ММСК и ГСК) является способность к самообновлению, 

самоподдержанию, они обладают высоким пролиферативным потенциалом, а 

также способностью к возвращению в состояние клеточного покоя. 

Несмотря на то, что примитивная стволовая кроветворная клетка (LT-HSC) 

присутствует в гемопоэтической ткани в незначительном количестве, она может 

быть определена на основе характерных для нее иммунофенотипических 

признаков. ГСК мыши характеризуются высокой экспрессией антигена стволовых 

клеток (SCA - 1) и присутствием антигенов системы гистосовместимости H-2K. 

Для ГСК выделенных из эмбриональной печени характерно присутствие антигена 

- AA4.1. Помимо положительных маркеров ГСК следует выделить кластеры 

дифференцировки, которые присутствуют на поверхности этих клеток 

незначительно, либо отсутствуют. Антигены, локализованные на конечных этапах 

дифференцировки лимфоцитов (CD45R/B220, CD3, CD4, CD8), гранулоцитарных 

(CD11b/Mac-1, Ly-6G/Gr-1) и эритроидных клеток (TER-119) отсутствуют на ГСК 

(Lin-). Низкий уровень экспрессии характерен для таких кластеров 
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дифференцировки как Thy-1 (CD 90) и c-kit (CD 117). Следует отметить, что 

использование 5 – фторурацила может привести к появлению низкого уровня на 

мембране ГСК не типичных для них маркеров (CD4, B220, Gr-1, Mac-1, TER-119). 

ГСК человека характеризуются высокой экспрессией CD 34, умеренной 

экспрессией CD 90 и CD 117 и низким уровнем или отсутствием CD38, HLA-DR, 

CD45RA, CD71. В мембрану мышиных и человеческих ГСК встроен 

гликопротеин – P, ответственный за транспорт веществ (липиды, пептиды, 

билирубин и др.) через мембрану клетки. Следует отметить, что повышенная 

экспрессия этого гликопротена может обеспечивать устойчивость опухолевых 

клеток к химиотерапии за счет выведения цитостатиков из клетки. В норме 

гликопротеин – P помимо выведения из клетки перечисленных веществ, способен 

экспортировать флуоресцентные красители. На этом основан один из методов 

определения примитивных гемопоэтических стволовых клеток – по выведению из 

клетки флуорохрома (Rhodamine - 123). Флуоресцентное свечение LT-HSC 

вследствие выведения Rhodamine – 123 существенно меньше, чем их более зрелых 

потомков. 

Помимо «классических» маркеров ГСК в последние годы выявлены новые 

антигены: было показано, что значительная доля ГСК мыши отрицательна по CD 

34. Однако, у человека СD 34 экспрессируется на CD 117 + и Lin – ГСК 

полученных из тканей плода, а также от новорожденных. В дальнейшем, с 

возрастом, происходит снижение экспрессии данного антигена. Межвидовые 

отличия касаются и экспрессии на поверхности ГСК CD 38. Стволовые 

кроветворные клетки человека не имеют кластера дифференцировки CD 38, в то 

время как зрелые клеточные формы его уже содержат. И напротив, когда были 

выделены мышиные примитивные гемопоэтические стволовые клетки (LT-HSC) 

из костного мозга и из фетальной печени с фенотипом Lin-, Sca -1+, CD 117+ 

было установлено, что на их поверхности присутствовал CD 38. Через 12 дней эти 

клетки имели уже низкий уровень экспрессии CD 38. 

Таким образом, большинство ГСК мыши имеют фенотип СD 34- и CD 38+. 

Следует подчеркнуть, что у человека ГСК могут быть отрицательные по CD 34. 
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Такие клетки (CD 34-) также, как и СD 34+ способны к самообновлению и 

поддержанию своей численности. Тем не менее, у них есть некоторые отличия от 

СD 34+ клеток проявляющиеся в менее выраженной способности формировать 

колонии и в меньшей способности к направленному движению – хоумингу. 

Важной характеристикой CD 34- является их способность длительное время 

поддерживать кроветворение. В целом в кроветворной ткани существует пути 

взаимного превращения CD 34– клеток в CD 34+. При этом обе фракции могут, 

как поступать в периферическую кровь из костного мозга, так и мигрировать 

обратно. На поверхности ГСК человека установлено наличие нового кластера 

дифференцировки CD 133, который экспрессируется на большинстве CD 34+ 

клеток, выделенных из фетальной печени, костного мозга, периферической крови 

(как до, так и после мобилизации). В отличие от CD 34 данный антиген не 

определяется уже на поздних прогениторных клетках (КОЕ – Э, КОЕ - Г). 

Следует отметить, что CD 133 может быть локализован и на CD 34 

отрицательных клетках. Так, в пуповинной крови были обнаружены CD 34-, CD 

133+, Lin– ГСК. 

Проведенные исследования на мышиных гемопоэтических стволовых 

клетках, выделенных из костного мозга (SCA - 1+, CD 117+, Lin -) позволили 

установить наличие в этих ГСК трансмембранных тирозинкиназных рецепторов 

(FLK -2). По экспрессии FLK -2 рецептора все ГСК можно разделить на три 

группы: клетки FLK-2 отрицательные и c низким уровнем СD90 обладают 

способностью к длительному поддержанию гемопоэза и, относятся, таким 

образом, к примитивным ГСК. С фенотипом FLK-2 + и c низким уровнем СD90 

обладают способностью к кратковременному поддержанию гемопоэза. 

Кроветворные клетки с фенотипом отрицательным по CD 90 и FLK-2+ являются 

мультипотентными прогениторными клетками, способные, как и две предыдущие 

популяции ГСК дифференцироваться во все клетки крови, но в отличии от них не 

способны к самообновлению.  ГСК мыши, полученные из печени плода имеют 

следующий иммунофенотип: AA4.1 +, Mac-1 +, а также высокий уровень 

свечения флуорохрома Родамин – 123. Таким образом, популяции мышиных ГСК 
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выделенные в пренатальный и в постнатальный период отличаются 

иммунофенотипом. Было обнаружено, что от 0,1 % до 0,5 % CD 34+ ГСК 

человека, выделенных из костного мозга, пуповинной крови и периферической 

крови имеют на своей поверхности рецептор к сосудисто-эндотелиальному 

фактору роста (VEGFR2). Этот рецептор, также как и  FLK- 2 у мышей относится 

к семейству тирозиновых киназ, поэтому у человека его еще обозначают как  

FLK-1. Бипотентные и унипотентные прогениторные клетки, имеющие антиген 

CD 34+ не содержат рецептор FLK-1. Колониеобразующая единица высокого 

пролиферативного потенциала (КОЕ-ВПП), относящаяся в иерархии 

гемопоэтических клеток к мультипотентным прогениторным клеткам, может, как 

содержать рецептор к сосудисто-эндотелиальному фактору роста, то есть быть  

FLK-1+, так и не иметь этого рецептора - FLK-1. Примитивная гемопоэтическая 

стволовая клетка – стволовая клетка, поддерживающая кроветворение в 

длительной культуре костного мозга (LTC - IC) имеет экспрессию FLK-1 в 300 раз 

большую по сравнению с КОЕ-ВПП. В то же время во фракции клеток 

отрицательных по FLK-1 такие клетки отсутствуют. Популяция LTC – IC (CD 

34+, FLK-1+) клеток может быть увеличена добавлением в культуру сосудисто-

эндотелиального фактора. Это дает основание предполагать, что FLK-1 может 

играть важную роль в механизмах самообновления клеток. 

Активный поиск новых кластеров дифференцировки, позволяющих 

существенно обогатить фракцию примитивными гемопоэтическими клетками 

продолжается. Так, у человека был обнаружен маркер ГСК – дополнительный 

рецептор к TGF-β – эндоглин (CD 105). Выделение клеток по этому рецептору 

позволяет обогатить суспензию LTC – IC в пять раз. В более зрелых 

прогениторных клетках он либо не был обнаружен, либо была его незначительная 

экспрессия. 

В последние годы было установлено наличие в некоторых клетках 

трансмембранных белков (АВС), ответственных за формирование устойчивости к 

различным лекарственным препаратам. Механизм этой устойчивости заключается 

в выведении из клетки соответствующих веществ. Клетки, в мембране которых 
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присутствуют белки семейства ABC, получили название SP–клетки (side - 

population). P– гликопротеин (один из представителей семейства ABC; кодируется 

геном MDR1) присутствует на мембране примитивных гемопоэтических клеток. 

Индукция активности Mdr1 (аналог гена человека MDR1) в клетках костного 

мозга мыши вызывало активацию пролиферации ГСК in vitro. Также были 

проведены эксперименты по блокированию гена Mdr1в клетках костного мозга 

мыши, что позволило установить нарушение выведения Rhodamine– 123. Тем не 

менее, содержание SP– клеток, способных выводить другой флуорохром -  

Hoechst – 33342 оставалось в норме. Это способствовало поиску других белков 

семейства ABC и, такие представители были найдены. Так, была доказана 

высокая экспрессия транспортера Bcrp1 (он же Abcg2; аналоги BCRP1/ABCG2у 

человека) на мышиных клетках костного мозга, скелетных мышечных волокнах, 

культивированных эмбриональных стволовых клетках. 

Трансплантация клеток костного мозга с повышенной экспрессией Bcrp1 

мышам, облученных летальной дозой способствовало поддержанию гемопоэза в 

течение 15 недель. Проведенные исследования позволили установить, что 

костномозговые примитивные гемопоэтические клетки человека и мыши 

содержат транспортеры MDR1, BCRP1/ABCG2 и Mdr1, Bcrp1/Abcg2 

соответственно. Эти рецепторы не только обеспечивают устойчивость к действию 

химических веществ (эта особенность используется при их идентификации 

флуорохромами), но и обеспечивают высокий пролиферативный потенциал 

примитивных ГСК. Более зрелые прогениторные клетки отрицательны по этим 

маркерам. Помимо описанных иммунофенотипических маркеров, расположенных 

на поверхности клетки в литературе есть данные о характерных для ГСК 

внутриклеточных ферментах, их активность коррелирует со степенью 

дифференцировки ГСК. Рядом авторов было показано, что высокая активность 

внутриклеточного фермента альдегиддегидрогеназы четко коррелирует с 

пролиферативным потенциалом гемопоэтических клеток. Наибольшая активность 

этого фермента установлена в примитивных гемопоэтических клетках и 

практически отсутствует в более зрелых прогениторах. 
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Таким образом, анализируя данные литературы, можно составит фенотип 

ГСК, который выглядит следующим образом: 

Экспрессия маркера ГСК мыши ГСК человека 

Высокая 1. Sca-1   

2. H-2K    

3. CD 38    

4. ALDH 

5. Эндоглин 

6. P- гликопротен  

7. Bcrp1/Abcg2 

1. СD 133  

2. CD34  

3. Flk-1  

4. ALDH 

5. BCRP1/ABCG2 

Средняя  1. CD 117 

2. CD 90  

Низкая  1. CD 117 

2. CD90  

3. Rhodamine –123   

4. Hoechst – 33342   

1. Rhodamine –123   

2. Hoechst – 33342 

Отсутствует 1. CD 34  

2. Flk-2  

3. Lin 

CD34 

CD45RA  

HLA-DR 

CD38  

СD 71 

 

Важным свойством ГСК является их способность к направленному 

движению – хоумингу. Этот механизм реализуется за счет того, что на 

поверхности ГСК расположен трансмембранный рецептор CXCR4 (chemokine 

receptor type 4, CD 184). Клетки стромы могут вырабатывать хемоаттрактант для 

этого рецептора – SDF-1 (stromal cell – derived factor 1, также называемый CXCL 

12). Взаимодействие SDF-1 со своим рецептором обеспечивает направленное 

движение ГСК. Помимо CXCR4 ГСК способны экспрессировать на своей 

поверхности и другие рецепторы VLA-4, VLA-5, LF1-1, к соответствующим 
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белкам адгезии VCAM-1 и ICAM-1. Следует отметить важную роль в механизмах 

хоуминга ГСК гиалуроновой кислоты.  

Так, в экспериментах, было показано, что в физиологических условиях 

гиалуроновая кислота, не оказывая существенного влияния на образование новых 

клеток в миелоидной ткани способствует выходу зрелых элементов из костного 

мозга в периферический кровоток. В условиях воздействия экстремального 

фактора (ионизирующее излучение) гиалуроновая кислота регулирует работу 

гемопоэзиндуцирующего микроокружения (ГИМ). Так, было доказано, что в 

условиях воздействия ионизирующего излучения гиалуроновая кислота 

способствует образованию в ГИМ биологически активных веществ, 

стимулирующих пролиферацию (ИЛ 6, ИЛ 12) и дифференцировку (белковый 

фактор Стила) ГСК. Свое действие гиалуроновая кислота реализует через 

связывание со специфическим рецептором CD 44.  

 

1.2. Поиск оптимального источника ГСК 

До недавнего времени костный мозг считали единственным источником 

ГСК. Трансплантация аллогенных ГСК костного мозга часто приводит к развитию 

иммунологических конфликтов, так как не более 30 % реципиентов имеют HLA – 

идентичных родственников. При этом содержание ГСК в костном мозге весьма 

незначительное и составляет 0,01 %, а вместе с клетками – предшественниками – 

0,05 %.  Известно, что ключевая роль в восстановлении гемопоэза принадлежит 

именно ГСК. Количество ГСК в периферической крови взрослого организма 

примерно в 100 раз меньше, чем в костном мозге. Поэтому были предприняты 

попытки увеличить содержание ГСК в периферической крови. Эти попытки 

оказались относительно успешными. Использование колониестимулирующих 

факторов (Г-КСФ, ГМ - КСФ) позволило увеличить количество ГСК в 

периферической крови в 10 раз. Однако проблема недостаточного для 

эффективной терапии содержания ГСК в применяемых образцах по-прежнему 

оставалась.  
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Поиск альтернативных источников ГСК привел к тому, что в 1988 г. впервые 

в мире профессором Элиан Глюкман была выполнена успешная трансплантация 

пуповинной крови шестилетнему ребенку с анемией Фанкони. Во время 

трансплантации был использован HLA – идентичный трансплантат пуповинной 

крови. Но уже в 1993 г. доктором J. Kurtzberg пациенту в возрасте 20 месяцев с 

диагнозом острый лейкоз была впервые успешно проведена неродственная 

трансплантация клеток пуповинной крови.  

Было установлено, что при частичном несовпадении HLA5/6 при 

достаточном количестве клеток пуповинной крови удается получить результаты, 

которые наблюдаются при трансплантации полностью совместимых клеток. В 

настоящее время появляется все большее количество публикаций, 

свидетельствующих о преимуществах неродственной трансплантации фетальных 

клеток (клеток пуповинной крови) по сравнению с трансплантацией костного 

мозга. Реакция «трансплантат против хозяина» значительно снижается, если при 

неродственной трансплантации используются клетки пуповинной крови. Это 

обусловлено незрелостью Т – лимфоцитов, а также присутствием в трансплантате 

противовоспалительных цитокинов (ИЛ-10). Несмотря на преимущества 

использования для восстановления гемопоэза клеток пуповинной крови над 

трансплантацией костного мозга и ГСК из периферической крови, остается 

существенное ограничение для применения пуповинной крови. Это ограничение 

выражается в недостаточном количестве ГСК для трансплантации пациентам 

зрелого возраста. Поскольку использование образцов, содержащих ГСК, 

проводится в расчете на единицу массы тела, то актуальным является поиск таких 

источников, которые позволили бы увеличить выход ГСК.  

 

1.3. Плацента как источник гемопоэтических стволовых клеток 

Известно, что после гаструляции к 4 дню эмбрионального развития образуется 

бластоциста, в которой выделяют внутреннюю клеточную массу и периферические 

клетки (трофобласт). В процессе эмбриогенеза внутренняя клеточная масса 

бластоцисты расслаивается на гипобласт и эпибласт. Гипобласт дает начало 
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внезародышевой энтодерме, которая в свою очередь, образует внутренний слой 

желточного мешка и аллантоиса. Клетки эпибласта формируют все зародышевые 

листки (эктодерму, энтодерму, мезодерму), а также, мигрируя из эпибласта, образуют 

внезародышевую мезодерму. Внезародышевая мезодерма участвует в формировании 

задней стенки желточного мешка и аллантоиса. В образовании хориона плаценты 

участвует как внезародышевая мезодерма, так и производные трофобласта (цито - и 

синцитиотрофобласт). В области аллантоиса начинается ангиогенез, образующиеся 

сосуды прорастают мезодерму хориона и амниона и участвуют в дальнейшем в 

развитии пупочного канатика с проходящими в его составе сосудами (пупочными 

артериями и пупочной веной). 

В настоящее время подробно изучены механизмы становления 

кроветворения у мышей, которое может служить моделью развития гемопоэза у 

человека. Исследования, проведенные на лабораторных мышах, доказали наличие 

кроветворения у плода в различных тканях: желточный мешок, область гонады – 

аорта - мезонефрос (так называемая - АГМ область), а также в печени плода и 

плаценте. Тем не менее, вклад каждого из этих регионов в становление и развитие 

гемопоэза остается окончательно невыясненным. Наиболее ранние очаги 

эмбрионального кроветворения появляются в стенке желточного мешка, где 

образуются кровяные островки.  

Было установлено, что появившиеся там ранние предшественники 

кроветворения имеют высокий пролиферативный потенциал, но в то же время 

ограниченный дифференцировочный потенциал (дифференцируются 

преимущественно в эритроидном направлении). Гемопоэтические предшественники, 

образующиеся в области АГМ, имеют высокий пролиферативный и 

дифференцировочный потенциал, способны к самообновлению. При этом отмечена 

способность к дифференцировке в эндотелиальные клетки. После образования 

кровяных островков в стенке желточного мешка и в области АГМ стволовые 

кроветворные клетки мигрируют в потенциальные очаги кроветворения. На 5-6 

неделе внутриутробного развития человека появляются очаги кроветворения в печени 

(вследствие хоуминга). При этом печень будет основным органом гемопоэза до 
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шестого месяца эмбриогенеза. В результате исследований, проведенных на мышах, 

было выявлено наличие в плаценте клеток, обладающих способностью к 

самообновлению, высоким пролиферативным потенциалом, способных 

дифференцироваться во все клетки крови (in vitro). Трансплантация этих клеток 

облученным мышам обеспечивала поддержание гемопоэза. Также было установлено, 

что в плаценте лабораторных мышей в процессе онтогенеза мультипотентные 

гемопоэтические клетки появляются раньше, чем в печени. Выделенные из плаценты 

(хориона) мультипотентные гемопоэтические клетки экспрессируют один из 

основных транскрипционных факторов гемопоэза - Runx1. Мультипотентность 

гемопоэтических клеток, выделенных из плаценты, подтверждается их способностью 

образовывать миело – и эритроидные клетки, а также T и B–лимфоциты. Это 

доказывает, что плацента мыши в эмбриональном периоде гемопоэтический орган. 

Клоногенные прогениторные клетки выявляются в плаценте на 9-й день 

эмбрионального развития мыши. Это несколько позже, чем в АГМ - области 

зародыша и стенке желточного мешка. Значительное увеличение ГСК в плаценте 

мыши происходит с 10,5 – 11,0 дня эмбрионального развития. К 12 дню онтогенеза 

количество колоний гемопоэтических клеток в плаценте превышает количество 

гемопоэтических колоний в печени. А в сроке 12,5 – 13,5 дней содержание ГСК 

превосходит содержание в первичном очаге гемопоэза (АГМ - область) в 15 раз. 

После 13,5 дней развития эмбриона количество ГСК начинает существенно 

уменьшаться.  

Учитывая, что мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки 

участвуют в формировании ниши для гемопоэтических клеток в различных 

тканях организма, то можно предположить, что они также играют важную роль в 

регуляции процессов пролиферации ГСК в плаценте. Такие исследования были 

проведены: выделенные из плаценты человека ММСК, способны при совместном 

культивировании с ГСК пуповинной крови увеличивать их содержание.  

Накопленный научный материал, свидетельствует о том, что плацента 

лабораторных животных (мышей) содержит значительные количества ГСК и 
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гемопоэтических прогениторных клеток делает актуальным вопрос об аналогичных 

способностях плаценты человека быть источником ГСК. 

Учитывая, что в плаценте мыши к 17-18 дню онтогенеза ГСК практически 

отсутствуют, весьма интересными представляются данные о содержании ГСК в 

плаценте человека. Было установлено присутствие в ткани плаценты человека на 

6 неделе гестации CD 34+ и СD 34- фракций гемопоэтических прогениторных 

клеток. К 15 неделе гестации присутствовали преимущественно CD 34 + 

гемопоэтические прогениторные клетки. Схожие данные, когда в плаценте были 

обнаружены CD 34 + гемопоэтические прогениторные клетки, получены и 

другими исследователями, при этом из плаценты были выделены 2 фракции 

гемопоэтических клеток CD34 (++), CD45 (низкий уровень) и CD34 (+), CD45 

(низкий уровень). Первая фракция также содержала маркеры, характерные для 

примитивной ГСК и обладала способностью образовывать эритроидные, 

миелоидные колонии, а также демонстрировала дифференцировочный потенциал 

с экспрессией CD 56+ (характерен для NK клеток) и CD 19 (наиболее ранний 

маркер B–клеточной дифференцировки). Популяция клеток с фенотипом CD34 

(+), CD45(низкий уровень) демонстрировала способность образовывать только 

эритроидные и миелоидные колонии. При этом количество клеток с фенотипом 

CD34 (++) увеличивалось с течением времени гестации и к 8 неделе достигало 

своего максимального значения. Эти данные нашли свое подтверждение и в 

работах других авторов.  

Было установлено, что в плаценте человека начиная с 6 недели беременности 

и далее в I, II триместре гестации, а также, что важно, в зрелой плаценте 

присутствуют ГСК. Трансплантация гемопоэтических клеток, выделенных из 

плаценты человека, иммунодефицитным мышам (NOD-SCID мыши) 

способствовала активации и поддержанию гемопоэза.  

ГСК выделенные из пуповинной крови обладают способностью к 

самообновлению и большим пролиферативным потенциалом, чем ГСК 

выделенные из костного мозга. ГСК выделенные из плаценты человека имеют 

более высокий уровень экспрессии CD 90 и CD 31 по сравнению с образцами 
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пуповинной крови, что может иметь значение в степени выраженности их 

пролиферативного и дифференцировочного потенциала. ГСК c кластером 

дифференцировки CD 90+ проявляют существенно большую клоногенную 

активность, чем ГСК CD 90-. 

Фетальные клетки (выделенные из пуповинной крови) имеют менее выраженную 

экспрессию антигенов HLA–системы, чем у взрослых, что позволяет проводить 

трансплантацию ГСК при частичном несовпадении по HLA – системе. Содержание 

ГСК в плаценте превышает количество ГСК в доступном объеме пуповинной крови. 

Эти клетки сохраняют способность дифференцироваться во все клетки крови. Было 

показано, что зрелая плацента человека может быть источником ГСК и 

криоконсервирование плаценты может быть альтернативным и эффективным 

способом сохранения ГСК в количестве, достаточном для активации кроветворения у 

пациентов зрелого и пожилого возраста. 

 

1.4. Плацента как источник негемопоэтических стволовых  

и прогениторных клеток 

В последние годы увеличилось количество публикаций, в которых изучается 

возможность выделения стволовых и прогениторных клеток из различных тканей 

плаценты. В частности, производится выделение этих клеток из соединительной 

ткани хориона и амниона, а также из эпителия амниона, изучается 

дифференцировочный потенциал этих клеток. Согласно современной 

терминологии из плаценты выделяются следующие клетки: амниотические 

эпителиальные клетки человека (hAEC), амниотические мезенхимальные 

стромальные клетки человека (hAMSC), мезенхимальные стромальные клетки 

хориона человека (hCMSC).  

Обязательными критериями hAMSC и hCMSC является: способность 

прикрепляться к пластику при культивировании, образовывать фибробласт 

подобные колонии, экспрессировать на своей поверхности специфические 

маркеры CD90, CD73, CD105 и не должно быть кластеров дифференцировки 

CD45, CD34, CD14, HLA-DR. Положительные маркеры должны выявляться с 
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частотой не менее 95%, а отрицательные не более 2%. Также эти клетки должны 

демонстрировать способность к дифференцировке в остеогенном, адипоцитарном, 

хондрогенном направлении.  

Выявлена экспрессия генов транскрипционных факторов, характерных для 

эмбриональных стволовых клеток OCT-4, SOX-2, Rex-1 и Nanog. Участие таких 

генов как SSEA-3 и SSEA-4 еще обсуждается. Была продемонстрирована 

способность hAMSC после индукции в нейрональном направлении 

экспрессировать нейрональные (нейрон специфическая энолаза, нестин, MAP2) и 

глиальные маркеры (глиальный фибриллярный кислый белок). Также была 

продемонстрирована способность in vitro hAMSC дифференцироваться в 

гепатоциты. Было установлено, что hAMSC экспрессировали следующие 

маркеры: α – фетопротеин, цитокератин 18, α1 – антитрипсин, а также 

гепатоцитарный ядерный фактор транскрипции - 4α. Выявлена способность 

hAMSC экспрессировать кардиоспецифический транскрипционный фактор 

GATA4, кардиоспецифичные предсердные и желудочковые легкие цепи миозина, 

а также сердечные тропонины (cTnI иcTnT).  

После трансплантации hAMSC лабораторным крысам с моделированным 

инфарком миокарда эти клетки демонстрировали способность к дифференцировке 

в кардиомиоциты. Об ангиогенном потенциале hAMSC свидетельствует 

обнаружение в этих клетках специфических маркеров эндотелия (рецепторы FLT-

1 и KDR), а также значительное увеличение содержания hAMSC в ответ на 

сосудисто-эндотелиальный фактор роста (VEGF).  

Следует отметить, что не только строма плаценты содержит стволовые и 

прогениторные клетки, интересные данные были получены при изучении hAEC. 

Так, было отмечено присутствие на мембране hAEC антигенов, специфических 

для эмбриональных стволовых клеток SSEA-4, TRA-1–60, TRA-1–81, а также 

установлена экспрессия генов, ответственных за плюрипотентность стволовых 

клеток (OCT-4, SOX-2, Nanog). Маркер мезенхимальных клеток отсутствует на 

hAEC, однако появляется в процессе культивирования этих клеток. 
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Биологический смысл одновременного присутствия в hAEC эпителиальных и 

мезенхимальных маркеров до конца не выяснен.  

При изучении дифференцировочного потенциала hAEC была показана 

способность эпителиальных клеток амниона экспрессировать нейрональные и 

глиальные маркеры. Также была показана способность hAEC синтезировать и выделять 

катехоламины, ацетилхолин, нейротрофические факторы. Более того, рядом авторов в 

исследованиях invivo доказана возможность амниотических эпителиальных клеток, 

выделенных из плаценты человека, после трансплантации лабораторным крысам 

оказывать нейротрофическое действие на нейроны коры, а также обеспечивать 

повышение жизнеспособности нейронов сетчатки цыплят. В исследованиях in vitro 

установлена способность hAEC экспрессировать гепатоцитарные ядерные факторы 

транскрипции (HNF 4α), α1 - антитрипсин, глутамин-синтетазу, фосфоенолпируват 

карбоксикиназу, цитокератин 18.  

В исследованиях in vitro также была показана возможность hAEC 

секретировать сывороточный альбумин и α – фетопротеин. После трансплантации 

амниотической мембраны человека в брюшную полость иммунодефицитным 

мышам (SCID) установлено наличие в крови животных человеческого альбумина. 

В других исследованиях после трансплантации hAEC отмечено наличие α1- 

антитрипсина человека в сыворотке мышей, а также включение через две недели 

после трансплантации клеток человека (hAEC) в паренхиму печени SCID – 

мышей. Используя специальные среды при культивировании hAEC, удалось 

активировать их панкреатическую дифференцировку. Инсулин продуцирующие 

hAEC были способны нормализовать уровень глюкозы в крови лабораторных 

мышей со стрептозотоциновым сахарным диабетом. На гормон продуцирующих 

hAEC был выявлен маркер клеток поджелудочной железы – α амилаза 2B. 

Изучение культивированых hAEC также позволило установить способность hAEC 

синтезировать гормон глюкагон.  
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1.5. Способы выделения ГСК 

В настоящее время используются различные подходы для выделения и 

подсчета ГСК. Наиболее распространенный способ выделения ГСК - по 

кластерам дифференцировки. ГСК человека экспрессируют CD 34, CD 90, CD 133 

и в то же время не образуют на своей поверхности CD45, CD 38, а также ряд 

других маркеров, обозначаемых как линейные маркеры (Lin-). Для выделения 

ГСК используют различные методики, но чаще всего это позитивная или 

негативная сепарация клеток. Помимо фенотипирования ГСК по поверхностным 

антигенам широко используется определение ГСК по их функциональной 

активности. Для этого проводятся функциональные тесты. К таким 

функциональным тестам относят способность ГСК «выводить» из 

внутриклеточного пространства во внеклеточное пространство различные 

флуоресцентные вещества (Hoechst - 33342, Rhodamine - 123) используя 

трансмембранные каналы семейства ABC. При помощи флуоресцентной 

микроскопии или проточной цитометрии есть возможность обнаружить ГСК, 

которые будут иметь в этом случае слабое свечение.  

В последние годы был предложен еще один функциональный тест, 

основанный на определении активности локализованного в цитоплазме клеток 

фермента – альдегиддегидрогеназы. Этот фермент, взаимодействуя с BODIPY- 

аминоацетальдегидом, приводит к образованию флуоресцирующего вещества. По 

интенсивности свечения делается заключение о функциональной активности ГСК. 

Для клеток, находящихся в иерархии ГСК выше, т.е. для менее зрелых 

мультипотентных предшественников, обладающих большим пролиферативным 

потенциалом характерна высокая активность альдегиддегидрогеназы. 

Функциональные тесты, связанные с определением «выведения» из клетки 

флуорохромов, а также основанные на установлении активности 

альдегидегидрогеназы позволяют обнаружить популяцию примитивных 

стволовых кроветворных клеток.  

Помимо обнаружения кластеров дифференцировки и функциональных тестов 

для определения принадлежности клеток к ГСК используют культуральные 
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методы. Наиболее распространенный культуральный метод - постановка 

стандартного теста колониеобразования в полутвердой метилцеллюлозной среде. 

Морфология, а также время появления колоний в полутвердой метилцеллюлозной 

среде будет служить характеристикой изначально высеянных клеток. Также 

используется постановка долгосрочных культур родоначальных клеток. В этом 

случае, ранее выделенные ГСК культивируют с ММСК. Последние используют в 

качестве питательной подложки. Культивирование проводят в течение 5 – 7 

недель.   

 

1.6. Выбор оптимальной терапевтической дозы ГСК 

В настоящее время нет единой точки зрения об эффективной 

терапевтической дозе ГСК. По данным Э. Глюкман для успешного приживления 

трансплантата необходимо вводить реципиенту не менее 300*105 

ядросодержащих клеток пуповинной крови или 1*105 CD 34 + кл./кг. Опыт работы 

Института стволовых клеток человека, г. Москва говорит о том, что критическая 

доза клеток, меньше которой, смертность значительно возрастает, составляет 

1,7*105 CD 34+ кл./кг. Исследования, проведенные V. Rocha свидетельствуют, что 

критически значимым для клинического использования будет содержание 

ядросодержащих клеток пуповинной крови менее 2,5*107 кл./кг, а количество CD 

34+ клеток менее 2*105 кл./кг. При анализе данных Московского банка стволовых 

клеток установлена медиана числа ядросодержащих клеток пуповинной крови на 

килограмм веса реципиента на уровне 6*107 (разброс 0,2*107  – 21,5*107), CD 34+ 

клеток – 7,7*105 кл./кг (разброс 0,5*105 - 40*105). Исследования, проведенные в 

Институте молекулярной биологии и биохимии им. М.А. Айтхожина (Казахстан) 

позволили установить, что трансплантация 1*106 кл./кг культивированных ГСК 

лабораторным крысам стимулирует процессы репаративного моделирования 

миокарда и ангиогенез после индуцированного инфаркта миокарда. В 

исследовании связанном с изучением экспрессии рецепторов на поверхности ГСК 

(CXCR-4) после их стимуляции Г-КСФ указано, что для успешного 

восстановления гемопоэза минимально необходимая доза это 2*106 CD 34+ 
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клеток, при этом также указано, что доза 5*106 CD 34+ клеток является более 

предпочтительной.  

 

Мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки: 

общая характеристика 

Костный мозг является универсальным, но далеко не единственным 

источником получения мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток. 

Наряду с ним, можно выделить следующие источники ММСК: периферическая и 

пуповинная кровь, жировая ткань, ткани эмбриона, плацента, селезенка, тимус, 

ткань мозга, синовиальная оболочка, скелетная мускулатура, лимфатические 

узлы, плевральная полость, молочные зубы. 

Для ММСК характерны фибробластоподобная морфология, адгезивная 

способность к пластику, морфологическая гетерогенность популяции. 

Способность к адгезии на пластик при культивировании - один из отличительных 

признаков ММСК, что позволяет достаточно просто отделять ММСК костного 

мозга от других клеток, например, гемопоэтических.  

Важной особенностью является также способность покидать свою 

«тканеспецифичную нишу» и циркулировать в кровеносном русле. Этим и 

объясняется присутствие ММСК в периферической крови. Однако для того, 

чтобы реализовать программу дифференцировки, циркулирующие ММСК 

должны вернуться (посредством хоуминга) в подходящее микроокружение.    

Культуры ММСК из костного мозга не гомогенны и представляют собой 

депо для некоммитированных и коммитированных клеток, которые благодаря 

способности к самообновлению и высокому дифференцировочному потенциалу, а 

также обладая миграционными свойствами, обеспечивают ткани и органы 

мезенхимальными клетками на протяжении всей жизни, поддерживая, таким 

образом, вместе с ГСК процессы физиологической и репарационной регенерации 

в них. 

ММСК обладают способностью под влиянием различных условий 

культивирования дифференцироваться in vitro в клетки различных тканей: кость, 
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жир, хрящ; мускулатуру, а также формировать клетки микроокружения костного 

мозга, поддерживая гемопоэз. 

1.8. Основные поверхностные маркеры ММСК 

Антигенный профиль ММСК еще до конца не изучен, однако считается, что ни 

один из многочисленных маркеров, экспрессируемых ММСК, не является 

специфичным. Общепринято, что взрослые человеческие ММСК не экспрессируют 

маркеры, характерные для гемопоэтических стволовых клеток: CD45, CD34, CD14, 

или CD11. Они также не экспрессируют костимулирующие молекулы CD80, CD86, 

или CD40, молекулы адгезии CD31 (platelet/endothelial cell adhesion molecule 

[PECAM]-1), CD18 (leukocyte function-associated antigen-1 [LFA-1]) и CD56 

(молекула клеточной адгезии нейронов). 

Но ММСК могут экспрессировать CD105 (SH2), CD73 (SH3/4), CD44, CD90 

(Thy-1), Sca-1(stem cell antigen-1), CD71 (рецептор к трансферрину) и Stro-1, а 

также молекулы адгезии CD106 (vascular cell adhesion molecule [VCAM]-1), 

CD166 (activated leukocyte cell adhesion molecule [ALCAM]), внутриклеточную 

молекулу адгезии (ICAM)-1 и CD29. 

Однако важно отметить, что различия в экспрессии многих маркеров могут 

возникать из-за влияния биологических агентов, секретируемых 

вспомогательными клетками на начальных этапах культивирования, и экспрессия 

некоторых маркеров ММСК in vitro не всегда совпадает с экспрессией in vivo. 

ММСК экспрессируют специфические антигены: SH2, SH3, SH4, STRO-1, SMA 

(smooth muscle actin), MAB 1740, а также синтезируют следующие цитокины и 

ростовые факторы: IL-1, 6, 7, 8, 11, 12, 14, 15, Lif, SCF, Flt-3 ligand, GM-CSF, G-

CSF, M-CSF [139]. На поверхности ММСК присутствуют рецепторы цитокинов и 

ростовых факторов: IL-1R, IL-3R, IL-4R, IL-6R, IL-7R, LIF-R, SCF-R, G-CSFR, 

IFN-R, TNF-IR, TNF-IIR, TGF-IR, TGF-IIR, PDGFR, EGFR, CXCR4, TLRs (Toll-

like receptors). Для ММСК характерно образование следующих молекул адгезии: 

интегрины (ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, ALCAM-1, P-selectin, L-selectin, endoglin, 

CD-44), а также молекул внеклеточного матрикса (коллаген типа - I, III, IV, V и VI 

фибронектин, ламинин, гиалуронан, протеогликаны).  
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Полагают, что экспрессия ММСК молекул МНС меняется в зависимости от 

типа изучаемых клеток: эмбриональных или взрослых. Взрослые человеческие 

МСК экспрессируют значительное количество МНС I класса, но не 

экспрессируют МНС II класса. Эмбриональные же человеческие ММСК почти не 

экспрессируют МНС I класса. 

ММСК по иммунофенотипу (MHCI+, MHCII–, CD40–, CD80–, CD86–) 

считаются неиммуногенными, и при аллогенной трансплантации не требуют 

иммуносупрессии. 

Благодаря рецепторам к хемо- и цитокинам, ММСК способны мигрировать в 

ткани, возможно, в ответ на сигналы, возникающие под воздействием повреждающих 

факторов. Хотя этот механизм еще до конца не изучен, вероятно, хемокины и их 

рецепторы играют в нем важную роль как основные факторы, контролирующие 

клеточную миграцию. Хемокин CXCL12 (stromal cell-derived factor-1) и его рецептор 

CXCR4, находящийся на ММСК, критичны для поддержания функционирования 

костного мозга, его мобилизации и хоуминга гемопоэтических стволовых клеток. 

Ряд цитокинов таких как IL-6, 7, 8, 11, 12, 14, а также GM-CSF, G-CSF, M-

CSF, Lif, SCF, Flt-3 лиганд, продуцируемые ММСК, являются важнейшими 

гемопоэтическими факторами, которые необходимы для дифференцировки 

гемопоэтических клеток.   

Важно отметить, что взрослые ММСК экспрессируют TLRs (Toll-like receptors), 

которые вместе с TLR-лигандами могут служить регуляторами пролиферации и 

дифференцировки ММСК. Активация ММСК с помощью TLR-лигандов 

индуцируется секрецией IL-6 и транскрипционного фактора - NF-Kb. Передача 

сигнала с помощью TLR играет роль в сдерживании дифференцировки ММСК и 

таким образом способствует их обновлению.  

 Известно, что многие молекулы, участвующие в адгезии и миграции 

лейкоцитов из кровяного русла в ткани, экспрессируются на ММСК. Это 

интегрины, селектины, рецепторы к хемокинам. Например, P-selectin и VCAM-1, 

которые участвуют в адгезии лейкоцитов, функционально важны и в адгезии 

ММСК к эндотелию.  
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ММСК вырабатывают компоненты матрикса, в том числе фибронектин, 

ламинин, коллаген и протеогликаны. Они экспрессируют также некоторые ко-

рецепторы, вовлекаемые во взаимодействия клеток друг с другом и с матриксом. 

Особенно типична сильная экспрессия CD44 - рецептора для различных лигандов 

типа гиалуронана и остеопонтина, которые играют центральную роль в 

организации экстрацеллюлярного матрикса в костном мозге или кости, 

соответственно. 

ММСК из различных источников наряду с общими фенотипическими 

маркерами (CD13+, CD44+, CD45-, CD90+, CD105+), имеют некоторую 

специфичность, отчасти проявляющуюся морфологически и по экспрессии 

отдельных генов. Например, ММСК, полученные из жировой ткани, не 

экспрессируют CD 106. По экспрессии основных маркерных генов (CD44, CD90, 

CD105, CD13) ММСК из различных источников практически не отличаются, 

экспрессия данных генов очень высокая: 87,0-99,7% и почти не изменяется по 

ходу культивирования. 

 

1.9. Пластичность ММСК 

В настоящее время ММСК рассматривают как плюрипотентные клетки с 

фибробластоподобной морфологией, которые присутствуют во взрослом костном 

мозге. Они способны пролиферировать как недифференцированные клетки и 

способны дифференцироваться в различные типы тканей, включая костную, 

хрящевую, жировую, сухожилия, мышечную ткань и костномозговую строму. 

Однако уже доказана возможность ММСК дифференцироваться не только в 

клетки мезодермального, но энтодермального и нейроэктодермального 

происхождения, включая нейроны, гепатоциты и эндотелиальные клетки. 

Имеющиеся в настоящее время публикации свидетельствуют о том, что 

ММСК костного мозга отличаются очень широкой пластичностью. ММСК 

способны давать начало некоторым элементам нервной ткани, кардиомиоцитам, 

эпителиальным клеткам легких. В последние годы начинают проясняться 

молекулярные механизмы, лежащие в основе необычно широкой пластичности 
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ММСК. Глобальный анализ генной экспрессии выявляет в ММСК не только 

транскрипты, характерные для адипоцитов, хондроцитов, миоцитов, остеобластов 

и стромальных клеток, но и для эндотелиальных, эпителиальных и нейральных 

клеток. 

Важным фактором в дифференцировке ММСК является плотность их 

микроокружения и физические условия культивирования. Так, например, мягкое, 

имитирующее ткань мозга, культивационное микроокружение приводит к 

превращению ММСК в нейроны; сходное по плотности с мышечной тканью – в 

миоциты; а сравнительно жесткое – в костную ткань.  

ММСК «оценивают» окружающую среду по силе, которую им приходится 

затрачивать на взаимодействие с окружающими их поверхностями. От количества 

энергии, затраченной на это взаимодействие, зависит запуск тех или иных 

внутриклеточных химических сигналов и, соответственно, направление 

дифференцировки.  

 Дифференцировку ММСК in vitro индуцируют различные молекулы и 

факторы роста, которые добавляются в среду культивирования и впоследствии 

приводят к морфологическим и фенотипическим изменениям клеток. 

Например, инкубация при нейроиндуцирующих условиях ведет к появлению 

клеточной популяции, изменяющей морфологию и экспрессирующей нейрональные 

маркеры: нестин, нейрофиламенты, МАР-2. Важным маркером «молодых» линий 

ММСК постнатальных и взрослых тканей является отсутствие потенциала 

дифференцироваться в типичные клоны фибробластов, синтезирующих избыток 

коллагена I типа. «Стареющие» ММСК приобретают способность к конверсии в 

фибробласты и рубцеобразованию в ходе регенерации. 

Только часть клонов или часть потомства изолированных ММСК 

дифференцируются в остеобласты, которые быстро минерализуются. ММСК 

могут также дифференцироваться в определенных условиях в миофибробласты и 

гладкомышечные васкулярные клетки, имеющие отличный от фибробластов 

фенотип. Более того, аппликации ММСК в зону повреждения кожных покровов, 

приостанавливают развитие рубцовой ткани. 
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1.10. Применение ММСК в эксперименте и в клинике 

Одни из первых исследований in vivo по изучению влияния стромального 

микроокружения на гемопоэтические стволовые клетки были проведены под 

руководством отечественного ученого Иосифа Львовича Черткова. Его учениками 

было показано, что аллогенная и ксеногенная (от лабораторных крыс) 

трансплантация ГСК под капсулу почки мышей не приводит к выраженному 

развитию реакции трансплантат против хозяина (РТПХ) вследствие 

формирования иммунологической толерантности.  

Другими авторами также доказана способность ММСК оказывать 

иммуносупрессивное действие. ММСК выделенные из жировой ткани и из 

костного мозга человека ингибировали способность активированных аллогенных 

T- лимфоцитов вырабатывать провоспалительные цитокины TNF- α и  IFN- γ и, в 

то же время существенного влияния на  выработку IL-2 они не оказывали. 

Аллогенные ММСК (5*104 клеток / мышь) выделенные из жировой ткани 

повышали выживаемость мышей после моделирования РТПХ проведением 

гаплоидентичной трансплантации ГСК (количество ЯСК костного мозга мыши – 

1*107).  ММСК, трансплантированные в ранние сроки (0, 7, 14 сутки) обеспечили 

выживаемость всех животных, в то время как после трансплантации ММСК более 

поздние сроки в сроки (21, 28 сутки) все лабораторные мыши (также как 

животные с РТПХ без ММСК) погибли в срок до 2 месяцев. В 2004 г были 

опубликованы первые работы, в которых продемонстрирована эффективность 

аллогенных ММСК (2*106 кл/кг), выделенных из костного мозга в лечении 

тяжело протекающей РТПХ IV степени, устойчивой к гормональной терапии. Эти 

исследования были продолжены другими авторами, которые доказали не 

меньшую эффективность ММСК (2*106 кл/кг), выделенных из жировой ткани в 

лечении РТПХ IV степениь.  

Действие ММСК проявляется также и в регуляции иммунных реакций. 

Доказана способность ММСК под действием воспалительных цитокинов 

мигрировать в очаг воспаления и моделировать воспалительную реакцию. В 

частности, была установлена способность ММСК человека влиять на выработку 
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цитокинов дендритными клетками: секреция TNF-α снижалась, а синтез 

противовоспалительного ИЛ-10 наоборот увеличивалась. Способность Т 

хелперов-1 (Th1) секретировать IFN-γ снижается, а Т хелперов-2 (Th2) 

вырабатывать ИЛ–4 увеличивается под действием ММСК. Также ММСК 

человека способны снижать выработку NK-клетками (натуральные киллеры) IFN 

– γ. После аутоиммунной внутривенной трансплантации ММСК, проведенной в 

два этапа 68 летней пациентке с тяжелой апластической анемией, не 

поддающейся лечению, а также при наличии противопоказаний для проведения 

аллогенной трансплантации ГСК, введенные клетки (доза ММСК составила 

соответственно 2*106 кл/кг и 6*106 кл/кг) были идентифицированы при биопсии в 

эндостальной ткани костного мозга реципиента. Было установлено 

восстановление стромы и увеличение содержания гемопоэтической ткани в 

костном мозге. 

Изучена способность ММСК in vivo влиять на костную и хрящевую ткань. 

Детям с таким наследственным заболеванием как несовершенный остеогенез 

было проведено две трансплантации аллогенных ММСК, выделенных из костного 

мозга, использовались соответственно дозы ММСК 1*106 кл/кг и 5*106 кл/кг. В 

результате клинических наблюдений в течение 18-36 месяцев после клеточной 

терапии отмечено существенное увеличение роста кости в длину, минеральной 

плотности костной ткани. Интересные данные были получены при использовании 

иммобилизированных аутологичных ММСК на макропористых каркасах 

гидроксиапатита у пациентов с переломами трубчатых костей. Размер дефекта 

трубчатых костей составлял у пациентов от 4 до 7 см.  Выделенные из костного 

мозга пациентов ММСК культивировали для получения популяции, обогащенной 

данными клетками.  

Обогащенную, таким образом, фракцию клеток наносили на носитель из 

гидроксиапатита, который по форме и размеру соответствовал дефекту кости. 

Формирование 3 стадии костной мозоли было отмечено через 2 месяца, в то время 

как после использования традиционного костного трансплантата процесс 

выздоровления с подобными дефектами занимает от 12 до 18 месяцев. 
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Установленная эффективность применения ткане-инженерных конструкций с 

использованием ММСК для восстановления целостности трубчатых костей, 

оказалась не эффективной для восстановления дефекта нижней челюсти [280]. 

Дальнейшие исследования на мышах показали, что в восстановлении костной ткани 

нижней челюсти (развивается из нервного гребня – эктодермальное происхождение) 

после перелома эффективны стволовые клетки, образующиеся в эмбриональном 

периоде из нервного гребня. В восстановлении целостности большеберцовой кости 

(мезодермальное происхождение) также после перелома эффективны ММСК, 

выделенные из тканей мезодермального происхождения. 

Трансплантация ММСК, полученных из мезодермальных тканей, в область 

перелома нижней челюсти приводила к образованию не остеобластов, а 

хондроцитов. Авторы установили, что стволовые клетки нижней челюсти по гену 

Hox – негативны, но они становятся Hox- положительными после трансплантации 

в большеберцовую кость. И наоборот, стволовые клетки, выделенные из 

большеберцовой кости Hox - позитивны, но после трансплантиции в дефект 

нижней челюсти становятся по гену Hox - отрицательными. Таким образом, 

источник эмбрионального развития и экспрессия гена Hox может существенно 

влиять на эффективность восстановления костной ткани при применении ММСК. 

Трансплантация ММСК может быть методом лечения при сердечно-

сосудистой патологии. Выделенные из костного мозга ММСК и 

дифференцированные с использованием 5-азацитидина способны в эксперименте 

на лабораторных животных уменьшать зону инфаркта миокарда. ММСК 

выделенные из жировой ткани также способны дифференцироваться в 

кардиомиоциты. ММСК способны вырабатывать широкий спектр биологически 

активных веществ, повышающих жизнеспособность клеток, а также 

активирующих ангиогенез.  

Доказана возможность ММСК, выделенных из костного мозга 

дифференцироваться в эндотелиальные клетки, при этом ММСК выделенные из 

жировой ткани обладают большим дифференцировочным потенциалом в 

эндотелиальные клетки, чем ММСК костного мозга. ММСК, имплантированные в 
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сосудистые протезы, могут способствовать восстановлению поврежденной 

сосудистой стенки. Интракоронарная трансплантация аутологичных, выделенных 

из костного мозга ММСК и эндотелиальных прогениторных клеток была 

проведена пациентам с перенесенным инфарктом миокарда в области передней 

части межжелудочковой перегородки. В опытной группе по сравнению с 

контролем было установлено существенное увеличение индекса сократиморсти 

миокарда, а также уменьшение накопления Tc(99m) в кардиомиоцитах, что 

свидетельствует о восстановление поврежденного миокарда. Схожие данные 

получены иранской группой специалистов, которые интракоронарно 

трансплантировали аутологичные ММСК, выделенные из костного мозга восьми 

пациентами. И также по сравнению с контрольной группой (не получали 

клеточную терапию) выявлено существенное уменьшение зоны ишемии. 

Действие ММСК на регенерацию поврежденной кожи первично было 

продемонстрировано в исследованиях на лабораторных мышах. Дальнейшие 

клинические исследования на пациентах с острыми и хроническими лучевыми 

поражениями кожи подтвердили и дополнили экспериментальные данные. 

Культивированные ММСК, ранее выделенные из костного мозга были помещены 

на специальные носители на основе фибрина. Конструкции, содержащие ММСК в 

количестве 1*106 кл/см2были наложены на участки лучевого поражения кожи (4 

раза). Сочетанное применение ММСК с фибриновой подложкой способствовало 

восстановлению кожных дефектов. В 2012 г подобные исследования были 

проведены в России, когда пациентам с хроническими лучевыми поражениями 

кожи II-IV степени помимо традиционной терапии использовали аутологичные, 

выделенных из костного мозга ММСК. Использовали различные способы 

введения клеток, как обкалывание поврежденной зоны, так и аппликации ММСК 

в фибриновом геле. Результатом клеточной терапии была эпителизация 

поврежденного участка кожи.  

Дальнейшие исследования позволили определить механизмы 

терапевтического действия ММСК на кожу. Было доказано, что в культуральной 

среде содержатся выделяемые ММСК факторы: сосудисто-эндотелиальный 
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фактор роста – α, инсулинподобный фактор роста -1, эпидермальный фактор 

роста, фактор роста кератиноцитов, ангиопоэтин-1, SDF-1, макрофагальный 

воспалительный белок 1α (MIP1α) и MIPβ, а также эритропоэтин в существенно 

большем количестве, чем в культуральной среде фибробластов кожи. Были 

использованы аппликации с использованием культуральной среды ММСК, а 

также культуральной среды фибробластов на дефекты кожи (резекция участка 

кожи). Последующий анализ клеточной суспензии с раневой поверхности 

свидетельствовал о большем содержании CD 4/80 – положительных макрофагов и 

эндотелиальных прогениторных клеток с фенотипом Flk-1-, CD34-, c-kit + после 

аппликаций культуральной среды ММСК. Эпителизация раны в первом случае 

также наступала быстрее. Таким образом, вырабатываемые ММСК факторы через 

вовлечение в процесс регенерации макрофагов и эндотелиальных прогениторных 

клеток способствуют восстановлению кожи. ММСК могут стимулировать 

восстановление поврежденной кожи не только, за счет выработки биологически 

активных веществ, но и дифференцируясь в клетки кожи 

(трансдифференцировка).  

Японским исследователям впервые удалось in vivo при культивировании 

ММСК получить кератин 14+ клетки. В экспериментах in vivo используя 

трансгенных мышей (доноры костного мозга) с геном GFP (green fluorescent 

protein) доказана способность аллогенных ММСК, участвуя в регенерации кожи, 

образовывать различные клетки: кератиноциты, эндотелиальные клетки и 

перициты. ММСК также способны восстанавливать эпителий роговицы после 

химического ожога, что было показано в эксперименте на лабораторных 

животных. В экспериментах на лабораторных крысах установлено, что 

аппликация ММСК и аппликации культуральной среды ММСК в условиях ожога 

роговицы оказывают противовоспалительное и ангиогенное действие за счет 

снижения образования провоспалительных цитокинов (ИЛ 2, IFNγ), увеличения 

образования противовоспалительных факторов (ИЛ 10, TGF-β), а также 

увеличения выработки одного из основных антиангиогенных факторов 

(тромбоспондин). В восстановлении роговицы после ожога имеет значение не 
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только паракринный механизм, но и трансдифференцировка ММСК в клетки 

роговицы. 

Группой китайских ученых проведено отдельно совместное культивирование 

костномозговых ММСК человека и крысы с эпителием канальцев почек. При этом 

культивированные ММСК приобретали округлую форму, подобную эпителию 

канальцев почки. Стромальные клетки человека и крысы экспрессировали 

маркеры, характерные для почечного эпителия канальцев почек: цитокератин 18, 

аквапорин-1. После введения ММСК человека в организм лабораторных крыс с 

острой почечной недостаточностью было установлено ускоренное восстановление 

функции почек по сравнению с группой контроля (без ММСК).  

Также было обнаружено, что трансплантированные клетки экспрессировали 

маркеры эпителия канальцев почек (рецептор к паратиреоидному гормону, 

аквапорин-1). Механизм взаимодействия культивированных ММСК и эпителия 

почечных канальцев был раскрыт отечественными учеными. Было доказано, что 

через образующиеся межклеточные контакты происходит обмен содержимым 

цитоплазмы, компонентами мембраны клетки, а также митохондрии из ММСК 

способны проникать в эпителий почечных канальцев. Белки, поступающие в 

ММСК способны индуцировать их дифференцировку в эпителиоциты почек и, 

наоборот, поступающие вещества из ММСК способны ингибировать апоптоз, 

снижать образование активных форм кислорода в эпителиоцитах канальцев 

почки. 

Накоплен значительный экспериментальный материал доказывающий 

возможность дифференцировки ММСК в нейрональные клетки, что открывает 

перспективы возможного их клинического применения. Так, в исследованиях in 

vitro была продемонстрирована способность ММСК под действием индукторов 

экспрессировать нейрональные маркеры, однако этот эффект был не стойкий и 

кратковременный. Совместное культивирование ММСК и Шванновских клеток 

приводило к стабильной экспрессии нейрональных маркеров на поверхности 

ММСК. ММСК, выделенные из разных источников отличаются между собой по 

способности к дифференцировке в нейрогенном направлении. 
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Дифференцировочный потенциал в нейрогенном направлении выделенных из 

жировой ткани ММСК больше, чем у мезенхимальных стромальных клеток, 

выделенных из костного мозга. Причем это проявлялось как при добавлении в 

культуральную среду специфических индукторов дифференцировки 

(нейротрофического фактора и ретиноевой кислоты), так и при совместном 

культивировании со Шванновскими клетками.  

BouchezG. и соавторами в исследованиях, проведенных на лабораторных 

крысах исследована способность трансплантированных ММСК, выделенных из 

костного мозга, корректировать болезнь Паркинсона. Модель болезни 

Паркинсона была вызвана введением в область substantianigra 6-

гидроксидопамина. Через 2 месяца после повреждения, было установлено, что 

введение ММСК в зону повреждения увеличивало количество дофаминовых 

маркеров: везикулярного транспортера моноаминов, мембранного транспортера 

дофамина, тирозингидроксилазы. Уровень дофамина после фармакологической 

стимуляции также был выше в опытной группе животных по сравнению с 

контролем (без трансплантации ММСК).  

В отличие от болезни Паркинсона, рассеянный склероз – хроническое 

аутоиммунное заболевание, возникает преимущественно у людей молодого и 

среднего возраста. При этом заболевании происходит прогрессирующее 

разрушение миелиновых волокон отростков нейронов, а также олигодендроцитов. 

Проведенные доклинические исследования показали высокую эффективность 

нейрональных стволовых клеток, выделенных из субвентрикулярной зоны 

головного мозга в лечении аутоиммунного энцефаломиелита, как модели 

рассеянного склероза.  

В связи с этим представляется перспективным доказанная возможность ММСК, 

выделенных из костного мозга, дифференцироваться в нервные клетки. Результат 

действия нейрональных клеток, полученных из ММСК путем дифференцировки и 

нейрональных стволовых клеток, выделенных из центральной нервной системы, на 

течение аутоиммунного энцефаломиелита у лабораторных животных был сопоставим. 

Применение кондиционированной среды ММСК способствовало устранению 
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симптомов аутоиммунного энцефаломиелита. Механизм этого заключался в 

восстановлении целостности миелиновых волокон и снижении активности иммунной 

системы. Фракционированное изучение действия кондиционированной среды 

свидетельствовало, что наибольшим терапевтическим потенциалом обладает фактор 

роста гепатоцитов (HGF). Добавление в культуру нейрональных стволовых клеток 

кондиционированной среды ММСК и HGF в равной степени способствовало 

дифференцировке стволовых клеток в олигодендроциты и нейроны, в обоих случаях 

также отмечена активация синтеза противовоспалительных и ингибирование синтеза 

воспалительных факторов [120, 410]. Введение мышам кондиционированной среды 

ММСК и HGF на фоне дополнительного введения антител к HGF существенно 

снижало эффективность лечения аутоиммунного энцефаломиелита в обоих группах 

лабораторных животных.  

 

1.11. Перспективные направления развития регенеративной медицины 

Отечественным ученым А.А. Максимовым впервые было введено в науку 

представление об унитарной теории кроветворения, а также на основе 

собственных трудов сформулировано предположение о существовании стволовых 

клеток, из которых образуются более зрелые клетки тканей. 

После того, как в 1960 проводя эксперименты на летально облученных 

мышах Till J.E. и McCulloch E.A. доказали наличие в костном мозге 

гемопоэтических стволовых клеток, возникли вопросы о возможном 

использовании этих клеток для восстановления тканей после их повреждения. В 

дальнейших исследованиях было показано, что с возрастом содержание 

стволовых клеток в организме уменьшается, снижается количество 

вырабатываемых ими биологически активных веществ, а также в клетках тканей 

развивается генерализованный G1/S блок. Активация собственных стволовых 

клеток в условиях воздействия на организм экстремальных факторов, а также 

проведение заместительной клеточной терапии представляется перспективным 

направлением регенерационной медицины.  
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В настоящее время одним из перспективных направлений регенерационной 

медицины является использование плюрипотентных стволовых клеток, 

способных дифференцироваться в клетки всех трех зародышевых листков. 

Эмбриональные стволовые клетки человека впервые были выделенные из 

бластоцисты в 1998 г. Позже, была доказана возможность приобретения 

плюрипотентных свойств соматической клеткой человека после слияния ее с 

эмбриональной клеткой.  

Однако, возможность развития иммунологических конфликтов, а также 

этические соображения препятствовали применению этих клеток в медицинской 

практике. Проводя экспериментальные исследования на фибробластах кожи 

мыши S. Yamanaka и Takahashi K., используя в качестве векторов ретровирусы 

доставили в эти клетки репрограммирующие факторы OCT4, SOX2, KLF4 и c-

MYC, что вызвало дифференцировку этих клеток в плюрипотентные клетки, 

которые получили название индуцированные плюрипотентные клетки (иПСК). 

Через год после данного открытия другими исследователями было показано, что 

экспрессия в зрелой соматической клетке другого набора транскрипционных 

факторов также может придать клетке плюрипотентные свойства (OCT4, SOX2, 

NANOG и LIN28). При этом в обоих экспериментах была необходима экспрессия 

транскрипционных факторов OCT4 и SOX2.  

Технологии получения иПСК создают уникальную возможность для 

изучения молекулярных механизмов развития различных заболеваний in vitro. На 

сегодняшний день на основе клеточных моделей полученных из иПСК изучаются 

механизмы и возможности фармакологической коррекции таких 

нейродегенеративных заболеваний ассоциированных со старением как болезнь 

Паркинсона, болезнь Альцгеймера. В частности, ряду научных групп удалось 

получить из иПСК дофаминэргические нейроны, и эти нейроны были успешно 

трансплантированы лабораторным крысам с моделью болезни Паркинсона. Также 

на модели дифференцированных нейронов получен эффективный ингибитор 

фермента - BACE (beta-site APP cleaving enzyme), ответственного за образование 
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амилоидного белка из белка предшественника амилоида (APP - amyloid precursor 

protein).  

Доказана в эксперименте эффективность высоких доз гентамицина, а также 

инсулинподобного фактора роста (IGF-1) в лечении синдрома Ретта. Интересные 

данные были получены Brennand K.J. с коллегами: у пациентов, страдающих 

шизофренией, из кожи были выделены фибробласты, в дальнейшем фибробласты 

через экспрессию транскрипционных факторов приобретали свойства 

плюрипотентных клеток. Последние, в свою очередь были подвергнуты 

дифференцировке в нейрональном направлении, также как и иПСК здоровых 

людей. Было отмечено, что в опытной группе образующиеся нейроны имели 

меньшее количество отростков и меньшее количество синапсов. Авторами работы 

был исследован механизм действия используемого на сегодняшний день 

препарата Локсапин в лечении данной патологии.  

Было доказано, что механизм действия препарата заключается в увеличении 

межнейрональных связей. Японскими учеными предложен инновационный 

подход в лечении пигментного ретинита. Это наследственное заболевание 

характеризуется прогрессирующей гибелью фоторецепторных клеток (палочек и 

колбочек) с последующим сужением поля зрения и в итоге слепотой. 

Исследователям удалось из фибробластов кожи больных пигментным ретинитом, 

используя четыре ключевых фактора транскрипции, перепрограммировать зрелые 

соматические клетки в иПСК. В дальнейшем полученные иПСК были 

дифференцированы в фоторецепторные клетки (палочки и колбочки), которые 

были утрачены пациентами. Фоторецепторные клетки обладали типичными 

иммунохимическими и электрофизиологическими свойствами. Особое внимание 

обращает на себя то, что в культуре содержание клеток с генетическим дефектом 

уменьшалось.  Данное исследование свидетельствует, что получение иПСК может 

помочь расшифровать механизм развития пигментного ретинита, определить 

новые методы лечения данного заболевания. 

На сегодняшний день отработаны методики дифференцировки иПСК в 

кардиомиоциты и гепатоциты. Введение дифференцированных в кардиогенном 
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направлении иПСК человека лабораторным крысам в периинфарктную зону 

миокарда оказывало терапевтический эффект. На модели гепатоцитоподобных 

клеток, полученных из иПСК изучена возможность коррекции активности гена 

ATP7B. При дефекте этого гена развивается болезнь Вильсона-Коновалова 

вследствие нарушения выработки соответствующего белка (ATP7B) и 

последующего нарушения в организме метаболизма меди с поражением 

различных органов и систем. В исследованиях in vitro куркумин восстанавливал 

активность гена ATP7B. Также на модели дифференцированных гепатоцитов 

проведены исследования по изучению жизненного цикла возбудителя вирусного 

гепатита С и изучены механизмы развития противовирусного воспалительного 

ответа. 

Введение ключевых факторов транскрипции в соматическую клетку и 

последующее приобретение ею плюрипотентных свойств сопряжено с изменениями 

ядерного генома. Немецких ученых заинтересовало состояние генома митохондрий в 

иПСК. Так как мутации митохондриального генома могут быть причиной ряда 

серьезных заболеваний. Авторами было доказано, что при перепрограммировании 

фибробластов кожи в клетке уменьшается содержание митохондриальной ДНК, в то 

же время увеличивается экспрессия генов, ответственных за биогенез митохондрий. 

Для эмбриональных стволовых клеток характерно преобладание анаэробного 

гликолиза над аэробным. Подобные изменения были выявлены и в иПСК, где 

выявлено снижение содержания реактивных форм кислорода и экспрессии генов, 

обеспечивающих антиоксидантный потенциал, уменьшалось образование АТФ, 

увеличивался синтез лактата. Последующая дифференцировка иПСК способствовала 

переходу углеводного обмена на энергетически более выгодный – аэробный и, в 

целом, отмечалась обратная зависимость ранее установленных изменений. 

Несмотря на то, что протоколы получения иПСК значительно 

усовершенствованы этот процесс остается довольно медленным и 

низкоэффективным. Используя транскрипционные факторы удается получить 

путем перепрограммирования из 105 зрелых клеток всего 20 иПСК. Учитывая 

недостатки указанного метода, разработаны способы получения иПСК с 
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использованием микро РНК. В этом случае выход целевого продукта (иПСК) на 

два порядка превышает количество иПСК полученных с использованием 

транскрипционных факторов. Впервые в 2009г. R. Blelloch с коллегами удалось 

доказать, что повышение уровня характерных для ЭСК кластеров микро РНК 200 

и микро РНК 205 в соматической клетке существенно повышает количество 

образующихся иПСК (рис. 1.1).  

 

Рисунок 1.1 

 

Механизм действия этих микро РНК заключается в ингибировании факторов 

транскрипции Zeb 1 и Zeb 2, которые в свою очередь ингибируют экспрессию E-

кадгерина (основной маркер эпителиальной клетки) на поверхности эпителиальной 

клетки. ЭСК и иПСК фенотипически схожи с эпителиальными клетками. Таким 

образом, гиперэкспрессия E-кадгерина на мембране мезенхимальной клетки отражает 

репрограммирование и мезенхимально-эпителиальный переход. В свою очередь, 

активация рецептора TGF-β2 на мембране мезенхимальной клетки препятствует их 

перепрограммированию, так как это способствует снижению уровня микро РНК 200 и 

205 и, как следствие, ингибированию транскрипции гена E-кадгерина [206, 350]. 

Кластеры микро РНК (miRNA)- 106а-363, miRNA- 302-367, а также miRNA-93 также 

способствуют мезенхимально – эпителиальному переходу, однако механизм их 

действия остается до конца неизученным. Тем не менее, показано их ингибирующее 

действие на экспрессию рецептора  TGF-β2 и активирующее на E-кадгерин. 

Различные кластеры микро РНК ответственны не только за поддержание 

плюрипотентных свойств и за программы самообновления стволовых клеток, но и за 
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образование плюрипотентных клеток из зрелой соматической.  Микро РНК - 130 b, - 

301b, - посредством специфического связывания с матричной РНК способны снижать 

образование транскрипционного фактора Meox2, который через активацию белков 

Cdkn2a/p16 и Cdkn1a/p21 снижает образование комплексов соответственно циклин D 

- циклин-зависимая киназа 4,6 (cyclin-dependent kinases, CDK) и циклин E – CDK2 

(рис. 1.2.).  

 

Рисунок 1.2. 

Указанные изменения, в конечном счете, приводят к блоку G1/S клеточного 

цикла. Продемонстрирована связь между характерными для ЭСК 

транскрипционными факторами и микро – РНК. Так, установлено, что 

транскрипционные факторы Oct4, Sox2 и Nanog увеличивают экспрессию 

специфических для иПСК микро РНК: кластеры miRNA -290 (miR-290, miR-291a, 

miR-291b, miR-292, miR-293, miR-294, and miR-295) и miRNA -302–367 miR-

302a,miR-302b, miR-302c, miR-302d и  miR-367.  

Таким образом, учитывая способности микро РНК регулировать клеточный 

цикл, индуцировать образование плюрипотентных стволовых клеток, регуляция их 

дифференцировки представляется весьма перспективным для нужд регенеративной 

медицины. 

 

Приведенные данные свидетельствуют, что клеточная терапия представляет 

собой новый подход к восстановлению функции поврежденных тканей. При этом 

в настоящее время актуальным является получение стволовых клеток из таких 
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источников, которые позволяли бы получить достаточное их количество для 

эффективной терапии. Важным является обеспечение безопасности проведения 

данной трансплантации. Используемые в современной практической медицине 

аллогенные трансплантации костного мозга сопряжены с серьезным осложнением 

– реакцией «трансплантат против хозяина». Клетки, выделенные из фетальных 

тканей, характеризуются иммунологической незрелостью, что снижает 

вероятность развития иммунологических конфликтов. В этом отношении 

обращает на себя возможность выделения стволовых клеток из гемопоэтического 

органа - плаценты.  

Исследования, проведенные в последние годы, свидетельствуют о 

возможности выделения из ткани зрелой плаценты мультипотентных 

мезенхимальных стромальных клеток и гемопоэтических стволовых клеток. 

ММСК, обладая выраженными иммуносупрессивными свойствами при 

совместном введении с ГСК могут обеспечить защиту введенных клеток от 

иммунной системы реципиента. Способность ММСК вырабатывать факторы, 

обеспечивающие направленную миграцию ГСК, повышающие их 

жизнеспособность, а также возможность формировать микроокружение для ГСК 

может обеспечить лучшее приживление трансплантата. Проведение сочетанной 

трансплантации ММСК и ГСК для активации регенерации тканей представляется 

возможным путем использования меньших доз ГСК.  

При старении процессы регенерации протекают на ином, отличном от 

зрелого организма уровне. С возрастом происходит прогрессирующее снижение 

количества и качества стволовых клеток. Использование заместительной 

клеточной терапии могло бы способствовать восстановлению регенерации тканей.  

В литературе отсутствуют работы, посвященные совместному 

использованию сочетанной трансплантации ММСК и ГСК для активации 

регенерации быстрообновляющихся тканей в физиологических условиях, а также 

в условиях воздействия экстремальных факторов с учетом возрастной инволюции 

организма. 
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ГЛАВА 2. МЕТОДИЧЕСКИЕ ВОПРОСЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

2.1. Общая характеристика лабораторных животных,  

использованных в исследованиях 

 

Экспериментальные исследования выполнены на 162 зрелых лабораторных 

мышах-самцах возраста 3-4 месяца, массой 25-30 г и 108 старых мышах-самцах 

возраста 20-22 месяца, массой 35 – 40 г. Эксперименты по получению культуры 

ММСК и ГСК выполнены на 58 лабораторных животных мышах-самках возраста 

3–4 месяца, массой 25-30 г, при сроке гестации 14 дней. Животные содержались в 

стандартных условиях лабораторного вивария, предусмотренных «Правилами 

проведения работ с использованием экспериментальных животных», 

утвержденных Приказом МЗ СССР № 755 от 12.08.1977 г. и Приказом МЗ СССР 

№ 1179 от 10.10.1983 «Об утверждении нормативов затрат кормов для 

лабораторных животных в учреждениях здравоохранения». Манипуляции с 

экспериментальными животными выполнялись в соответствии с положениями 

Хельсинской декларации о гуманном отношении к животным, методическими 

рекомендациями по выведению из опыта и эвтаназии.  

Количество экспериментальных животных и распределение их по сериям 

экспериментов представлены в таблицах 2.1. и 2.2. 

А) Изучение влияния сочетанной трансплантации ММСК и ГСК на 

регенерацию быстрообновляющихся тканей зрелых и старых лабораторных 

животных в физиологических условиях, а также после воздействия 

ионизирующего излучения. 

Изучалось воздействие ионизирующего излучения дозой 4,0 Гр (мощность 

поглощенной дозы 20 сГр/мин) на лабораторных животных зрелого и старого 

возраста. Старые и зрелые лабораторные животные были разделены на две 

группы соответственно. В каждой группе были выделены опытная и контрольная 

подгруппы. Животным опытной подгруппы внутривенно вводились ММСК и 

ГСК соответственно в дозе 6 млн. клеток/кг и 330 тыс. клеток/кг, 
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суспендированные в 0,2 мл 0,9 % раствора NaCl. Контрольной подгруппе вводили 

0,9 % раствор NaCl – 0,2 мл внутривенно. Внутривенные введения 

осуществлялись через 1 час после облучения однократно в указанных выше дозах. 

Контрольную группу составили животные, не подвергшиеся облучению. Забой 

животных осуществлялся на 1 и 7 сутки после облучения (таблица 2.1). 

Таблица 2.1 

Распределение животных по сериям экспериментов 

Доза 

ИИ 
Животные Препарат  

Путь 

введения  
Доза препарата 

Время проведения 

аутопсии органов 

24 часа 7 сутки 

0 Гр 

зрелые  

ММСК и 

ГСК 
в/в 

6 млн. кл./кг и 

330 тыс.кл./кг  
9 шт.  9 шт. 

ММСК и 

ГСК 
в/в 

6 млн. кл./кг и 

300 тыс.кл./кг  
- 9 шт.  

ММСК и 

ГСК 
в/в 

6 млн. кл./кг и 

250 тыс.кл./кг  
- 9 шт. 

0,9 % р-р 

NaCl 
в/в 0,2 мл 9 шт. 9 шт. 

старые  

ММСК и 

ГСК 
в/в 

6 млн. кл./кг и 

330 тыс.кл./кг  
9 шт.  9 шт. 

0,9 % р-р 

NaCl 
в/в 0,2 мл 9 шт. 9 шт. 

4,0 Гр 

зрелые  

ММСК и 

ГСК 
в/в 

6 млн. кл./кг и 

330 тыс.кл./кг  
9 шт. 9 шт. 

ММСК и 

ГСК 
в/в 

6 млн. кл./кг и 

300 тыс.кл./кг  
- 9 шт. 

ММСК и 

ГСК 
в/в 

6 млн. кл./кг и 

250 тыс.кл./кг  
- 9 шт. 

0,9 % р-р 

NaCl 
в/в 0,2 мл 9 шт. 9 шт. 

старые  

ММСК и 

ГСК 
в/в 

6 млн. кл./кг и 

330 тыс.кл./кг  
9 шт. 9 шт. 

0,9 % р-р 

NaCl 
в/в 0,2 мл 9 шт. 9 шт. 

 

Б) Изучение влияния сочетанной трансплантации ММСК и ГСК на 

регенерацию быстрообновляющихся тканей зрелых и старых лабораторных 

животных в физиологических условиях, а также после острой кровопотери. 
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Массивную кровопотерю вызывали кровопусканием из хвостовой вены 

мыши в объеме 2 % от массы тела, что составляет 25 – 35 % от объема 

циркулирующей крови. В зависимости от возраста животные были разделены на 2 

группы (старые и зрелые). Внутри каждой группы было выделено две подгруппы 

(опытная и контрольная) по 9 животных в каждой. Животным опытной 

подгруппы внутривенно вводились ММСК и ГСК соответственно в дозе 6 млн. 

клеток/кг и 330 тыс. клеток/кг, суспендированные в 0,2 мл 0,9 % раствора NaCl. 

Контрольной подгруппе вводили 0,9 % раствор NaCl – 0,2 мл внутривенно. 

Внутривенные введения осуществлялись через 1 час после кровопускания 

однократно в указанных выше дозах (таблица 2.2). 

Таблица 2.2 

Распределение животных по сериям экспериментов 

Условия Животные Препарат  
Путь 

введения  

Доза 

препарата 

Время проведения 

аутопсии органов 

5 сутки 

Физиологические 

условия 

зрелые  

ММСК и 

ГСК 
в/в 

6 млн. кл./кг и 

330 тыс.кл./кг  

9 шт.  

 

0,9 % р-р 

NaCl 
в/в 0,2 мл 

9 шт. 

 

старые  

ММСК и 

ГСК 
в/в 

6 млн. кл./кг и 

330 тыс.кл./кг 

9 шт. 

 

0,9 % р-р 

NaCl 
в/в 0,2 мл 9 шт. 

Острая 

кровопотеря 

зрелые  

ММСК и 

ГСК 
в/в 

6 млн. кл./кг и 

330 тыс.кл./кг  
9 шт. 

ММСК и 

ГСК 
в/в 

6 млн. кл./кг и 

300 тыс.кл./кг  
9 шт. 

ММСК и 

ГСК 
в/в 

6 млн. кл./кг и 

250 тыс.кл./кг  
9 шт.  

0,9 % р-р 

NaCl 
в/в 0,2 мл 9 шт. 

старые  

ММСК и 

ГСК 
в/в 

6 млн. кл./кг и 

330 тыс.кл./кг  
9 шт. 

0,9 % р-р 

NaCl 
в/в 0,2 мл 9 шт. 

В) Влияние различных доз ГСК при проведении сочетанной трансплантации 

с ММСК на регенерацию миелоидной ткани зрелых лабораторных животных в 

физиологических условиях и в условиях воздействия экстремальных факторов.  
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Было изучено влияние ГСК в дозах 250 тыс. клеток/кг, 300 тыс. клеток/кг, 

330 тыс. клеток/кг при проведении сочетанной трансплантации с ММСК в дозе 6 

млн.кл./кг. Клетки перед сочетанной трансплантацией были суспендированы в 0,2 

мл 0,9 % раствора NaCl. Внутривенные введения осуществлялись через 1 час 

после воздействия экстремального фактора (таблицы 2.1 и 2.2).  

 

2.2. Экспериментальное планирование беременности 

С целью определения фертильного периода у лабораторных мышей был 

проведен анализ фаз эстрального цикла. Для этого были получены влагалищные 

мазки лабораторных мышей. 

Методика изготовления влагалищных мазков лабораторных мышей. 

Влагалищные смывы лабораторных мышей были получены с помощью 

глазной пипетки. Влагалищные смывы были помещены на предметное стекло, где 

и был изготовлен мазок. 

В эстральном цикле лабораторных мышей выделено 4 фазы: проэструс, 

эструс, метаэструс, диэструс. Каждая фаза характеризуется типичной 

цитологической картиной. 

В фазу проэструс влагалищный мазок состоит почти исключительно из 

эпителиальных клеток, имеющих крупное ядро и расположенных поодиночке или 

небольшими группами. Одиночные клетки имеют овальную форму, а 

расположенные группами – многоугольную форму. Лейкоциты в мазке 

отсутствуют. 

В фазу эструс влагалищный мазок состоит из ороговевших безъядерных 

клеток, имеющих вид чешуек. Лейкоциты и эпителиальные клетки с ядрами в 

мазке отсутствуют. Именно в эту фазу самка мыши фертильна. В фазу эструс 

самку подсаживали к самцам в соотношении 1:3. Мазки у подсаженной самки 

были взяты на следующий день и, в том случае, если в мазке были обнаружены 

сперматозоиды (фазово-контрастная микроскопия), то данное лабораторное 

животное было отсажено в отдельную клетку и этот день условно принимали за 

первый день беременности. 
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В фазу метаэструс во влагалищном мазке содержится незначительное 

количество ороговевших чешуек и много лейкоцитов. 

Фаза диэструс характеризуется наличием во влагалищном мазке большого 

количества слизи, лейкоцитов и небольшим числом эпителиальных клеток с 

ядрами. 

Окраска влагалищных мазков осуществлялась по методу Леффлера. 

Изучение препарата проводилось с использованием микроскопа Micros MC 

300 (х100, х400). 

 

2.3. Выделение мононуклеарной фракции клеток  

из плодной части плаценты 

1. Забой лабораторных животных мышей – самок в сроке беременности 14 

дней осуществляли методом цервикальной дислокации. 

2. Стерилизация лабораторных мышей в 30o спирте проводилась в течение 5 

минут. Для получения 30o спирта 1000 объемов 95 % спирта было разведено в 

2239 объемах дистиллированной воды. 

3. Оперативным путем была вскрыта передняя брюшная стенка с 

последующим вскрытием полости матки. Произведено отделение плаценты от 

полости матки. 

4. Материнская часть плаценты (децидуальная оболочка) и амниотическая 

оболочка были удалены оперативным способом. 

5. С целью удаления крови плодная часть плаценты (хорион) была промыта в 

Первичном растворе. 

Состав Первичного раствора: стерильный фосфатный буфер pH 7,2 - 

Dulbecco's phosphate buffered saline (DPBS; StemCell Technologies, Канада), 

содержащем раствор пенициллина 50 ед/мл, стрептомицина 50 мкг/мл (StemCell 

Technologies, Канада), 2 % FBS (Fetal Bovine Serum; StemCell Technologies, 

Канада).  
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6. Хорион плаценты был помещен в чашку Петри диаметром 10 см с 

находящимся в ней раствором аккутазы (8,5 мл; Millipore, США). Механическое 

измельчение ткани осуществлялось маленькими ножницами.  

7. Полученная суспензия была инкубирована на шейкере при медленном 

покачивании в течение 7 минут при температуре 37 0С. Раствор аккутазы 

обеспечивает разрушение межклеточных контактов, не повреждая при этом 

мембрану клеток. 

8. С целью удаления дебриса суспензия клеток была профильтрована через 

фильтры с размером пор 70 мкм (Millipore, США).  

9. Для отмывки клеток от раствора аккутазы было проведено 

центрифугирование при 300 g в течение 10 минут в стерильном фосфатном 

буфере pH 7,2 (DPBS;StemCell Technologies, Канада).  

10. После удаления супернатанта осадок был ресуспендирован в 6 мл DPBS. 

11. Суспензия клеток была нанесена на раствор лимфолайт-М (StemCell 

Technologies, Канада) в соотношении 1:1 и центрифугирована при 1000g в течение 

20 минут. 

12. С целью отмывки клеток от лимфолайта-М было проведено 

центрифугирование при 300 g в течение 10 минут в двойном объеме стерильного 

фосфатного буфера pH 7,2 (StemCell Technologies, СШA). 

13. Клетки были ресуспендированы в специализированной среде для 

культивирования ММСК. 

14. Количество выделенных клеток было подсчитано в камере Горяева. 

15. Нулевой пассаж (первичная культура клеток) осуществляли в чашки Петри 

диаметром 10 см (площадью 78,5 см2) в концентрации 1 х 106 клеток на 1 см2. 
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2.4. Культивирование и субкультивирование ММСК 

Культивирование ММСК проводилось в условиях СО2 – инкубатора (Termo 

Scientific) при температуре 37 0C с содержанием углекислого газа 5% и 

влажностью 90 % [47, 50]. Через 24 часа инкубации нулевого пассажа не 

прикрепленные к пластику (дну чашки Петри) клетки смывали стерильным 

Dulbecco's phosphate buffered saline (StemCell Technologies, Канада) и добавляли 

специализированную среду для культивирования ММСК (рис. 2.1). Замена среды 

в объеме ½ от первоначального производилась каждые 3 – 4 суток до достижения 

клетками 70 – 80 % конфлюэнтности. При формировании соответствующего 

монослоя осуществлялся пересев клеток. Для этого после удаления 

специализированной среды к клеткам был добавлен раствор аккутазы. Данный 

раствор позволяет разрушить межклеточные контакты и отделить клетки от дна 

чашки Петри, не нарушая при этом целостность мембраны клетки. В дальнейшем, 

клетки были суспендированы в специализированной среде для культивирования 

ММСК и подсчитаны в камере Горяева. Минимальное количество клеток, 

снимаемых после нулевого пассажа – 1,0 х 104 клеток/см2.  

Таким образом, в первичной культуре выход смешанной популяции клеток, 

содержащей помимо ММСК также и гемопоэтические клетки, составляет 1 % от 

содержания клеток при нулевом пассаже. 

Первый, а в дальнейшем (после формирования 70 – 80 % монослоя) второй и 

третий пассажи клеток осуществлялись в чашки Петри в концентрации 1,0 х 104 

клеток на 1 см2.  

Для трансплантации лабораторным животным были использованы клетки 

третьего пассажа (рис. 2.1, 2.2, 2.3, 2.4). Минимальное количество клеток, 

снимаемых после третьего пассажа – 2,0 х 104 клеток/см2.  

Состав специализированной среды для культивирования ММСК: 

MesenCult MSC Basal Medium Mouse («StemCell Technologies», Канада) и 

MesenCult™ Proliferation Supplements Mouse («StemCell Technologies», Канада) 

всоотношении 4 : 1. Также в состав данной среды входило 2 ммоль раствора L-
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глутамина («StemCell Technologies», Канада) и антибиотики – пенициллин 50 

ед./мл и стрептомицин 50 мкг/мл («StemCellTechnologies», Канада). 

 

 

Рисунок 2.1. Нулевой пассаж культивирования, 1 сутки (ув. х200). 

 

 

 

Рисунок 2.2. ММСК третьего пассажа культивирования,7 сутки (ув.х200). 
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Рисунок 2.3. ММСК третьего пассажа культивирования,14 сутки (ув. х200) 

 

 

Рисунок 2.4. ММСК третьего пассажа культивирования, 21 сутки (ув. х200) 

 

2.5. Идентификация ММСК 

2.5.1. Дифференцировка в остеогенном направлении 

Дифференцировка ММСК в остеогенном направлении включала следующую 

последовательность действий: 

1. ММСК третьего пассажа были высеяны в 6 – камерные планшеты 

(площадь лунки 9,6 см2; «Nanc», Германия) в концентрации 1,0 х 105 клеток на 

лунку в специализированную среду для культивирования ММСК (состав указан 

выше). 
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2. Культивирование продолжалось до достижения 70-80% конфлюэнтности.  

3. Аспирация специализированной среды для культивирования ММСК и 

замена ее на раствор, индуцирующий дифференцировку ММСК в остеогенном 

направлении. 

Приготовление раствора, индуцирующего дифференцировку ММСК в 

остеогенном направлении: 10 мл среды, содержащей стимуляторы остеогенной 

дифференцировки - MesenCult™ Osteogenic Stimulatory Supplement («StemCell 

Technologies», Канада) добавляли к 40 мл основного раствора - MesenCult™ MSC 

Basal Medium (Mouse) («StemCell Technologies», Канада). К полученному 

раствору также было добавлено 0,5 мл (200 ммоль) раствора L-глутамина 

(«StemCell Technologies», Канада). Таким образом, конечная концентрация L-

глутамина составляла 2 ммоль. 

4. Культивирование продолжалось в течение 2 недель с заменой среды 

каждые трое суток. 

Факт остеогенной дифференцировки подтвержден гистохимическим методом 

регистрации увеличения экспрессии щелочной фосфатазы, а также с помощью 

окраски von Kossa, выявляющей наличие минерализованного фосфата кальция. 

 

Окраска на щелочную фосфатазу 

Клетки трехкратно промывали 1xPBS и фиксировали 4%-ным раствором 

формальдегида (Sigma, США) в течение 1 ч при комнатной температуре. 

Фиксированные клетки промывали PBS три раза по 5 мин, после чего окрашивали 

на щелочную фосфатазу смесью BCIP-NBT (5-бром-4-хлор-индолил фосфат, 

тетразолевый синий) (Sigma, США) в течение 20-40 мин в темноте при комнатной 

температуре. Окрашенные препараты 3-4 раза промывали дистиллированной 

водой и высушивали (рисунок 2.5). 
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Рисунок 2.5. ММСК третьего пассажа, подвергнутые остеогенной 

дифференцировке. Окраска на щелочную фосфатазу. (ув. х 200). 

Реакция von Kossa 

ММСК фиксировали в метаноле 2 мин при температуре -20°С. В течение 1 ч 

проводили окраску 2%-ным раствором нитрата серебра (AgNO3) (Вектон, Россия) 

под 60W лампой. Окрашенные клетки быстро промывали дистиллированной 

водой и на 5 мин помещали в 2,5%-ный раствор тиосульфата натрия (Na2S2O5). 

Окрашенные клетки повторно промывали дистиллированной водой и высушивали 

(рисунок 2.6). Данная окраска позволяет выявлять нерастворимые соли кальция в 

межклеточном пространстве. 

 

 

Рисунок 2.6. Определяются нерастворимые соли кальция в культуре ММСК 

третьего пассажа, после остеогенной дифференцировки.  

Реакция von Kossa (ув. х 200). 
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2.5.2. Дифференцировка в адипоцитарном направлении 

Дифференцировка ММСК в адипоцитарном направлении включала 

следующую последовательность действий: 

1. ММСК третьего пассажа были высеяны в 6 – камерные планшеты («Nanc», 

Германия) в концентрации 1*105 клеток на лунку в специализированную среду для 

культивирования ММСК (состав указан выше). 

2. Культивирование продолжалось до достижения 70-80 % конфлюэнтности.  

3. Аспирация специализированной среды для культивирования ММСК и 

замена ее на раствор, индуцирующий дифференцировку ММСК в адипоцитарном 

направлении. 

Приготовление раствора, индуцирующего дифференцировку ММСК в 

адипоцитаоном направлении: 10 мл среды, содержащей стимуляторы 

адипоцитарной дифференцировки - MesenCult™ Adipogenic Stimulatory 

Supplement («StemCell Technologies», Канада) добавляли к 40 мл основного 

раствора - MesenCult™ MSC Basal Medium (Mouse) («StemCell Technologies», 

Канада). К полученному раствору также было добавлено 0,5 мл 200 ммоль 

раствора L-глутамина («StemCell Technologies», Канада). Таким образом, 

конечная концентрация L-глутамина составляла 2 ммоль. 

4. Культивирование продолжалось в течение 2 недель с заменой среды 

каждые трое суток. 

Факт адипоцитарной дифференцировки подтвержден гистохимическим 

методом регистрации нейтральных липидных вакуолей, окрашивающихся 

красителем Oil Red O («Sigma», США).  

Окраска жировым красным (Oil Red О) 

1. Рабочий раствор Oil Red О приготовлен следующим образом: используя 

изопропанол был получен 0,5% раствор Oil Red О (Sigma, США) с последующим 

добавлением дистиллированной воды в соотношении 3:2. 

2. Полученный раствор был профильтрован через фильтры 0,2 мкм. 

3. Культура клеток была фиксирована в метаноле в течение 2 минут. 
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6. Фиксированные клетки промывали 50%-ным этанолом и окрашивали 

раствором жирового красного в течение 10 мин.  

7. Окрашенные клетки промывали 50%-ным этанолом (рисунок 2.7). 

 

Рисунок 2.7. ММСК третьего пассажа, подвергнутые адипоцитарной 

дифференцировке. Окраска с использованием Oil Red О. (ув. х200). 

 

2.5.3. Идентификация ММСК иммуноцитохимическим методом 

Идентификация ММСК иммуноцитохимическим методом проводилась с 

использованием набора - MILLIPORE®’sMesenchymal Stem Cell Characterization 

Kit. MILLIPORE®’s Mesenchymal Stem Cell Characterization Kit содержит панель 

позитивных и негативных маркеров, характеризующих популяцию 

мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток. Позитивные маркеры 

включают антитела, направленные против антигенов, расположенных на 

поверхности клеток – интегрин-β1, СD 54, а также антитела к молекулам 

внеклеточного матрикса, формирующихся в культуре ММСК – фибронектину и 

коллагену I типа. К негативным маркерам для мезенхимальных стволовых клеток 

относятся специфичные антигены гемопоэтических клеток - CD 14 и CD45. 

Протокол действий по определение ММСК иммуноцитохимическим 

методом: 

1. ММСК третьего пассажа были высеяны в 8 – камерные планшеты («Nanc», 

Германия) в концентрации 1 х 105 с использованием специализированной среды 
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для культивирования ММСК (состав см. выше). Культивирование продолжалось 

до достижения 70-80 % конфлюэнтности. 

2. Питательная среда, в которой культивировались ММСК была 

аспирирована. 

3. Культуру клеток фиксировали, используя 4% раствор формальдегида в 

течение 5-10 минут при комнатной температуре. 

4. Осторожно аспирировали 4% раствор формальдегида и промывали три 

раза по 5-10 минут фосфатным буфером (pH 7,4). 

5. Был добавлен блокирующий раствор к клеткам не менее, чем на 2 часа при 

комнатной температуре или на 12 - 16 часов при 40С. Блокирующих растворов 

было 2 разновидности: блокирующий раствор и непроникающий блокирующий 

раствор. 

Состав блокирующего раствора: 5% нормальная ослиная сыворотка с 0,3% 

раствора TritonX-100 в фосфатном буфере. Данный раствор был добавлен в лунки 

к клеткам, где в дальнейшем будет определяться наличие фибронектина, 

коллагена I типа и интегрина-β1. 

Состав непроникающего блокирующего раствора: 5% нормальная ослиная 

сыворотка в фосфатном буфере. Данный раствор был добавлен в лунки к клеткам, 

где в дальнейшем будет определяться наличие следующих кластеров 

дифференцировки: CD54, CD45 и CD14. 

6. Рабочая концентрация первичных антител была приготовлена путем 

разведения: 

а) кроличьи антитела к интегрину-β1 (20 мкл): 1/500. 

б) мышиные антитела к CD 54 (100 мкл): 1/100. 

в) кроличьи антитела к коллагену I типа (исходно содержание антител  

в 20 мкл - 20 мкг): 1/500 – итоговая концентрация антител - 2 нг/мкл. 

г) кроличьи антитела к фибронектину (исходно содержание антител в 10 мкл 

– 10 мкг): 1/1500 - итоговая концентрация антител 0,66 нг/мкл. 
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д) мышиные антитела к CD 14 (исходно содержание антител в 10 мкл - 10 

мкг): 1/1000 - используемая при иммуноцитохимическом исследовании 

концентрация антител 1 нг/мкл. 

е) мышиные антитела к CD 45 (исходно содержание антител в 100 мкл - 100 

мкг): 1/100 – используемая при иммуноцитохимическом исследовании 

концентрация антител 10 нг/мкл. 

7. С целью исключения неспецифического связывания были проведены 

исследования с IgG мыши и IgG кролика. Для этого в лунки, которые служат 

контролем, были добавлены PBS и указанные IgG в количествах, 

соответствующих объемам фосфатного буфера и первичных антител в опытных 

лунках. 

8. Инкубирование клеток с антителами в течение 12 - 16 часов при 4 0C. 

9. С целью удаления несвязанных антител к клеточным культурам был 

добавлен фосфатный буфер (500 мкл) и, в последующем, аспирирован через 5-10 

минут. Эту процедура была повторена четыре раза. 

10. В качестве вторичных антител были использованы меченные 

флюорохромом Сy3 ослиные антитела к IgG мыши и IgG кролика (Millipore, 

США). Указанные вторичные антитела были предварительно разведены в 

фосфатном буфере в соотношении 1:250. 

11. После добавления соответствующих вторичных антител к первичным 

антителам инкубирование продолжалось в течение 2 часов в темной комнате. 

12. С целью удаления несвязанных антител к клеточным культурам добавлен 

фосфатный буфер (500 мкл) и, в последующем, аспирирован через 5-10 минут. 

Эту процедура была повторена четыре раза. 

13. Визуализация ядер клеток обеспечивается применением раствора DAPI / 

Antifade solution (Millipore, США). 

14. С целью удаления избытка флюорохрома DAPI добавлен фосфатный 

буфер (500 мкл) и, в последующем, аспирирован через 5-10 минут. Эта процедура 

была повторена четыре раза. 

15. Визуализация клеток с использованием флуоресцентного микроскопа. 
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Проведенные исследования с использованием набора антител позволили 

доказать принадлежность полученной культуры к ММСК. 

 

2.6. Морфологический анализ культур клеток 

Культуры клеток исследовали на инвертированном микроскопе (UNICO, 

США) с использованием цифровой фотокамеры Cam V400 (Vision, Австрия). 

 

2.7. Выделение ГСК методом позитивной иммуномагнитной сепарации 

 

2.7.1. Методика SCA-1 позитивной иммуномагнитной сепарации: 

1. Полученная первичная клеточная суспензия суспендирована в 

рекомендованном растворе в концентрации 100 млн. клеток в 1 мл буфера для 

иммуномагнитной сепарации (StemCell Technologies, Канада). Состав 

рекомендованного раствора: фосфатный буфер без ионов Cа 2+ и Mg2+ (pH 7,4), 

2% фетальной бычьей сыворотки (FBS) с 1ммоль ЭДТА. 

2. Клетки помещены в пробирку 5 мл из полистирена. 

3. Добавлены первичные биотинилированные антитела – SCA-1 PE Labeling 

Reagent (StemCell Technologies, Канада) в концентрации 50 мкл на 1 мл клеточной 

суспензии. Суспензия была пипетирована и, в дальнейшем, инкубирована при 

комнатной температуре в течение 15 минут. 

4. Добавлены вторичные антитела – Easy Sep PE Selection Cocktail (StemCell 

Technologies, Канада) в концентрации 70 мкл на 1 мл клеточной суспензии, 

способные специфически связываться с биотином первичных антител. Суспензия 

была пипетирована и, в дальнейшем, инкубирована при комнатной температуре в 

течение 15 минут. 

5. Добавлены покрытые декстраном наночастицы железа (StemCell 

Technologies, СШA) в концентрации 50 мкл на 1 мл клеточной суспензии, 

способные связываться с вторичными антителами. Суспензия была пипетирована 

и, в дальнейшем, инкубирована при комнатной температуре в течение 10 минут. 
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6. Клеточная суспензия была доведена до объема 2,5 мл с использованием 

буфера для иммуномагнитной сепарации. После проведенного пипетирования 

данная пробирка была помещена в магнит (StemCell Technologies, Канада). Время 

инкубации в магните составило 5 минут. 

7. Перевернув магнит с находящейся в нем пробиркой и, удерживая его в 

таком положении 2-3 секунды, была удалена из пробирки SCA-1 отрицательная 

фракция клеток.  

8. Поставив магнит и вынув из него пробирку, повторно было добавлено в 

нее 2,5 мл буфера для иммуномагнитной сепарации. После проведенного 

пипетирования данная пробирка была помещена в магнит. Время инкубации в 

магните составило 5 минут. 

9. Этапы позитивной иммунономагнитной сепарации № 6 и № 7 были 

повторены дважды. 

Выделенная, таким образом, фракция клеток, положительная по маркеру 

гемопоэтических стволовых SCA-1 была подвергнута дальнейшим 

исследованиям. 

2.7.2. Методика СD 117 позитивной иммуномагнитной сепарации 

1. Полученная первичная клеточная суспензия суспендирована в 

рекомендованном растворе в концентрации 100 млн. клеток в 1 мл буфера для 

иммуномагнитной сепарации (StemCell Technologies, Канада). Состав 

рекомендованного раствора: Фосфатный буфер без ионов Cа 2+ и Mg2+ (pH 7,4), 

2% Фетальной бычьей сыворотки (FBS) с 1ммоль ЭДТА. 

2. Клетки помещены в пробирку 5 мл из полистирена. 

3. Добавлены первичные биотинилированные антитела – CD 117 PE Labeling 

Reagent (StemCell Technologies, Канада) в концентрации 50 мкл на 1 мл клеточной 

суспензии. Суспензия была пипетирована и, в дальнейшем, инкубирована при 

комнатной температуре в течение 15 минут. 

4. Добавлены вторичные антитела –Easy Sep PE Selection Cocktail (StemCell 

Technologies, Канада) в концентрации 70 мкл на 1 мл клеточной суспензии, 

способные специфически связываться с биотином первичных антител. Суспензия 
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была пипетирована и, в дальнейшем, инкубирована при комнатной температуре в 

течение 15 минут. 

5. Добавлены покрытые декстраном наночастицы железа (StemCell 

Technologies, СШA) в концентрации 50 мкл на 1 мл клеточной суспензии, 

способные связываться с вторичными антителами. Суспензия была пипетирована 

и, в дальнейшем, инкубирована при комнатной температуре в течение 10 минут. 

6. Клеточная суспензия была доведена до объема 2,5 мл с использованием 

буфера для иммуномагнитной сепарации. После проведенного пипетирования данная 

пробирка была помещена в магнит (StemCell Technologies, СШA). Время инкубации в 

магните составило 5 минут. 

7. Перевернув магнит с находящейся в нем пробиркой и, удерживая его в 

таком положении 2-3 секунды, была удалена из пробирки CD 117 отрицательная 

фракция клеток.  

8. Поставив магнит и вынув из него пробирку, повторно было добавлено в 

нее 2,5 мл буфера для иммуномагнитной сепарации. После проведенного 

пипетирования данная пробирка была помещена в магнит. Время инкубации в 

магните составило 5 минут. 

9. Этапы прямой иммунономагнитной сепарации № 6 и № 7 были повторены 

дважды. 

Выделенная, таким образом, фракция клеток, положительная по маркеру 

гемопоэтических стволовых клеток CD 117 была подвергнута дальнейшим 

исследованиям. 

 

2.8. Иммунофенотипирование ГСК 

Иммунофенотипирование суспензии ГСК было проведено методом 

проточной цитометрии с использованием моноклональных антител, 

конъюгированных с флуорохромами (Becton Dickinson, США). Во фракции 

трансплантируемых клеток оценивалось содержание ГСК с иммунофенотипом 

положительных по CD117+ (рисунок 2.7, рисунок 2.8), Sca-1+ (рисунок 2.9, 

рисунок 2.10) и отрицательных по Lin- на проточном цитометре BD FACS Calibur. 

http://www.bdbiosciences.com/instruments/facscalibur/index.jsp
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В качестве изотипического контроля для первичных антител, 

использованных в наборе на позитивную иммуномагнитную сепарацию по SCA-1 

и СD117, были использованы антитела PE labeled Rat IgG2a, kappa isotype control 

(Becton Dickinson, США). С целью определения Lin- антигенов на поверхности 

клеток (до и после иммуномагнитной сепарации) был использован набор антител 

– FITC anti-mouse Lineage Coctail with isotype control (Biolegend, США). 

Указанный набор позволяет оценить содержание клеток с антигенами, 

характерными для лимфоцитов (С3е), гранулоцитов (Ly-6G), макрофагов (M1/70), 

а также экспрессию общего лейкоцитарного антигена (CD45) и выраженность 

антигена, характерного для эритроцитов (Ter-119). 

Проведенные исследования позволили установить, что содержание клеток 

после иммуномагнитной сепарации с иммунофенотипом CD117+, Sca-1+, Lin- 

составило 70-93%. Жизнеспособность клеток, определенная с использованием 

трипанового синего составила 95-97 %. 
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Рис. 2.7. Результаты проточной цитофлуориметрии.  

Количество CD117+ и Lin- клеток в суспензии до позитивной иммуномагнитной 

сепарации по антигену CD117. 
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Рис. 2.8. Результаты проточной цитофлуориметрии.  

Количество CD117+ и Lin- клеток в суспензии после позитивной 

иммуномагнитной сепарации по антигену CD117. 
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Рис. 2.9. Результаты проточной цитофлуориметрии.  

Количество SCA-1 + и Lin- клеток в суспензии до позитивной иммуномагнитной  

сепарации по антигену SCA-1. 
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Рис. 2.10. Результаты проточной цитофлуориметрии.  

Количество SCA-1 + и Lin- клеток в суспензии после позитивной 

иммуномагнитной сепарации по антигену SCA-1. 

 

2.9. Подсчет и определение жизнеспособности клеток 

Методика подсчета клеток: 

1. Суспензия клеток была тщательно перемешана, после чего, 20 мкл этой 

суспензии было перенесено в отдельную пробирку. 

2. Было проведено разведение 1/20: 20 мкл клеточной суспензии было добавлено 

к 380 мкл 3% уксусной кислоты с метиленовым синим («StemCell Technologies», 

Канада). При этом 3% уксусная кислота разрушает цитоплазматическую мембрану 

клетки, оставляя ядро клетки интактным. Краситель метиленовый синий, в свою 
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очередь, облегчает визуализацию ядер.  

3. Суспензия клеток хорошо перемешана. 

4. Подсчет клеток в камере Горяева был проведен по следующей формуле: 

X=A * 50* 103(1) ........................... (1) 

где:  

А – число клеток в 100 больших квадратах камеры Горяева;  

X- число клеток в 1 мл. 

Жизнеспособность клеток была определена с помощью суправитальной 

окраски раствором трипанового синего. Использование трипанового синего 

позволяет обнаружить мертвые и поврежденные клетки, в то время как 

жизнеспособные клетки данным раствором не окрашиваются.  

Методика определения жизнеспособности клеток с помощью трипанового 

синего: 

1. Суспензия клеток была тщательно перемешана, после чего, 100 мкл этой 

суспензии было перенесено в отдельную пробирку. 

2. 100 мкл 0,2 % раствор трипанового синего («StemCell Technologies», 

Канада) было добавлено к суспензии клеток (соотношение 1:1). 

3. Суспензия клеток была хорошо перемешана. 

4. Инкубирование клеток с трипановым синим было проведено при 

комнатной температуре в течение 10 минут. Так как инкубирование более 15 

минут приводит к реализации токсического эффекта трипанового синего на 

клетки, что выражается в повреждении цитоплазматической мембраны клетки и 

последующему прокрашиванию всех клеток трипановым синим. 

5. Подсчет клеток в 5 больших квадратах камеры  Горяева (или ≥ 100 клеток). 

При этом мертвые клетки в связи с нарушением целостности цитоплазматической 

мембраны прокрашиваются синим цветом. Жизнеспособные клетки не 

прокрашиваются трипановым синим. 

 

 

Содержание жизнеспособных клеток определялось по формуле: 
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Жизнеспособные клетки, % = Количество клеток без трипанового синего * 

100 % / Общее количество подсчитанных клеток (прокрашенных и не 

прокрашенных трипановым синим). Жизнеспособность выделенных клеток перед 

трансплантацией составляла 95 – 97 %. 

 

2.10. Тест колониеобразования 

С целью определения функциональной способности клеток (с фенотипом 

Sca1+, CD 117+, Lin-), выделенных из плаценты лабораторных животных с 

помощью позитивной иммуномагнитной сепарации был проведен стандартный 

тест колониеобразования. Данный тест позволяет установить способность 

полученных клеток формировать различные типы гемопоэтических колоний. 

Настоящая методика включала следующие этапы: 

1. Популяция клеток, выделенная с помощью позитивной иммуномагнитной 

сепарации по антигенам SCA1 и CD117 была помещены в раствор DMEM с 

содержанием 2% раствора FBS. 

2.  Произведен подсчет выделенных клеток в гемоцитометре. 

3. В нагредую до комнатной температуры среду MethoCult (StemCell 

Technologies, Канада) были внесены клетки (100 мкл суспензии на 1 мл 

MethoCult) и тщательно перемешаны на шейкере. 

4. В 100 мкл суспензии содержалось от 500 от 2000 клеток. 

Состав среды MethoCult: 

 Метилцеллюлоза (содержание – 1 %) в Iscove
,
sMDM.  

 Фетальная бычья сыворотка – 15 % 

 Бычий сывороточный альбумин – 1 % 

 Инсулин – 10 мкг/мл 

 Человеческий трансферрин – 200 мкг/мл 

 2-меркаптоэтанол – 10-4 M 

 Фактор стволовой клетки 50 нг/мл 

 Ил 3 - 10 нг/мл 
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 Ил 6 - 10 нг/мл 

 Эритропоэтин – 3 Ед/мл 

 L-глутамин - 2 мМ 

5. В течение 5 минут клетки оставляли при комнатной температуре до 

исчезновения пузырьков. 

6. Полученную суспензию аккуратно без пузырьков разливали в лунки  

24-луночного планшета («Sarstedt», Германия) в количестве 0,6 мл/лунку.  

7. Планшет ставили на 2 недели в CO2 инкубатор. 

8. Образование колоний было зарегистрировано под инвертированным 

микроскопом. 

 

 
 

Рисунок 2.11. Колониеобразование в метилцеллюлозной среде,  

14-е сутки культивирования. КОЕ- М. Микрофотография ув. х 100. 
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Рисунок 2.12. Колониеобразование в метилцеллюлозной среде,  

14-е сутки культивирования. КОЕ- ГМ. Микрофотография ув. х100. 

 

 

 
Рисунок 2.13. Колониеобразование в метилцеллюлозной среде,  

14-е сутки культивирования. БОЕ- Е. Микрофотография ув. х100. 
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Рисунок 2.14. Колониеобразование в метилцеллюлозной среде,  

14-е сутки культивирования. КОЕ- ГЭММ (два центра).  

Микрофотография ув. х100. 

 

 

 
 

Рисунок 2.15. Колониеобразование в метилцеллюлозной среде,  

14-е сутки культивирования. Два типа колоний:  БОЕ-Е, КОЕ- ГМ (в центре). 

Микрофотография ув. х100. 
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Рисунок 2.16. Колониеобразование в метилцеллюлозной среде,  

14-е сутки культивирования. Три типа колоний: 2 БОЕ-Е (большие), 1 (маленькая 

в центре) БОЕ-Е, КОЕ-М (в центре), КОЕ- ГМ (справа).  

Микрофотография ув. х100. 

 

2.11. Облучение лабораторных животных  

на гамма-терапевтической установке 

В данном эксперименте облучение животных проводилось на гамма – 

терапевтическая установке типа АГАТ – С с радионуклидным источником Co – 60 

типа ГИК –8 – 4. 

Радионуклид Co – 60 на основе, которого изготовлен источник 

ионизирующего излучения имеет следующие радиационно – физические 

характеристики: 

- период полураспада T1/2 = 5,2709 года 

- энергия гамма квантов: E1 = 1, 25МэВ (100 %). 

Схема эксперимента и расчет поглощенных доз. 

В настоящем эксперименте мыши располагались в фиксирующем их 

передвижение «домике». Облучение животных производилось по отдельности. 

Соответствующая схема эксперимента приведена на рис. 2.17. 
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Рис. 2.17. Схема облучения подопытных мышей на гамма – терапевтической  

установке типа АГАТ – С. 

1. Источник. 2. Радиационная головка. 

3. Детектор. 4. Экспериментальное животное 

 

Расчет поглощенной дозы в месте расположения животного проводился на 

основании проведенной дозиметрии с помощью клинического дозиметра UNIDOS 

и ионизационной камеры (детектор) типа Farmer, стандартно применяемых в 

медицинской радиологии. Ионизационная камера располагалась на уровне ½ 

высоты мыши, с камеры информация считывается на дозиметр UNIDOS, сеанс 

облучения останавливался при наборе необходимой дозы. Расстояние источник – 

мышь было выбрано достаточно большим (150 см). Это расстояние определялось 

для создания меньшего градиента поглощенной дозы в месте расположения 

мыши.  

Так как облучение производилось с одного прямо падающего поля 

облучения, то в связи с законом ослабления излучения с расстоянием 

(интенсивность излучения обратно пропорциональна квадрату расстояния от 

источника излучения I ~ 1/ R 2) и рассеянием в тканях мыши с глубиной, 

ожидаемо, что на верхней части мыши (спинка) и на нижней части (брюшко) 

поглощенные дозы будут отличаться. Учитывая большое расстояние источник – 
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мышь и небольшую длину животного оцененная разность «верхней» и «нижней» 

поглощенной дозы составляет менее 1%. 

Также существует погрешность измерительной аппаратуры – она составляет 3%.  

 

2.12. Методы исследования кроветворной ткани 

 

2.12.1. Морфологическое исследование крови и костного мозга 

Кровь для исследования брали у мышей из хвостовой вены. 

Подсчет количества лейкоцитов проводили в счетной камере Горяева. 

При определении числа ретикулоцитов их подсчитывали в окрашенных 

бриллиант – крезил – блау мазках крови на 2000 эритроцитов. 

Мазки периферической крови окрашивали по Романовскому. Подсчет 

лейкоцитарной формулы проводили на 200 клеток. 

Для исследования морфологии костного мозга его извлекали из бедренной 

кости. Мазки костного мозга окрашивали по Паппенгейму.  

Подсчет миелограммы производили на 1000 клеток.  

Определяли общее количество миелокариоцитов в костном мозге бедренной 

кости [43].  

Оценка пролиферативной активности элементов гранулоцитарного и 

эритроидного ростков производилась в цитологических мазках костного мозга 

при окраске по Паппенгейму. Пролиферативную активность эритроидного и 

гранулоцитарного ростков оценивали с помощью определения митотического 

индекса (МИ) соответствующих дифферонов. Подсчитывали элементы с 

четырьмя морфологически выделяемыми стадиями митоза встречаемых на 1000 

клеток, полученный результат выражали в промилях.  
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Количество митотически делящихся элементов изучаемого ростка 

МИ = ---------------------------------------------------------------------------  1000 ‰.........(2) 

1000 подсчитанных клеток костного мозга 
 

Приготовление, окраска, микроскопия и подсчет микроядер в 

полихроматофильных эритроцитах костного мозга мышей: 

1. Забой животных осуществляли методом цервикальной дислокации, после 

чего извлекали бедренную кость. 

2. Кожа над коленом задней конечности была собрана в складку, после чего 

производился надрез ножницами. Стянутую под коленом кожу и мышцы 

протыкали вблизи сустава одной браншей ножниц и, в дальнейшем разрезали их. 

Задние конечности были отделены от тела вместе с частью тазовых костей. 

Растягивая коленный сустав и осторожно вывертывая его, производилось 

вычленение дистальной части бедренной кости из коленного сустава. Скальпелем 

производилось удаление мягких тканей бедра. Вывертывая из вертлужной 

впадины тазобедренного сустава проксимальный конец, осуществлялось 

окончательное отделение бедренной кости. Марлевой салфеткой удалялись 

остатки мягких тканей, сгустки крови. 3.На обезжиренное оптическое стеклышко 

наносилась сыворотки AB0  (IV) группы крови человека. 

4. Срезая эпифизы бедренной кости, производили открытие костномозгового 

канала. На проксимальный конец бедренной кости натягивали резиновую 

трубочку (длина 15 см), другой конец которой сообщался с резиновой грушей. 

Резкое сжатие груши приводило к выбросу костного мозга из костномозгового 

канала на оптическое стеклышко.  

5. Далее стеклянной палочкой, круговыми движениями готовили суспензию 

клеток костного мозга, она должна быть определенной плотности - иметь 

беловатую опалесцирующую окраску. 

6. После приготовления, каплю этой суспензии наносили на край 

обезжиренного предметного стекла. Распределение материала по стеклу 

осуществляли перемещением позади шлифованного стекла под углом 450. 

Оптимальная длина мазка 2-3 см.  
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7. Мазок высушивался на воздухе в течение суток. 

8. Окрашивание мазков по Паппенгейму (производилось на следующий день). 

Микроскопия осуществлялась в проходящем свете под объективом с 

масляной иммерсией. Анализировались отдельно лежащие полихроматофильные 

эритроциты с микроядрами. МЯТ был рассчитан как отношение числа 

полихроматофильных эритроцитов с микроядрами к 1000 подсчитанных 

полихроматофильных эритроцитов, выраженное в промилле (Методические 

рекомендации по оценке мутагенной активности химических веществ 

микроядерным тестом, подготовлены Всесоюзным научно – исследовательским 

институтом дезинфекции и стерилизации Министерства здравоохранения СССР, 

Москва 1984). 

Микроядра - в абсолютном большинстве случаев округлой формы, реже 

овальной или кольцевой. Расположены центрально или эксцентрично; 

представляют собой гомогенно окрашенные в красно-фиолетовый цвет - 

хроматиновые тельца. Не преломляют свет, размером не более ¼ диаметра 

эритроцита. В одной клетке крайне редко встречаются два и более микроядер. 

Число полихроматофильных эритроцитов с микроядрами 

МЯТ = -----------------------------------------------------------------------  1000 ‰ ...........(3) 

1000 полихроматофильных эритроцитов 
 

Цитологические препараты костного мозга и периферической крови 

анализировались с помощью микроскопа Micros MC - 50 (Австрия) при увеличении 

100 х 15. 
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2.12.2. Морфологическое исследование селезенки 

1. После цервикальной дислокации лабораторное животное было помещено 

на операционный столик, на правый бок, после чего левый бок был обработан 

спиртом.  

2. В районе «талии» животного ножницами был сделан поперечный разрез 

кожи длиной 2–2,5 см слева от середины туловища, затем рассеченные ткани 

были раздвинуты пинцетом. При этом через тонкий мышечный слой 

проглядывается темно – бордовая селезенка. 

3. Мышцы были рассечены и, в дальнейшем, пинцетом извлечена селезенка.  

4. После удаления ножницами соединительнотканных тяжей селезенка была 

взвешена. 

2.12.2.1.  Исследование клеточного состава селезенки 

1. Образец ткани селезенки с целью удаления крови был промыт в 

стерильном фосфатном буфере pH 7,2 - Dulbecco's phosphate buffered saline (DPBS; 

StemCell Technologies, СШA). 

2. Образец ткани селезенки был помещен в стерильную чашку Петри 

диаметром 6 см с 3,8 мл раствора Аккутазы (Millipore, США). Раствор аккутазы 

обеспечивает ферментативное разрушение межклеточных контактов не разрушая 

при этом мембрану клеток. 

3. Ткань органа была измельчена с помощью маленьких ножниц. 

4. Дополнительно мягким раздавливанием осуществлялась гомогенизация 

селезенки.  

5. Полученная суспензия была инкубирована на шейкере при медленном 

покачивании в течение 7 минут при температуре 370С.  

6. С целью удаления дебриса суспензия клеток была профильтрована через 

фильтры на 70 мкм (Millipore, США).  

7. Для выделения мононуклеарной фракции настоящая суспензия была 

нанесена на раствор лимфолайт-М (StemCell Technologies, СШA) в соотношении 

1:1 и центрифугирована при 1000g в течение 20 минут. 
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8. С целью отмывки клеток от лимфолайта-М проведено центрифугирование 

при 300 g в течение 10 минут. 

9. Количество выделенных клеток было подсчитано в камере Горяева и был 

сделан перерасчет на общую клеточность селезенки. 

10. Из полученного осадка были изготовлены мазки на предметном стекле, 

аналогично мазку крови.  

11. Мазок был высушен. 

12. Окраска проводилась по методу Паппенгейма. Использование данного 

метода окраски позволяет наиболее четко дифференцировать структуру ядер и 

зернистость лейкоцитов. 

13. Морфологическое исследование было проведено при увеличении  

х 1000 с использованием масляной иммерсии, подсчитывая в 1000 клеток процент 

клеток разных рядов кроветворения.  

 

2.12.2.2.  Определение основных морфометрических  

показателей селезенки 

Для проведения гистологического исследования селезенки материал был 

фиксирован в 10% нейтральном формалине. Заливку проводили в парафин и 

готовили срезы толщиной 5 мкм, которые окрашивали гематоксилином и эозином. 

Морфометрическое исследование проводили с использованием программы Biovison 

4.0. Было исследовано не менее 3 срезов каждого органа, полученных с разного 

уровня тканевого блока.  

Были определены следующие показатели: Площадь лимфоидного фолликула 

= Суммарная площадь лимфоидных фолликулов/количество лимфоидных 

фолликулов.  

Площадь В-зоны лимфоидного фолликула = Суммарная площадь В-зоны 

лимфоидных фолликулов/количество лимфоидных фолликулов.  

Площадь герминативного центра лимфоидного фолликула = Суммарная 

площадь герминативных центров лимфоидных фолликулов/количество 

лимфоидных фолликулов. 
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Площадь T-зоны лимфоидного фолликула = Суммарная площадь T-зоны 

лимфоидных фолликулов/количество лимфоидных фолликулов.  

Расстояние между центрами фолликулов = сумма расстояний между 

ближайшими фолликулами / количество подсчитанных расстояний. Клеточность 

красной пульпы определялось как среднее содержание клеток в красной пульпе в 

0,01 мм2.  

Для каждой мыши было проведено по 10 измерений в случайно выбранных 

срезах из разных отделов органа. 

 

2.13. Методы оценки регенераторных процессов 

в слизистой оболочке тощей кишки 

Для изучения обзорной гистологической картины и морфометрического 

анализа во всех сериях экспериментов для исследования производилась аутопсия 

тощей кишки. 

Операция производилась под эфирным наркозом. По средней линии передней 

брюшной стенки производился разрез длиной 2-3 см, извлекались петли тонкой 

кишки. Резекции подвергалась верхняя треть тощей кишки. 

Материал фиксировали в 10 % нейтральном формалине. Заливку проводили в 

парафин и готовили срезы с соблюдением строгой ориентации ворсин и крипт 

толщиной 5 мкм. 

Пролиферативная активность кишечного эпителия была определена путем 

подсчета пролиферативного индекса (ИП) с использованием набора первичных и 

вторичных антител на гистологических срезах продольной ориентации по 

идентификации белка Ki-67. Белок Ki-67 – надежный маркер пролиферативной 

активности клеток. Концентрация данного белка нарастает в ядре клетки начиная 

с G1 периода митотического цикла и достигает максимальных значений к митозу. 

Период распада Ki-67 составляет 1,5-2 часа. В клетках не пролиферирующих, 

находящихся в стадии G0 указанный белок не определяется. 

Верификация пролиферативной активности эпителиоцитов по обнаружению 

белка Ki-67: 
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1. Депарафинизация тканевых срезов 

1.1. Образец был погружен в ксилол 3 раза по 5 минут. 

1.2. Образец был погружен в 95 % этиловый спирт 3 раза по 5 минут и 1 раз в 

70% этиловый спирт на 5 минут. 

1.3. Образец был погружен в PBS pH 7,2 (StemCell Technologies, Канада) 

однократно в течение 5 минут. 

2. Предварительная подготовка препарата 

2.1. Свежеприготовленный раствор в рабочей концентрации 50 мкг/мл 

Протеиназы К был добавлен к гистологическому препарату. Инкубирование 

Протеиназы К с гистологическим срезом составляла 15 минут при комнатной 

температуре. Раствор Протеиназы К в объеме 1,5 мкл (5 мг/мл) был разведен в 150 

мкл PBS. Указанный объем рабочей концентрации фермента был нанесен на 

площадь гистологического препарата в 5 см2. 

2.2. Гистологический препарат, располагая вертикально, был осторожно 

промыт раствором PBS. Раствор PBS при этом был направлен поверх 

гистологического среза. 

2.3. Образец был погружен 2 раза в дистиллированную воду каждый раз на 2 

минуты. 

3. Гистологический препарат был инкубирован с 10% козьей сывороткой 

(Santa Cruz Biotech, США) в фосфатном буфере в течение 20 минут для 

исключения неспецифического связывания IgG. 

4. Препарат был погружен в PBS на 2 минуты. 

5. Инкубирование с первичными антителами в течение 60 минут. 

Первичные антитела-  Ki-67 (Santa Cruz Biotech, USA). Флакон содержит 200 

мкг IgG в 1 мл PBS. Производителем рекомендовано использовать разведение 

данных антител в 50 – 500 раз в PBS с содержанием козьей сыворотки 1,5 % 

(Santa Cruz Biotech, USA). С целью получения рабочей концентрации первичных 

антител на 1 срез было израсходовано: 2 мкл Ki-67 в 96,5 мкл PBS с добавлением 

1,5 мкл 100 % козьей сыворотки. 

6. Гистологический препарат был погружен 3 раза по 5 минут в PBS. 
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7. Осторожно был удален избыток жидкости с гистологического препарата. 

8. Инкубирование в темноте с вторичными антителами в течение 45 минут. 

Вторичные антитела - donkey anti-goat IgG-FITC (Santa Cruz Biotech, USA). 

Флакон содержит 200 мкг IgG. Производителем рекомендовано использовать 

разведение данных антител в 100-400 раз. С целью получения рабочей 

концентрации вторичных антител на 1 срез было израсходовано: 1 мкл donkey 

anti-goat IgG-FITC в 97,5 мкл PBS с добавлением 1,5 мкл 100 % ослиной 

сыворотки. 

9. Гистологический препарат был погружен 3 раза по 5 минут в PBS. 

10. Осторожно был удален избыток жидкости с гистологического препарата. 

11. С целью визуализации ядер эпителиоцитов был добавлен краситель DAPI 

– 15 мкл. 

12. Фиксация покровного стекла 

13.Визуализация препарата. 

Количество иммунопозитивных ядер эпителиоцитов к белку Ki-67 

ИП = -------------------------------------------------------------------------------  100% .......(4) 

3000 подсчитанных эпителиоцитов 

 

Для флуорохромов DAPI и FITC были использованы длины волн 

возбуждения соответственно 365 нм и 470 нм. Гистологические препараты тощей 

кишки анализировались с помощью флуоресцентного микроскопа  

Carl zeiss (Германия) при увеличении х 400. 

Верификация выраженности апоптоза с использованием метода ApopTag® 

Peroxidase In Situ Oligo Ligation (ISOL). 

Процесс апоптоза сопряжен с разрывами нитей ДНК. При этом эти разрывы не 

являются хаотичными, а характеризуются появлением в межнуклеосомных 

участках. И, что особенно важно, эти разрывы в обеих нитях происходят на одном и 

том же уровне либо есть единичное выступающее азотистое основание с 3′- конца 

цепочки молекулы ДНК. Использование методики ISOL для идентификации 

апоптоза позволяет четко дифференцировать клетки в гистологическом срезе 

находящиеся в состоянии запрограммированной гибели от клеток в некрозе. 
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Последние характеризуются хаотичными разрывами нитей ДНК. Верификация 

апоптоза при использовании метода ISOL начинается со специфического 

взаимодействия синтетических биотинилированных олигонуклеотидов как с 

одинаковыми разрывами ДНК (Oligo B), так и с выступающим азотистым 

основанием на 3′- конце цепочки молекулы ДНК (Oligo A).  

Указанные взаимодействия идут в присутствии фермента ДНК – лигаза. 

После добавления конъюгата стрептавидин-пероксидаза происходит его 

связывание с олигонуклеотидами. Конечным этапом является добавление 

диаминобензидина – хромогенного субстрата пероксидазы, образующего 

коричневый преципитат, который хорошо визуализируется с помощью 

светлопольной микроскопии. 

I. Депарафинизация тканевых срезов 

1. Образец был погружен в ксилол 3 раза по 5 минут. 

2. Образец был погружен в 95 % этиловый спирт 3 раза по 5 минут и 1 раз в 

70% этиловый спирт на 5 минут. 

3. Образец был погружен в PBS pH 7,2 (StemCell Technologies, Канада) 

однократно в течение 5 минут. 

II. Инактивация эндогенной пероксидазы. 

1. Образец был погружен в 3 % перекись водорода в PBS на 5 минут при 

комнатной температуре. 

2. Гистологический препарат, располагая вертикально, был осторожно 

промыт раствором PBS. Раствор PBS при этом был направлен поверх 

гистологического среза. 

3. Образец был погружен 2 раза в дистиллированную воду каждый раз на  

2 минуты. 
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III. Предварительная подготовка препарата  

1. Свежеприготовленный раствор Протеиназы К в рабочей концентрации 50 

мкг/мл был добавлен к гистологическому препарату. Инкубирование Протеиназы 

К с гистологическим срезом составляло 15 минут при комнатной температуре. 

Раствор Протеиназы К в объеме 1,5 мкл (5 мг/мл) был разведен в 150 мкл PBS. 

Указанный объем рабочей концентрации фермента был нанесен на площадь 

гистологического препарата в 5 см2. 

2. Гистологический препарат, располагая вертикально, был осторожно 

промыт раствором PBS. Раствор PBS при этом был направлен поверх 

гистологического среза. 

3. Образец был погружен 2 раза в дистиллированную воду каждый раз на 2 

минуты. 

IV. Применение уравновешивающего буфера - Equilibration Buffer. 

1. Осторожно был удален избыток жидкости с гистологического препарата. 

2. Сразу же был нанесен однократный Equilibration Buffer непосредственно 

на срез (60 мкл/5 см2). Инкубирование продолжалось не менее 10 секунд при 

комнатной температуре.  

V. Применение ДНК-лигазы совместно с Oligo-A и Oligo-B. 

1.Осторожно был удален избыток жидкости с гистологического препарата. 

2. Был приготовлен рабочий раствор ДНК-лигазы и нанесен на поверхность 

среза (60 мкл/5 см2). 

 

Методика получения рабочего раствора ДНК лигазы: 

2.1. К 54 мкл Oligo-A и Oligo-B добавить 6 мкл ДНК-лигазы до общего 

объема 60мкл.  

2.2. Пипетируя полученную смесь необходимо вымыть из наконечника 

дозатора оставшуюся на его стенках ДНК-лигазу. 

2.3. Тщательно перемешать полученный раствор (3 раза по 2 секунды). 

Пробирка с рабочим раствором ДНК-лигазы все время должна находиться во 

льду. 
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3. Инкубировать во влажной камере при температуре 160 - 220 С в течение 10 

- 16 часов. 

VI. Удаление несвязанных олигонуклеотидов.  

1. Гистологический препарат, располагая вертикально, был осторожно 

промыт раствором PBS. Раствор PBS при этом был направлен поверх 

гистологического среза. 

 2. Образец был погружен 3 раза в дистиллированную воду каждый раз на  

10 минут. 

VII. Применение конъюгата Стрептавидин-пероксидазы. 

1. Стрептавидин-пероксидаза была нанесена на гистологический препарат в 

количестве 50-60 мкл/5 см2. 

2. Инкубирование во влажной камере 30 минут при комнатной температуре. 

VIII. Удаление несвязанной Стрептавидин-пероксидазы. 

1. Гистологический препарат, располагая вертикально, был осторожно 

промыт раствором PBS. Раствор PBS при этом был направлен поверх 

гистологического среза. 

2. Образец был погружен 3 раза в PBS каждый раз на 5 минут. 

IX. Окраска гистологического препарата субстратом пероксидазы. 

1. Осторожно был удален избыток жидкости с гистологического препарата. 

2. Был использован рабочий раствор субстрата пероксидазы  

(3,3 диаминобензидина) в количестве 75 – 100 мкл/5 см2. 

 

Методика получения раствора 3,3 диаминобензидина  

в рабочей концентрации 

Исходно в наборе 3,3 диаминобензидин представлен в 50Х концентрации. 

Для приготовления однократного раствора субстрата пероксидазы следует 

использовать буфер разводящий раствор: 147 мкл соответствующего буфера 

добавить к 3 мкл 3,3 диаминобензидина. Полученного количества однократного 

раствора 3,3 диаминобензидина достаточно для обработки 2 гистологических 

препаратов площадью по 5 см2. 
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3. Инкубировать в течение 10 минут при комнатной температуре. 

X. Удаление несвязанного 3,3 диаминобензидина. 

1. Гистологический препарат, располагая вертикально, был осторожно 

промыт раствором PBS. Раствор PBS при этом был направлен поверх 

гистологического среза. 

2. Образец был погружен 2 раза в дистиллированную воду каждый раз  

на 2 минуты. 

XI. Окраска ядер клеток гистологического препарата. 

1. Гистологический срез был погружен в 0,5% раствор метиленового 

зеленого на 10 минут при комнатной температуре. 

2. Промыть образец в дистиллированной воде 3 раза. При этом погружая 

образец в воду по 10 раз при первых двух промываниях. Во время третьего 

промывания не следует взбалтывать препарат в дистиллированной воде, а 

необходимо его там оставить на 30 секунд. 

3. Промыть образец в бутаноле 100% 3 раза. При этом погружая образец в 

воду по 10 раз при первых двух промываниях. Во время третьего промывания не 

следует взбалтывать препарат в растворе бутанола, а необходимо его там оставить 

на 30 секунд. 

XII. Фиксация и анализ гистологического среза на предметном стекле. 

1. Дегидратация препарата осуществлялась путем его помещения поочередно 

в 3 ванночки с ксилолом (время инкубации в каждой – 2 мин). 

2. Осторожно был удален избыток жидкости с гистологического препарата. 

3. Не давая образцу высохнуть, с использованием среды Biomount (BD 

Biosciences, США) покровное стекло было зафиксировано поверх 

гистологического среза. 

4. Анализ препарата при световой микроскопии (рисунки 2.13, 2.14, 2.15, 2.16). 
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Уровень запрограммированной гибели эпителиоцитов был определен путем 

подсчета апоптотического индекса: 

Количество эпителиоцитов в состоянии апоптоза 

АИ  = ----------------------------------------------------------------  100% ..........................(5) 

3000 подсчитанных эпителиоцитов 

 

С целью получения достоверных данных о выраженности апоптоза в 

эпителии тощей кишки лабораторных животных были проведены отрицательные 

контроли:  

1. Замена уравновешивающего буфера на фосфатный буфер. 

2. Рабочий раствор ДНК-лигазы был предварительно помещен в термостат на 

20 минут при + 65 0С для разрушения данного фермента. 

3. Проведение методики ISOL без использования стрептавидин-пероксидазы. 

При использовании каждого из трех подходов в гистологических препаратах 

кишечника коричневый преципитат выявлен не был.  

Среднюю клеточность в одной крипте определяли, как отношение общего 

числа подсчитанных криптальных эпителиоцитов к количеству анализированных 

крипт, выраженное в процентах. 

Гистологические препараты тощей кишки анализировались с помощью 

микроскопа Micros MC – 50 (Австрия) при увеличении х400, х1000. 

 

 2.14. Методы статистической обработки полученных результатов 

Для каждого ряда значений показателя вычисляли среднюю 

арифметическую, стандартную ошибку среднего. Достоверность отличий в 

сравниваемых выборках проведено по критерию Манна – Уитни (U). В некоторых 

случаях для вычисления статистической значимости полученных результатов 

использовался критерий хи-квадрат (χ2). Статистическая обработка данных 

проведена с помощью программного пакета SPSS Statistics (версия 17.0). 

Вероятность различий считалась достоверной при значениях p<0,05. 
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Сравнение изучаемых показателей лабораторных животных, которым 

вводились препараты, проводилось с контролем и контрольной подгруппой. В 

качестве контроля были выбраны лабораторные животные, не подвергшиеся 

воздействию экстремального фактора и которым вводился физиологический 

раствор. Контрольной подгруппе соответствовали подопытные животные, 

подвергшиеся воздействию экстремального фактора. Животным контрольной 

подгруппы вводился физиологический раствор. 
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ГЛАВА 3. 

ВЛИЯНИЕ РАЗЛИЧНЫХ ДОЗ ГСК ПРИ ПРОВЕДЕНИИ СОЧЕТАННОЙ 

ТРАНСПЛАНТАЦИИ С ММСК НА РЕГЕНЕРАЦИЮ МИЕЛОИДНОЙ 

ТКАНИ ЗРЕЛЫХ ЛАБОРАТОРНЫХ ЖИВОТНЫХ  

В ФИЗИОЛОГИЧЕСКИХ УСЛОВИЯХ И В УСЛОВИЯХ  

ВОЗДЕЙСТВИЯ ЭКСТРЕМАЛЬНЫХ ФАКТОРОВ 

 

 

С целью определения минимальной терапевтической дозы ГСК при 

проведении сочетанной трансплантации с ММСК изучалось воздействие ГСК в 

дозе 250 тыс. клеток/кг, 300 тыс. клеток/кг и 330тыс. клеток/кг. При этом 

эффективность трансплантируемых количеств ГСК оценивалась по изменению 

количества цитогенетически измененных клеток в костном мозге, а также по 

данным миелограммы и периферической крови. Действие сочетанной 

трансплантации ММСК и ГСК в указанных выше дозах изучалось в 

физиологических условиях, после воздействия ионизирующего излучения, а 

также после острой кровопотери. 

 

3.1. Влияние ГСК в количестве 250 тыс. клеток/кг при проведении 

сочетанной трансплантации с ММСК на регенерацию миелоидной ткани 

зрелых лабораторных животных на 7 сутки в физиологических условиях 

Для изучения влияния ГСК в количестве 250 тыс. клеток/кг при проведении 

сочетанной трансплантации с ММСК на регенерацию миелоидной ткани зрелых 

лабораторных животных на 7 сутки в физиологических условиях были проведены 

исследования на интактных животных (таблицы 3.1, 3.2, 3.3). 
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Таблица 3.1 

Содержание клеток костного мозга в бедренной кости интактных  

лабораторных мышей, Mm, n = 9 

Наименование клеточных элементов 
Содержание клеток  

(млн. клеток/бедро)  

Миелокариоциты (общее число) 12,331,67 

Нейтрофильные 

клетки 

миелобласты 0,210,05 

промиелоциты 0,170,03 

миелоциты 0,240,04 

метамиелоциты 0,610,07 

палочкоядерные и сегментоядерные 5,100,59 

Эозинофилы (всех генераций) 0,220,05 

Все гранулоцитарные элементы 6,530,67 

Эритробласты 0,030,01 

Нормобласты 

базофильные 0,520,08 

полихроматофильные 1,530,07 

оксифильные 0,090,03 

Все эритроидные элементы 2,170,14 

Лимфоциты 3,440,34 

Прочие 0,370,06 

Индекс созревания нейтрофилов  0,240,02 

Индекс созревания эритронормобластов 0,750,02 

Гранулоцитарно-эритробластическое отношение 3,030,41 

 

Таблица 3.2 

Показатели периферической крови интактных лабораторных мышей,  

Mm, n = 9 

Ретикулоциты 

(Г/л) 

Лейкоциты 

(общее 

содержание) 

(Г/л) 

Гранулоциты 

(Г/л) 

Лимфоциты 

(Г/л) 

Моноциты 

(Г/л) 

146,839,89 11,801,07 2,780,35 8,020,58 0,480,05 
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Таблица 3.3 

Показатели регенераторной активности и содержание цитогенетически 

измененных клеток в миелоидной ткани интактных лабораторных мышей,  

Mm, n = 9 

Параметры Значения, ‰ 

Митотический индекс эритроидного дифферона 5,05±1,10 

Митотический индекс гранулоцитарного дифферона 3,56±0,90 

Содержание полихроматофильных эритроцитов  

с микроядрами 
2,370,50 

 

На 7 сутки после трансплантации ГСК в дозе 250 тыс. клеток/кг и ММСК у 

зрелых лабораторных животных в физиологических условиях отмечено 

отсутствие существенных изменений данных миелограммы (таблица 3.4) и 

периферической крови (таблица 3.5) относительно контроля.  

При анализе содержания цитогенетически измененных клеток в костном 

мозге установлено, что изучаемый показатель соответствовал значению СУМ 

(таблица 3.6). 

Таблица 3.4 

Содержание клеток костного мозга в бедренной кости лабораторных мышей на 7 

сутки на фоне сочетанной трансплантации ММСК (6 млн. клеток/кг)  

и ГСК (250 тыс. клеток/кг), Mm, n = 9 

Наименование клеточных элементов 
Содержание клеток  

(млн. клеток/бедро) 

1 2 

Миелокариоциты (общее число) 12,97±0,87 

Нейтрофильные 

клетки 

миелобласты 0,19±0,04 

промиелоциты 0,14±0,08 

миелоциты 0,22±0,04 

метамиелоциты 0,63±0,02 

палочкоядерные и сегментоядерные 5,62±0,08 

Эозинофилы (всех генераций) 0,16±0,04 

Все гранулоцитарные элементы 6,97±0,66 
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Продолжение таблицы 3.4 

1 2 

Эритробласты 0,04±0,01 

Нормобласты 

базофильные 0,48±0,06 

полихроматофильные 1,48±0,12 

оксифильные 0,07±0,05 

Все эритроидные элементы 2,07±0,18 

Лимфоциты 3,59±0,04 

Прочие 0,35±0,08 

Индекс созревания нейтрофилов  0,22±0,04 

Индекс созревания эритронормобластов 0,75±0,01 

 

Таблица 3.5 

Показатели периферической крови лабораторных мышей на 7 сутки на фоне 

сочетанной трансплантации ММСК (6 млн. клеток/кг) и ГСК (250 тыс. клеток/кг), 

Mm, n = 9 

Ретикулоциты 

(Г/л) 

Лейкоциты (общее 

содержание) (Г/л) 

Гранулоциты 

(Г/л) 

Лимфоциты 

(Г/л) 

Моноциты 

(Г/л) 

155,17±9,22 10,61±0,99 2,57±0,27 7,63±0,83 0,41±0,08 

 

Таблица 3.6 

Показатели регенераторной активности и содержание цитогенетически 

измененных клеток в миелоидной ткани лабораторных мышей на 7 сутки на фоне 

сочетанной трансплантации ММСК (6 млн. клеток/кг) и ГСК  

(250 тыс. клеток/кг), Mm, n = 9 

Параметры Значения, ‰ 

Митотический индекс эритроидного дифферона 4,45±1,21 

Митотический индекс гранулоцитарного дифферона 2,84±0,68 

Содержание полихроматофильных эритроцитов  

с микроядрами 
2,66±0,50 
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3.2. Влияние ГСК в количестве 250 тыс. клеток/кг при проведении 

сочетанной трансплантации с ММСК на регенерацию миелоидной ткани 

зрелых лабораторных животных на 7 сутки после воздействия 

ионизирующего излучения 

При анализе миелограммы зрелых лабораторных животных на 7 сутки после 

воздействия ионизирующего излучения в гранулоцитарном ростке установлено 

восстановление содержания миелобластов до значений нормы. Однако 

содержание других элементов данного ростка (промиелоцитов, миелоцитов, 

метамиелоцитов, палочкоядерных и сегментоядерных форм нейтрофилов) 

оставалось сниженным. Общее содержание гранулоцитов в костном мозге было 

на 33,4 % меньше, чем в группе контроля. В то же время в эритроидном ростке 

выявлено сниженное содержание эритробластов, базофильных, 

полихроматофильных и оксифильных нормобластов. Отмечено угнетение 

эритропоэза – общее содержание эритроидных элементов было на 32,1 % меньше, 

чем в контроле (таблица 3.7).  

Данные периферической крови дополняют изменения в миелоидной ткани: 

отмечено уменьшение содержания всех изучаемых показателей (таблица 3.8). 

В костном мозге содержание цитогенетически измененных клеток оставалось 

значительно выше показателей СУМ (МЯТ: 7,870,95 ‰, p<0,05) (таблица 3.9). 

Таблица 3.7 

Содержание клеток костного мозга в бедренной кости лабораторных мышей на 7 

сутки после воздействия ионизирующего излучения дозой 4,0 Гр, Mm, n = 9 

Наименование клеточных элементов 
Содержание клеток  

(млн. клеток/бедро),  

1 2 

Миелокариоциты (общее число) 7,98±1,35* 

Нейтрофильные 

клетки 

миелобласты 0,15±0,03 

промиелоциты 0,11±0,02* 

миелоциты 0,15±0,03* 

метамиелоциты 0,42±0,02* 

палочкоядерные и сегментоядерные 3,40±0,06* 
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Продолжение таблицы 3.7 

1 2 

Эозинофилы (всех генераций) 0,14±0,02* 

Все гранулоцитарные элементы 4,35±0,40* 

Эритробласты 0,022±0,004* 

Нормобласты 

базофильные 0,30±0,07* 

полихроматофильные 1,15±0,04* 

оксифильные 0* 

Все эритроидные элементы 1,48±0,08* 

Лимфоциты 1,67±0,33* 

Прочие 0,21±0,02* 

Индекс созревания нейтрофилов  0,25±0,03 

Индекс созревания эритронормобластов 0,78±0,03 

Гранулоцитарно-эритробластическое отношение 2,95±0,21 

Примечание: * отличие от группы интактных животных, достоверно с p<0,05.  

 

Таблица 3.8. 

Показатели периферической крови зрелых лабораторных мышей на 7 сутки после 

воздействия ИИ дозой 4,0 Гр, Mm, n = 9 

Ретикулоциты 

(Г/л) 

Лейкоциты  

(общее содержание) (Г/л) 

Гранулоциты 

(Г/л) 

Лимфоциты 

(Г/л) 

Моноциты 

(Г/л) 

98,83±9,50* 7,47±1,20* 1,82±0,38* 5,80±0,67* 0,37±0,05* 

Примечание: * отличие от группы интактных животных, достоверно с p<0,05. 

 

Таблица 3.9 

Показатели регенераторной активности и содержание цитогенетически измененных 

клеток в миелоидной ткани интактных лабораторных мышей на 7 суткипосле 

воздействия ионизирующего излучения дозой 4,0 Гр, Mm, n = 9 

Параметры Значения, ‰ 

Митотический индекс эритроидного дифферона 3,98±0,48 

Митотический индекс гранулоцитарного дифферона 2,81±0,39 

Содержание полихроматофильных эритроцитов с 

микроядрами 

7,87±0,95* 

Примечание: * отличие от группы интактных животных, достоверно с p<0,05. 

 

На 7 сутки после воздействия ИИ в костном мозге на фоне сочетанной 

трансплантации ММСК и ГСК (250 тыс. клеток/кг) отмечено восстановление до 
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значений нормы митотической активности клеток эритроидного и 

гранулоцитарного ростков. Также установлено восстановление до значений 

нормы количества миелобластов, однако остальные элементы данного ростка 

оставались существенно меньше нормы, что привело, в свою очередь, к низкой 

клеточности костного мозга (таблица 3.10). 

 При анализе содержания цитогенетически измененных клеток в костном 

мозге установлено отсутствие значимого эффекта от проведенной трансплантации 

ММСК и ГСК. При этом показатель МЯТ значительно превышал значения нормы 

(таблица 3.11). 

   Таблица 3.10 

Содержание клеток костного мозга в бедренной кости лабораторных мышей  

на 7 сутки на фоне сочетанной трансплантации ММСК (6 млн. клеток/кг) и ГСК  

(250 тыс. клеток/кг) после воздействия ИИ в дозе 4,0 Гр, Mm, n = 9 

Наименование клеточных элементов 
Содержание клеток  

(млн. клеток/бедро) 

Миелокариоциты (общее число) 8,00±0,76* 

Нейтрофильные 

клетки 

миелобласты 0,14±0,03 

промиелоциты 0,10±0,02* 

миелоциты 0,14±0,03* 

метамиелоциты 0,43±0,02* 

палочкоядерные и сегментоядерные 3,55±0,07* 

Эозинофилы (всех генераций) 0,12±0,03* 

Все гранулоцитарные элементы 4,48±0,52* 

Эритробласты 0,025±0,002* 

Нормобласты 

базофильные 0,31±0,07* 

полихроматофильные 0,98±0,30* 

оксифильные 0 

Все эритроидные элементы 1,31±0,27* 

Лимфоциты 1,97±0,40* 

Прочие 0,25±0,03* 

Индекс созревания нейтрофилов  0,24±0,04 

Индекс созревания эритронормобластов 0,68±0,17 

Примечание: * отличие от группы интактных животных, достоверно с p<0,05.  
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Таблица 3.11 

Показатели регенераторной активности и содержание цитогенетически 

измененных клеток в миелоидной ткани зрелых лабораторных мышей на 7 сутки 

на фоне сочетанной трансплантации ММСК (6 млн. клеток/кг) и ГСК (250 тыс. 

клеток/кг) после воздействия ИИ в дозе 4,0 Гр, Mm, n = 9 

Параметры Значения, ‰ 

Митотический индекс эритроидного дифферона 4,30±0,75 

Митотический индекс гранулоцитарного дифферона 3,15±0,59 

Содержание полихроматофильных эритроцитов с микроядрами 7,20±1,17* 

Примечание: * отличие от группы интактных животных, достоверно с p<0,05.  

 

При изучении данных периферической крови выявлено низкое содержание 

ретикулоцитов и лейкоцитов по сравнению с контролем. При этом обнаруженные 

изменения соответствовали данным полученным при анализе клеточного состава 

костного мозга (таблица 3.12). 

 Таблица 3.12 

 Показатели периферической крови лабораторных мышей на 7 сутки на фоне 

сочетанной трансплантации ММСК (6 млн. клеток/кг) и ГСК (250 тыс. клеток/кг) 

после воздействия ИИ в дозе 4,0 Гр, Mm, n = 9 

Ретикулоциты 

(Г/л) 

Лейкоциты (общее 

содержание) (Г/л) 

Гранулоциты 

(Г/л) 

Лимфоциты 

(Г/л) 

Моноциты 

(Г/л) 

96,17±6,83* 7,89±0,55* 1,87±0,33* 5,67±0,76* 0,36±0,07* 

Примечание: * отличие от группы интактных животных, достоверно с p<0,05.  

 

3.3. Влияние ГСК в количестве 250 тыс. клеток/кг при проведении 

сочетанной трансплантации с ММСК на регенерацию миелоидной ткани 

зрелых лабораторных животных на 5 сутки после острой кровопотери 

Со стороны миелоидной ткани костного мозга и периферической крови 

отмечается типичная реакция на данное экстремальное воздействие. 

 При анализе миелограммы в эритроидном диффероне отмечено 

существенное увеличение эритробластов (+45,2%, p<0,05), базофильных (+35,2%, 

p<0,05), полихроматофильных нормобластов (+44,6%, p<0,05) по сравнению с 
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контролем. Выявленные изменения нашли свое отражение в увеличении общего 

содержания эритроидных элементов в костном мозге (+ 42,7%). 

При анализе миелограммы в гранулоцитарном диффероне установлено 

достоверное уменьшение содержания элементов изучаемого ростка относительно 

контроля: миелоцитов (0,15±0,03 млн. клеток/бедро, - 26,9%, p<0,05) и 

метамиелоцитов (0,43±0,05 млн. клеток/бедро, -31,2%, p<0,05), палочкоядерных и 

сегментоядерных форм лейкоцитов (4,57±0,39 млн. клеток/бедро, -20,4%, p<0,05). 

Указанные изменения привели к уменьшению общего содержания 

гранулоцитарных элементов на 20,8 % по сравнению с контролем. Таким образом, 

следует отметить, что к 5 суткам после острой кровопотери не произошло 

восстановления содержания гранулоцитов в миелоидной ткани (таблица 3.13). 

Таблица 3.13 

Содержание клеток костного мозга в бедренной кости лабораторных мышей на 5 

сутки после острой кровопотери, Mm, n = 9 

Наименование клеточных элементов 
Содержание клеток  

(млн. клеток/бедро),  

Миелокариоциты (общее число) 12,90±0,40 

Нейтрофильные 

клетки 

миелобласты 0,17±0,03 

промиелоциты 0,13±0,03 

миелоциты 0,15±0,03* 

метамиелоциты 0,43±0,05* 

палочкоядерные и сегментоядерные 4,57±0,39* 

Эозинофилы (всех генераций) 0,15±0,03 

Все гранулоцитарные элементы 5,58±0,36* 

Эритробласты 0,04±0,0004* 

Нормобласты 

базофильные 0,65±0,08* 

полихроматофильные 2,22±0,31* 

оксифильные 0,11±0,02* 

Все эритроидные элементы 3,02±0,34* 

Лимфоциты 4,17±0,58 

Прочие 0,32±0,06  

Индекс созревания нейтрофилов  0,19±0,03 

Индекс созревания эритронормобластов 0,78±0,03 

Гранулоцитарно-эритробластическое отношение 1,88±0,26* 

Примечание: * отличие от группы интактных животных, достоверно с p<0,05.  
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При подсчете числа митозов в эритроидном диффероне выявлено увеличение 

значения данного показателя по сравнению с контролем на 33,6 %. При этом в 

гранулоцитарном диффероне установлено отсутствие значимых различий по 

сравнению со значениями нормы.Содержание полихроматофильных эритроцитов 

после острой кровопотери существенно превышало показатель СУМ (таблица 3.14). 

    Таблица 3.14 

Показатели регенераторной активности и содержание цитогенетически 

измененных клеток в миелоидной ткани лабораторных мышей на 5 сутки  

после острой кровопотери, Mm, n = 9 

Параметры Значения, ‰ 

Митотический индекс эритроидного дифферона 6,47±0,67* 

Митотический индекс гранулоцитарного дифферона 3,51±0,65 

Содержание полихроматофильных эритроцитов с микроядрами 4,530,44* 

Примечание: *отличие от группы интактных животных, достоверно с p<0,05. 

 

При анализе данных периферической крови выявлено достоверное увеличение 

содержания ретикулоцитов (+76,4 % p<0,05), что дополняет данные полученные при 

анализе эритроидного ростка в миелоидной ткани. В то время как содержание 

лейкоцитов достоверно не отличалось от контрольных значений (таблица 3.15). 

Таблица 3.15 

Показатели периферической крови лабораторных мышей на 5 сутки  

после острой кровопотери, Mm, n = 9 

Ретикулоциты 

(Г/л) 

Лейкоциты 

(общее содержание) 

Гранулоциты 

(Г/л) 

Лимфоциты 

(Г/л) 

Моноциты 

(Г/л) 

252,50±10,67* 12,77±0,98 2,96±0,25 8,78±0,65 0,46±0,04 

Примечание: * отличие от группы интактных животных (контрольная группа), 

достоверно с p<0,05. 

 

 После проведения сочетанной трансплантации ММСК и ГСК (250 тыс. клеток/кг) 

при анализе данных миелограммы и результатов МЯТ установлено увеличение 

количества митозов в эритроидном ростке на 36,9% относительно значений нормы. 

При этом в эритроидном диффероне отмечено увеличение количества всех клеточных 

элементов: эритробластов, базофильных и полихроматофильных нормобластов. Что 
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привело к увеличению общего количества эритроидных элементов. Эти изменения 

существенно отличаются от значений нормы, но не отличаются от изменений в 

костном мозге у лабораторных животных после кровопотери, которым не проводилось 

введение ММСК и ГСК. При изучении данных в гранулоцитарном ростке обнаружено 

восстановление митотической активности, увеличение количества миелоцитов, 

метамиелоцитов, палочкоядерных и сегментоядерных форм нейтрофилов относительно 

значений нормы, табл. 3.16, 3.17).  

 Тем не менее, проводя сравнительный анализ с данными в контрольной 

подгруппе, следует отметить отсутствие значимого влияния сочетанной 

трансплантации ММСК и ГСК (250 тыс. клеток/кг) на регенераторные процессы в 

костном мозге после острой кровопотери. 

Таблица 3.16 

 Содержание клеток костного мозга в бедренной кости лабораторных мышей  

на 5 сутки на фоне сочетанной трансплантации ММСК (6 млн. клеток/кг) и ГСК 

(250 тыс. клеток/кг) после острой кровопотери, Mm, n = 9 

Наименование клеточных элементов 
Содержание клеток  

(млн. клеток/бедро),  

Миелокариоциты (общее число) 12,74±0,69 

Нейтрофильные 

клетки 

миелобласты 0,18±0,02 

промиелоциты 0,14±0,04 

миелоциты 0,14±0,03* 

метамиелоциты 0,42±0,06* 

палочкоядерные и сегментоядерные 4,43±0,23* 

Эозинофилы (всех генераций) 0,14±0,03 

Все гранулоцитарные элементы 5,45±0,23* 

Эритробласты 0,04±0,006* 

Нормобласты 

базофильные 0,64±0,09* 

полихроматофильные 2,28±0,36* 

оксифильные 0,09±0,03* 

Все эритроидные элементы 3,05±0,37* 

Лимфоциты 3,93±0,67 

Прочие 0,30±0,05  

Индекс созревания нейтрофилов  0,20±0,02 

Индекс созревания эритронормобластов 0,77±0,04 

Примечание: * отличие от группы интактных животных, достоверно с p<0,05.  
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Таблица 3.17 

Показатели регенераторной активности и содержание цитогенетически 

измененных клеток в миелоидной ткани зрелых лабораторных мышей на 5 сутки 

на фоне сочетанной трансплантации ММСК (6 млн. клеток/кг) и ГСК  

(250 тыс. клеток/кг) после острой кровопотери, Mm, n = 9 

Параметры Значения, ‰ 

Митотический индекс эритроидного дифферона 6,63±0,66* 

Митотический индекс гранулоцитарного дифферона. 4,10±1,20 

Содержание полихроматофильных эритроцитов с микроядрами 4,690,44* 

Примечание: *отличие от группы интактных животных, достоверно с p<0,05. 

 

При анализе данных периферической крови выявлено отсутствие 

существенных отличий по сравнению с данными в контрольной подгруппе 

(таблица 3.18). 

Таблица 3.18 

Показатели периферической крови лабораторных мышей на 5 сутки на фоне 

сочетанной трансплантации ММСК (6 млн. клеток/кг) и ГСК (250 тыс. клеток/кг) 

после острой кровопотери, Mm, n = 9 

Ретикулоциты 

(Г/л) 

Лейкоциты (общее 

содержание) (Г/л) 

Гранулоциты 

(Г/л) 

Лимфоциты 

(Г/л) 

Моноциты 

(Г/л) 

249,33±13,00* 12,09±0,91 3,07±0,36 8,57±0,63 0,45±0,05 

Примечание: * отличие от группы интактных животных, достоверно с p<0,05. 

 

3.4. Влияние ГСК в количестве 300 тыс. клеток/кг при проведении 

сочетанной трансплантации с ММСК на регенерацию миелоидной ткани 

зрелых лабораторных животных на 7 сутки в физиологических условиях 

При изучении данных миелограммы (таблица 3.19), периферической крови 

(таблица 3.20), а также данных МЯТ (таблица 3.21), установлено отсутствие 

значимого действия на изучаемые показатели трансплантации ММСК и ГСК в 

физиологических условиях соответственно в дозе 6 млн. клеток/кг и 300 тыс. 

клеток/кг. 
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Таблица 3.19 

Содержание клеток костного мозга в бедренной кости лабораторных мышей на 7 

сутки на фоне сочетанной трансплантации ММСК (6 млн.клеток/кг) и ГСК  

(300 тыс. клеток/кг), Mm, n = 9 

Наименование клеточных элементов 
Содержание клеток  

(млн. клеток/бедро)  

Миелокариоциты (общее число) 13,281,11 

Нейтрофильные 

клетки 

миелобласты 0,180,03 

промиелоциты 0,130,06 

миелоциты 0,230,03 

метамиелоциты 0,670,03 

палочкоядерные и сегментоядерные 5,810,07 

Эозинофилы (всех генераций) 0,140,05 

Все гранулоцитарные элементы 7,160,80 

Эритробласты 0,040,01 

Нормобласты 

базофильные 0,490,07 

полихроматофильные 1,510,12 

оксифильные 0,060,04 

Все эритроидные элементы 2,090,18 

Лимфоциты 3,670,02 

Прочие 0,360,06 

Индекс созревания нейтрофилов  0,210,03 

Индекс созревания эритронормобластов 0,750,02 

 

Таблица 3.20 

Показатели периферической крови лабораторных мышей на 7 сутки на фоне 

сочетанной трансплантации ММСК (6 млн. клеток/кг) и ГСК  

(300 тыс. клеток/кг), Mm, n = 9 

Ретикулоциты 

(Г/л) 

Лейкоциты (общее 

содержание) (Г/л) 

Гранулоциты 

(Г/л) 

Лимфоциты 

(Г/л) 

Моноциты 

(Г/л) 

141,1718,11 11,310,69 2,780,28 8,080,62 0,440,08 
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Таблица 3.21 

Показатели регенераторной активности и содержание цитогенетически 

измененных клеток в миелоидной ткани лабораторных мышей на 7 сутки  

на фоне сочетанной трансплантации ММСК (6 млн. клеток/кг) и ГСК  

(300 тыс. клеток/кг), Mm, n = 9 

Параметры Значения, ‰ 

Митотический индекс эритроидного дифферона. 3,09±0,73 

Митотический индекс гранулоцитарного дифферона. 3,16±1,26 

Содержание полихроматофильных эритроцитов с 

микроядрами. 
4,731,20 

 

 

 

3.5. Влияние ГСК в количестве 300 тыс. клеток/кг при проведении 

сочетанной трансплантации с ММСК на регенерацию миелоидной ткани 

зрелых лабораторных животных на 7 сутки после воздействия 

ионизирующего излучения 

 При анализе регенераторной активности клеток костного мозга зрелых 

лабораторных животных после сочетанной трансплантации ММСК и ГСК (300 

тыс. клеток/кг) выявлен ответ на проведенную трансплантацию. Установлено 

увеличение количества митозов в эритроидном ростке на 34,6 % относительно 

данных в контрольной подгруппе. Однако это не привело на 7 сутки к 

увеличению количества отдельных фракций клеток эритроидного ростка, а также 

к существенному изменению общего количества эритроидных клеток. В 

гранулоцитарном ростке пролиферативная активность клеток была увеличена на 

37,9 % по сравнению с контрольной подгруппой. Тем не менее, это не вызвало 

существенного изменения количества гранулоцитов. Общее содержание 

гранулоцитов и эритроидных клеток на 7 сутки после воздействия ИИ не 

восстановилось и было значительно меньше нормы (таблица 3.22). При изучении 

микроядерного теста отмечено отсутствие значимого эффекта от проведенной 
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трансплантации ММСК и ГСК. При этом уровень клеток с микроядрами 

существенно превышал значения МЯТ (таблица.3.23). 

 

Таблица 3.22 

Содержание клеток костного мозга в бедренной кости лабораторных мышей на 7 

сутки на фоне сочетанной трансплантации ММСК (6 млн. клеток/кг) и ГСК  

(300 тыс. клеток/кг) после воздействия ИИ в дозе 4,0 Гр, Mm, n = 9 

Наименование клеточных элементов 
Содержание клеток  

(млн. клеток/бедро),  

Миелокариоциты (общее число) 8,61±0,33* 

Нейтрофильные 

клетки 

миелобласты 0,16±0,03 

промиелоциты 0,10±0,02* 

миелоциты 0,15±0,03* 

метамиелоциты 0,44±0,02* 

палочкоядерные и сегментоядерные 3,73±0,05* 

Эозинофилы (всех генераций) 0,11±0,02* 

Все гранулоцитарные элементы 4,69±0,39* 

Эритробласты 0,022±0,004* 

Нормобласты 

базофильные 0,30±0,06* 

полихроматофильные 1,02±0,30* 

оксифильные 0* 

Все эритроидные элементы 1,31±0,30*  

Лимфоциты 2,35±0,38* 

Прочие 0,27±0,04* 

Индекс созревания нейтрофилов  0,23±0,02 

Индекс созревания эритронормобластов 0,69±0,17 

Примечание: * отличие от группы интактных животных, достоверно с p<0,05.  
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Таблица 3.23 

Показатели регенераторной активности и содержание цитогенетически 

измененных клеток в миелоидной ткани зрелых лабораторных мышей на 7 сутки 

на фоне сочетанной трансплантации ММСК (6 млн. клеток/кг) и ГСК  

(300 тыс. клеток/кг) после воздействия ИИ в дозе 4,0 Гр, Mm, n = 9 

Параметры Значения, ‰ 

Митотический индекс эритроидного дифферона 5,99±1,37* 

Митотический индекс гранулоцитарного дифферона 3,91±0,61*  

Содержание полихроматофильных эритроцитов с микроядрами 7,04±1,08* 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05. 

Данные периферической крови подтверждают изменения в костном мозге: 

отмечено низкое содержание всех изучаемых показателей (таблица 3.24). 

 

Таблица 3.24 

Показатели периферической крови зрелых лабораторных мышей на 7 сутки на 

фоне сочетанной трансплантации ММСК (6 млн. клеток/кг) и ГСК (300 тыс. 

клеток/кг) после воздействия ИИ в дозе 4,0 Гр, Mm, n = 9 

Ретикулоциты 

(Г/л) 

Лейкоциты 

(общее содержание) 

Гранулоциты 

(Г/л) 

Лимфоциты 

(Г/л) 

Моноциты 

(Г/л) 

110,00±16,67* 7,72±0,69* 1,87±0,33* 5,53±0,84* 0,32±0,04* 

Примечание: * отличие от группы интактных животных, достоверно с p<0,05. 

 

 

 

3.6. Влияние ГСК в количестве 300 тыс. клеток/кг при проведении 

сочетанной трансплантации с ММСК на регенерацию миелоидной ткани 

зрелых лабораторных животных на 5 сутки после острой кровопотери 

При анализе дынных регенераторной активности клеток костного мозга в 

эритроидном диффероне отмечено увеличение пролиферативной активности 

клеток данного ростка на 26,3 %. В то же время при изучении миелограммы 

лабораторных животных установлено, что содержание эритроидных элементов не 
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отличалось от данных в контрольной подгруппе. При изучении гранулоцитарного 

ростка отмечено, что митотическая активность клеток, а также количество клеток 

значительно не отличалось от результатов в контрольной подгруппе (таблица 

3.25). Содержание полихроматофильных эритроцитов после острой кровопотери 

существенно превышало показатель СУМ и не отличалось от данных в 

контрольной подгруппе (таблица 3.26). 

 

Таблица 3.25 

 Содержание клеток костного мозга в бедренной кости лабораторных мышей на 5 

сутки на фоне сочетанной трансплантации ММСК (6 млн. клеток/кг) и ГСК  

(300 тыс. клеток/кг) после острой кровопотери, Mm, n = 9 

Наименование клеточных элементов 
Содержание клеток  

(млн. клеток/бедро),  

Миелокариоциты (общее число) 12,95±1,44 

Нейтрофильные 

клетки 

миелобласты 0,20±0,02 

промиелоциты 0,16±0,05 

миелоциты 0,15±0,03* 

метамиелоциты 0,44±0,04* 

палочкоядерные и сегментоядерные 4,42±0,49* 

Эозинофилы (всех генераций) 0,16±0,03 

Все гранулоцитарные элементы 5,53±0,48* 

Эритробласты 0,037±0,004* 

Нормобласты 

базофильные 0,62±0,08* 

полихроматофильные 2,13±0,27* 

оксифильные 0,07±0,05* 

Все эритроидные элементы 2,86±0,33* 

Лимфоциты 4,27±0,74 

Прочие 0,31±0,05  

Индекс созревания нейтрофилов  0,22±0,03 

Индекс созревания эритронормобластов 0,77±0,03 

Примечание: * отличие от группы интактных животных, достоверно с p<0,05.  
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Таблица 3.26 

Показатели регенераторной активности и содержание цитогенетически 

измененных клеток в миелоидной ткани лабораторных мышей на 5 сутки  

после острой кровопотери, Mm, n = 9 

Параметр Значение, ‰ 

Митотический индекс эритроидного дифферона, ‰ 8,17±1,09*  

Митотический индекс гранулоцитарного дифферона, ‰ 3,59±1,12 

Содержание полихроматофильных эритроцитов с 

микроядрами 
4,740,65* 

 Примечание: *отличие от группы интактных животных, достоверно с p<0,05. 

Данные периферической крови на 5 сутки после острой кровопотери 

свидетельствуют об отсутствии эффекта от трансплантации ММСК и ГСК (300 

тыс. клеток/кг) (таблица 3.27). 

Таблица 3.27 

Показатели периферической крови лабораторных мышей на 5 сутки на фоне 

сочетанной трансплантации ММСК (6 млн. клеток/кг) и ГСК (300 тыс. клеток/кг) 

после острой кровопотери, Mm, n = 9 

Ретикулоциты 

(Г/л) 

Лейкоциты (общее 

содержание) 

Гранулоциты 

(Г/л) 

Лимфоциты 

(Г/л) 

Моноциты 

(Г/л) 

254,33±9,67* 11,92±1,07 3,16±0,45 8,27±0,93 0,50±0,07 

Примечание: * отличие от группы интактных животных, достоверно с p<0,05. 

 

 

3.7. Влияние ГСК в количестве 330 тыс. клеток/кг при проведении 

сочетанной трансплантации с ММСК на регенерацию миелоидной ткани 

зрелых лабораторных животных на 7 сутки в физиологических условиях 

При анализе миелограммы лабораторных животных на 7 сутки после 

сочетанной трансплантации ММСК и ГСК в эритроидном ростке выявлено 

увеличение содержания базофильных (0,670,05, p<0,05; + 27,5%) и 

полихроматофильных нормобластов (2,300,35млн. кл/бедро, p<0,05; + 49,8%). 

Указанное изменение привело к увеличению общего содержания эритроидных 

элементов на 41,55% относительно контроля. При анализе гранулоцитарного 
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дифферона не отмечено существенных отличий относительно контрольной 

группы (таблица 3.27).  

При подсчете количества митозов в эритроидном ростке костного мозга после 

проведенной сочетанной трансплантации клеток обнаружено увеличение 

изучаемого показателя на 30,94 %. В то же время в гранулоцитарном ростке не 

установлено значимого изменения пролиферативной активности. Содержание 

цитогенетически измененных клеток в миелоидной ткани соответствовало 

значению СУМ (таблица 3.28). 

 

Таблица 3.27 

Содержание клеток костного мозга в бедренной кости лабораторных мышей на 7 

сутки на фоне сочетанной трансплантации ММСК (6 млн.клеток/кг) и ГСК  

(330 тыс. клеток/кг), Mm, n = 9 

Наименование клеточных элементов 
Содержание клеток  

(млн. клеток/бедро),  

Миелокариоциты (общее число) 14,332,00 

Нейтрофильные 

клетки 

миелобласты 0,240,04 

промиелоциты 0,200,06 

миелоциты 0,270,04 

метамиелоциты 0,620,04 

палочкоядерные и сегментоядерные 5,840,04 

Эозинофилы (всех генераций) 0,220,05 

Все гранулоцитарные элементы 7,390,60 

Эритробласты 0,050,01 

Нормобласты 

базофильные 0,670,05* 

полихроматофильные 2,300,35* 

оксифильные 0,070,03 

Все эритроидные элементы 3,080,35* 

Лимфоциты 3,420,04 

Прочие 0,350,06 

Индекс созревания нейтрофилов  0,230,04 

Индекс созревания эритронормобластов 0,760,04 

Гранулоцитарно-эритробластическое отношение 2,440,35* 

Примечание: * отличие от группы интактных животных, достоверно с p<0,05.  
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Таблица 3.28 

Показатели регенераторной активности и содержание цитогенетически 

измененных клеток в миелоидной ткани лабораторных мышей на 7 сутки на фоне 

сочетанной трансплантации ММСК (6 млн. клеток/кг) и ГСК (330 тыс. клеток/кг), 

Mm, n = 9 

Параметры Значения, ‰ 

Митотический индекс эритроидного дифферона 6,61±0,68* 

Митотический индекс гранулоцитарного дифферона 4,05±0,85 

Содержание полихроматофильных эритроцитов с микроядрами 2,490,48 

Примечание: * отличие от группы интактных животных, достоверно с p<0,05. 

 Выявленные изменения в костном мозге соответствовали установленным 

изменениям в периферической крови, где отмечено увеличение содержания 

ретикулоцитов (178,506,00 Г/л, p<0,05; + 21,6 %). Содержание лейкоцитов в 

периферической крови не отличалось от контрольных значений. 

Таблица 3.29 

Показатели периферической крови лабораторных мышей на 7 сутки на фоне 

сочетанной трансплантации ММСК (6 млн. клеток/кг) и ГСК (330 тыс. клеток/кг), 

Mm, n = 9 

Ретикулоциты 

(Г/л) 

Лейкоциты (общее 

содержание) (Г/л) 

Гранулоциты 

(Г/л) 

Лимфоциты 

(Г/л) 

Моноциты 

(Г/л) 

178,506,00* 12,900,73 2,900,47 8,580,48 0,470,03 

Примечание: * отличие от группы интактных животных, достоверно с p<0,05.  

 

3.8. Влияние ГСК в количестве 330 тыс. клеток/кг при проведении 

сочетанной трансплантации с ММСК на регенерацию миелоидной ткани 

зрелых лабораторных животных на 7 сутки после воздействия 

ионизирующего излучения 

При анализе миелограммы лабораторных животных на 7 сутки после 

воздействия повреждающего фактора на фоне сочетанной трансплантации ММСК 

и ГСК выявлено увеличение содержания миелобластов, миелоцитов, а также 

палочкоядерных и сегментоядерных форм лейкоцитов соответственно на 75,3 %, 

51,1 % и 21,7 % относительно контрольной подгруппы. Указанные изменения 
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привели к активации гранулоцитопоэза и увеличению общего содержания 

гранулоцитов на 23,6 % (Гр. эл.: 5,380,19 млн. клеток/бедро, p<0,05).  

В эритроидном диффероне выявлено увеличение содержания 

полихроматофильных нормобластов (1,340,06 млн. клеток/бедро, p<0,05). При 

этом отмечено увеличение общего содержания эритроидных элементов на 22,1 %. 

В костном мозге отмечено восстановление содержания лимфоцитов до значений 

нормы (таблица 3.30). 

Таблица 3.30 

Содержание клеток костного мозга в бедренной кости лабораторных мышей на  

7 сутки на фоне сочетанной трансплантации ММСК (6 млн. клеток/кг) и ГСК 

после воздействия ИИ дозой 4,0 Гр (330 тыс. клеток/кг), Mm, n = 9 

Наименование клеточных элементов 
Содержание клеток  

(млн. клеток/бедро),  

Миелокариоциты (общее число) 10,070,83 ** 

Нейтрофильные 

клетки 

миелобласты 0,260,03** 

промиелоциты 0,130,02* 

миелоциты 0,220,03** 

метамиелоциты 0,470,02* 

палочкоядерные и сегментоядерные 4,140,05** 

Эозинофилы (всех генераций) 0,160,02 

Все гранулоцитарные элементы 5,380,19 ** 

Эритробласты 0,020,01* 

Нормобласты 

базофильные 0,400,04* 

полихроматофильные 1,340,06** 

оксифильные 0,050,05 

Все эритроидные элементы 1,800,08 ** 

Лимфоциты 1,930,14 

Прочие 0,240,04* 

Индекс созревания нейтрофилов  0,260,01 

Индекс созревания эритронормобластов 0,770,02 

Гранулоцитарно-эритробластическое отношение 2,990,16 



115 
 

 

Примечание: * отличие от группы интактных животных, достоверно с p<0,05. ** 

отличие от контрольной подгруппы животных (после воздействия ИИ), 

достоверно с p<0,05. 

 

В то же время при подсчете числа митозов в эритроидном и 

гранулоцитарном дифферонах обнаружено увеличение данных показателей на 

37,42 % и 29,78 % соответственно.  

Выявлен эффект от трансплантации ММСК и ГСК у животных зрелого 

возраста в виде снижения содержания цитогенетически измененных клеток. При 

этом содержание полихроматофильных эритроцитов с микроядрами не только 

снизилось относительно контрольной подгруппы, но и соответствовало значениям 

СУМ (таблица 3.31). 

Таблица 3.31 

Показатели регенераторной активности и содержание цитогенетически 

измененных клеток в миелоидной ткани лабораторных мышей на 7 сутки на фоне 

сочетанной трансплантации ММСК (6 млн. клеток/кг) и ГСК  

(330 тыс. клеток/кг) после воздействия ИИ дозой 4,0 Гр, Mm, n = 9 

Параметры Значения, ‰ 

Митотический индекс эритроидного дифферона 5,46±0,92 ** 

Митотический индекс гранулоцитарного дифферона 3,65±0,37 ** 

Содержание полихроматофильных эритроцитов с 

микроядрами 
2,910,38 ** 

Примечание: * отличие от группы интактных животных, достоверно с p<0,05. 

**отличие от контрольной подгруппы животных (после воздействия ИИ), 

достоверно с p<0,05. 

 

При анализе данных периферической крови выявлены изменения, 

соответствующие ранее установленным в костном мозге. Так, отмечено 

увеличение содержания ретикулоцитов (123,179,50 Г/л, p<0,05) на 24,6 %, 

лейкоцитов (9,720,49 Г/л, p<0,05) на 30,1 % относительно контрольной 

подгруппы (таблица 3.32). 
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Таблица 3.32 

Показатели периферической крови лабораторных мышей на 7 сутки на фоне 

сочетанной трансплантации ММСК (6 млн. клеток/кг) и ГСК (330 тыс. клеток/кг) 

после воздействия ИИ дозой 4,0 Гр, Mm, n = 9 

Ретикулоциты 

(Г/л) 

Лейкоциты (общее 

содержание) (Г/л) 

Гранулоциты 

(Г/л) 

Лимфоциты 

(Г/л) 

Моноциты 

(Г/л) 

123,179,50 ** 9,720,49 ** 2,520,29 ** 7,170,34** 0,430,05 

Примечание: **отличие от контрольной подгруппы животных (после воздействия 

ИИ), достоверно с p<0,05. 

 

 

3.9. Влияние ГСК в количестве 330 тыс. клеток/кг при проведении 

сочетанной трансплантации с ММСК на регенерацию миелоидной ткани 

зрелых лабораторных животных на 5 сутки после острой кровопотери 

При анализе миелограммы зрелых лабораторных животных на 5 сутки после 

острой кровопотери на фоне трансплантации ММСК и ГСК в эритроидном 

диффероне установлено увеличение содержания полихроматофильных 

нормобластов на 48,1 % по сравнению с контрольной подгруппой. Содержание 

других изучаемых элементов эритроидного дифферона достоверно не отличалось 

от значений в контрольной подгруппе. Тем не менее, общее содержание 

эритроидных клеток относительно контрольной подгруппы было повышенным, 

что свидетельствует об активации эритропоэза. 

В гранулоцитарном диффероне выявлено повышение содержания 

миелобластов (0,270,04 млн. клеток/бедро, p<0,05), миелоцитов (0,250,02млн. 

кл/бедро, p<0,05), метамиелоцитов (0,570,04 млн. клеток/бедро, p<0,05), а также 

палочкоядерных и сегментоядерных форм нейтрофилов (5,870,43 млн. 

клеток/бедро, p<0,05). Указанные изменения привели к активации 

гранулоцитопоэза, при этом общее содержание гранулоцитов в диффероне было 

на 29,1 % больше относительно контрольной подгруппы (таблица 3.33). 
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Таблица 3.33 

Содержание клеток костного мозга в бедренной кости лабораторных мышей на 5 

сутки на фоне сочетанной трансплантации ММСК (6 млн. клеток/кг) и ГСК (330 

тыс. клеток/кг) после острой кровопотери, Mm, n = 9 

Наименование клеточных элементов 
Содержание клеток  

(млн. кл/бедро),  

Миелокариоциты (общее число) 15,250,88 

Нейтрофильные 

клетки 

миелобласты 0,270,04** 

промиелоциты 0,130,03 

миелоциты 0,250,02** 

метамиелоциты 0,570,04** 

палочкоядерные и сегментоядерные 5,870,43** 

Эозинофилы (всех генераций) 0,140,04 

Все гранулоцитарные элементы 7,210,44** 

Эритробласты 0,040,006 

Нормобласты 

базофильные 0,640,07*  

полихроматофильные 3,280,46* ** 

оксифильные 0,100,02 

Все эритроидные элементы 4,060,44* ** 

Лимфоциты 3,750,35 

Прочие 0,280,04 

Индекс созревания нейтрофилов  0,210,02 

Индекс созревания эритронормобластов 0,830,04 

Гранулоцитарно-эритробластическое отношение 1,840,35 

Примечание: * отличие от группы интактных животных, достоверно с p<0,05. ** 

отличие от подгруппы животных (после острой кровопотери), достоверно с 

p<0,05.  

 

 При подсчете числа митозов в эритроидном диффероне обнаружен ответ на 

проведенную сочетанную трансплантацию ММСК и ГСК в условиях острой 

кровопотери. Этот ответ был выражен в увеличении числа митозов в данном 

диффероне на 27,4 % по сравнению с контрольной подгруппой. 

 В то же время в гранулоцитарном ростке также выявлено увеличение числа 

делящихся клеток на 30,9 % по сравнению с контрольной подгруппой. 
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При подсчете цитогенетически измененных клеток установлено, что 

содержание полихроматофильных эритроцитов с микроядрами было на 23,3 % 

ниже, чем в контрольной подгруппе. В то же время уровень клеток с микроядрами 

оставался выше значений СУМ (таблица 3.34). 

Таблица 3.34 

Показатели регенераторной активности и содержание цитогенетически 

измененных клеток в миелоидной ткани лабораторных мышей на 5 сутки на фоне 

сочетанной трансплантации ММСК (6 млн. клеток/кг) и ГСК  

(330 тыс. клеток/кг) после острой кровопотери, Mm, n = 9 

Параметры Значения, ‰ 

Митотический индекс эритроидного дифферона 8,24±0,81* ** 

Митотический индекс гранулоцитарного дифферона 4,60±0,80* ** 

Содержание полихроматофильных эритроцитов с 

микроядрами 
3,470,20* ** 

 Примечание: * отличие от группы интактных животных, достоверно с p<0,05. ** 

отличие от подгруппы животных (после острой кровопотери), достоверно с 

p<0,05.  

 

При анализе данных периферической крови выявлено соответствие полученным 

ранее данным в костном мозге. Так, установлен выраженный ретикулоцитоз, а также 

повышенное содержания лейкоцитов в периферической крови, обусловленное 

увеличенным содержанием гранулоцитов и лимфоцитов (таблица 3.35). 

Таблица 3.35 

Показатели периферической крови лабораторных мышей на 5 сутки на фоне 

сочетанной трансплантации ММСК (6 млн. клеток/кг) и ГСК (330 тыс. клеток/кг) 

после острой кровопотери, Mm, n = 9 

Ретикулоциты 

(Г/л) 

Лейкоциты (общее 

содержание) 

Гранулоциты 

(Г/л) 

Лимфоциты 

(Г/л) 

Моноциты 

(Г/л) 

294,006,00 

* ** 

15,430,48 

* ** 

3,830,27 

* ** 

11,130,57 

* ** 
0,440,07 

Примечание: * отличие от группы интактных животных, достоверно с p<0,05.  

** отличие от подгруппы зрелых животных (после острой кровопотери), 

достоверно с p<0,05.  
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3.10. Заключение 

Проведенные исследования позволили определить минимальную 

терапевтическую дозу ГСК, эффективную при аллогенной сочетанной 

трансплантации с ММСК. Эксперименты проводились как в физиологических 

условиях, так и после воздействия экстремальных факторов – ионизирующее 

излучение, кровопотеря. Был изучен эффект на гемопоэз выделенных из плодной 

части плаценты следующих доз ГСК: 250 тыс. клеток/кг, 300 тыс. клеток/кг и 330 

тыс. клеток/кг. Полученные результаты свидетельствуют, что введение при 

сочетанной трансплантации ГСК в дозе 250 тыс. клеток/кг не оказывает 

существенного влияния на регенерацию миелоидной ткани и на содержание 

цитогенетически измененных клеток. В этом случае ответ на трансплантацию 

ММСК и ГСК не проявляется ни в физиологических условиях, ни в условиях 

воздействия экстремальных факторов. 

Эффект от трансплантации ГСК в дозе 300 тыс. клеток/кг зависит от условий 

в которых действуют стволовые клетки. В физиологических условиях 

существенного ответа на введение ММСК и ГСК в костном мозге и 

периферической крови не происходит. Иная картина наблюдается при 

трансплантации ГСК после воздействия ИИ. В этом случае ответ выражен в 

увеличении количества митозов в эритроидном ростке и гранулоцитарном 

диффероне. Однако в ранние сроки это не приводит к значительному изменению 

количества клеток изучаемых ростков и, как следствие, к изменению активности 

эритро- и гранулоцитопоэза. Уровень полихроматофильных эритроцитов с 

микроядрами также остается без изменений. 

В условиях острой кровопотери вновь имеет место эффект от 

трансплантации ГСК в дозе 300 тыс. клеток/кг. Однако этот эффект ограничен 

увеличением количества митозов в эритроидном ростке и не приводит к 

существенным изменениям количества эритроидных клеток, а также к изменению 

содержания цитогенетически измененных клеток в костном мозге. 

Указанные эффекты от трансплантации различных доз ГСК коррелируют с 

уровнем повреждения ткани. Известно, что поврежденные ткани способны 
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вырабатывать хемоаттрактант для ММСК и ГСК – SDF-1 (Stromalcell-

derivedfactor-1). Этот хемоаттрактант связывается с рецепторами на поверхности 

ГСК и ММСК и обеспечивает их направленный хоуминг в участки тканей, 

которые подверглись наибольшему повреждению. Большее повреждение 

кроветворной ткани при воздействии ИИ определяет наличие эффекта от 

трансплантированных ММСК и ГСК. Введенные ММСК в свою очередь 

способны усиливать миграцию не только аллогенных, но и аутологичных ГСК 

вырабатывая SDF-1. Свойство ММСК синтезировать компоненты внеклеточного 

матрикса: коллагенI, III, IV, V типов, фибронектин, протеогликаны обеспечивают 

лучшее приживление трансплантированных клеток. Синтез ММСК таких 

факторов как Flt-3 лиганд, ИЛ3, SCF, а также Ил 11, Ил 12, Г-КСФ обеспечивают 

направленную дифференцировку мигрировавших и собственных ГСК 

соответственно в эритроидном и гранулоцитарном направлениях. 

Трансплантация ГСК в дозе 330 тыс. клеток/кг при совместном введении с 

ММСК в физиологических условиях у зрелых животных обеспечивает активацию 

эритропоэза. Повышение общего количества эритроидных клеток на 41,6 % 

(p<0,05) было вызвано увеличением содержания базофильных и 

полихроматофильных нормобластов соответственно на 27,5 % и 49,8 % (рис. 3.1). 

Общее содержание эритроидных клеток в костном 

мозге зрелых лабораторных животных на 7 сутки в 

физиологических условиях
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Рисунок 3.1. 
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Зависимость эффекта при проведении сочетанной трансплантации ММСК и 

ГСК от условий подтвердилось после воздействия ИИ, а также после острой 

кровопотери. Так, было обнаружено, что после трансплантации ГСК в дозе 330 

тыс. клеток/кг в условиях воздействия ИИ происходит активация эритропоэза и 

гранулоцитопоэза. Общее количество эритроидных клеток (+ 22,1 %, p<0,05) 

было увеличено за счет повышения содержания полихроматофильных 

нормобластов на 16,0 %. Общее количество гранулоцитарных элементов (+23,6 

%) было увеличено за счет миелобластов (+75,3%), миелоцитов (51,1%), 

палочкоядерных и сегментоядерных форм нейтрофилов (+ 21,7%). Указанные 

изменения привели к увеличению содержания ретикулоцитов (+ 24,6%) и 

лейкоцитов (+30,1%) в периферической крови (рис. 3.2). При анализе МЯТ 

выявлено существенное снижение количества цитогенетически измененных 

клеток (- 63,0%). Снижение количества полихроматофильных эритроцитов с 

микроядрами можно объяснить способностью ММСК индуцировать выработку 

белков теплового шока в условиях действия экстремальных факторов в других 

клетках. В свою очередь, белки теплового шока, поддерживая структуру белков, 

сохраняют способность ферментов репарации исправлять повреждения в 

молекуле ДНК. Уменьшение количества повреждений в ДНК приводит к 

снижению индуцированного мутагенеза и, как следствие, к снижению количества 

цитогенетически измененных клеток (рис.3.3). 

Некоторые показатели миелограммы зрелых 

лабораторных животных на 7 сутки после 

воздействия ИИ дозой 4,0 Гр
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Рисунок 3.2 
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Содержание полихроматофильных эритроцитов с 

микроядрами у зрелых лабораторных животных на 

7 сутки после воздействия ИИ дозой 4,0 Гр, 
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Рисунок 3.3 

После острой кровопотери трансплантация ГСК в дозе 330 тыс. клеток/кг при 

совместном введении с ММСК обеспечивает активацию эритропоэза и 

гранулоцитопоэза. Активация эритропоэза обусловлена существенным 

увеличением количества полихроматофильных нормобластов на 48,1 %. 

Увеличение количества гранулоцитов на 29,4 % вызвано существенным 

увеличением содержания миелобластов, миелоцитов, метамиелоцитов, а также 

палочкоядерных и сегментоядерных форм нейтрофилов. Так же, как и после 

воздействия ИИ, установлено значительное снижение количества 

цитогенетически измененных клеток в костном мозге (- 23,3 %, p<0,05) (рис. 3.4; 

рис. 3.5). 

Некоторые показатели миелограммы зрелых 

лабораторных животных на 5 сутки после острой 

кровопотери 
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Рисунок 3.4 

Содержание полихроматорфильных эритроцитов с 

микроядрами у зрелых лабораторных животных на 

5 сутки после острой кровопотери
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Рисунок 3.5 

Таким образом, проведенные исследования позволили обнаружить не только 

дозозависимый эффект трансплантированных ГСК, но и выявить минимальную 

терапевтическую дозу, которая бы позволила при совместном введении с ММСК 

активировать регенерацию тканей. Также проведенные эксперименты 

свидетельствуют о различном механизме действия трансплантированных клеток в 

зависимости от условий, в которых проводится трансплантация.  
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ГЛАВА 4. 

ВЛИЯНИЕ СОЧЕТАННОЙ ТРАНСПЛАНТАЦИИ ПЛАЦЕНТАРНЫХ 

ММСК И ГСК НА РЕГЕНЕРАЦИЮ МИЕЛОИДНОЙ ТКАНИ ЗРЕЛЫХ И 

СТАРЫХ ЛАБОРАТОРНЫХ ЖИВОТНЫХ В ФИЗИОЛОГИЧЕСКИХ 

УСЛОВИЯХ И В УСЛОВИЯХ ВОЗДЕЙСТВИЯ  

ЭКСТРЕМАЛЬНЫХ ФАКТОРОВ 

 

 Изучение регенерации быстрообновляющихся тканей лабораторных 

животных зрелого и старого возраста осуществлялось в физиологических 

условиях, а также после воздействия ионизирующего излучения и острой 

кровопотери на фоне аллогенной трансплантации ММСК и ГСК, выделенных из 

плаценты. С целью оценки действия мутагенных факторов был проведен 

цитогенетический анализ путем определения микроядер. Учет микроядер 

объективно отражает частоту аберраций и отставших хромосом. При этом 

спонтанный уровень микроядер (СУМ) представляет собой достаточно 

устойчивую величину.  

 

4.1. Состояние миелоидной ткани зрелых и старых лабораторных животных 

на 1 сутки после сочетанной трансплантации плацентарных ММСК и ГСК  

в физиологических условиях 

  С целью изучения регенерации миелоидной ткани зрелых и старых животных 

после сочетанной трансплантации плацентарных ММСК и ГСК в 

физиологических условиях были проведены исследования на интактных 

лабораторных животных (таблицы 4.1, 4.2, 4.3). 
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Таблица 4.1 

Содержание клеток костного мозга в бедренной кости зрелых и старых  

интактных лабораторных мышей на 1 сутки, Mm, n = 9 

Наименование клеточных элементов 

Содержание клеток  

(млн. клеток/бедро)  

Зрелые Старые 

Миелокариоциты (общее число) 13,171,83 9,82±0,92 

Нейтрофильные 

клетки 

миелобласты 0,230,06 0,11±0,03 

промиелоциты 0,180,04 0,08±0,02 

миелоциты 0,230,05 0,12±0,03 

метамиелоциты 0,650,07 0,30±0,03 

палочкоядерные и 

сегментоядерные 
5,280,41 4,63±0,47 

Эозинофилы (всех генераций) 0,200,05 0,12±0,02 

Все гранулоцитарные элементы 6,760,39 5,35±0,43 

Эритробласты 0,030,01 0,03±0,01 

Нормобласты 

базофильные 0,550,11 0,30±0,05 

полихроматофильные 1,550,09 0,85±0,10 

оксифильные 0,090,04 0,02±0,01 

Все эритроидные элементы 2,220,19 1,19±0,11 

Лимфоциты 3,520,45 2,43±0,27 

Прочие 0,380,05 0,28±0,05 

Индекс созревания нейтрофилов  0,250,03 0,13±0,02 

Индекс созревания эритронормобластов 0,740,03 0,73±0,04 

Гранулоцитарно-эритробластическое отношение 3,090,34 4,54±0,34 

 

Таблица 4.2 

Показатели регенераторной активности и содержание цитогенетически 

измененных клеток в миелоидной ткани зрелых и старых интактных 

лабораторных мышей на 1 сутки, Mm, n = 9 

Параметры Значения, ‰ 

Зрелые Старые 

Митотический индекс эритроидного дифферона, ‰ 4,94±0,99 4,33±1,30 

Митотический индекс гранулоцитарного дифферона, ‰ 3,63±1,22 2,61±0,84 

Содержание полихроматофильных эритроцитов с 

микроядрами 
2,64±0,58 3,32±0,25 
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Таблица 4.3 

Показатели периферической крови зрелых и старых интактных лабораторных 

мышей на 1 сутки, Mm, n = 9 

Название клеточных элементов 
Содержание клеток, Г/л 

Зрелые Старые 

Ретикулоциты  144,3312,00 103,33±10,11 

Лейкоциты (общее содержание)  11,350,97 8,47±1,13 

Гранулоциты 2,780,34 2,28±0,06 

Лимфоциты 8,020,62 6,15±0,68 

Моноциты 0,450,05 0,32±0,08 
 

При анализе миелограммы и периферической крови зрелых и старых 

лабораторных животных на 1 сутки после проведения сочетанной трансплантации 

ММСК и ГСК отмечено, что изучаемые показатели кроветворения не отличались 

от контроля (таблицы 4.4, 4.5). 

Таблица 4.4 

Содержание клеток костного мозга в бедренной кости зрелых и старых 

лабораторных мышей на 1 сутки на фоне сочетанной трансплантации ММСК и 

ГСК, Mm, n = 9 

Наименование клеточных элементов 

Содержание клеток  

(млн. клеток/бедро),  

Зрелые Старые 

Миелокариоциты (общее число) 14,501,67 0,310,04 

Нейтрофильные 

клетки 

миелобласты 0,200,04 0,130,02 

промиелоциты 0,160,06 0,090,02 

миелоциты 0,270,04 0,130,02 

метамиелоциты 0,600,02 0,260,03 

палочкоядерные и сегментоядерные 5,600,06 4,730,57 

Эозинофилы (всех генераций) 0,220,03 0,120,02 

Все гранулоцитарные элементы 7,040,50 5,460,54 

Эритробласты 0,040,01 0,040,02 

Нормобласты 

базофильные 0,500,06 0,330,03 

полихроматофильные 1,570,03 0,890,07 

оксифильные 0,100,03 0 

Все эритроидные элементы 2,200,07 1,260,07 

Лимфоциты 3,870,49 2,530,37 

Прочие 0,390,06 0,310,04 

Индекс созревания нейтрофилов  0,220,04 0,130,02 

Индекс созревания эритронормобластов 0,760,02 0,710,03 

Гранулоцитарно-эритробластическое отношение 3,200,24 4,400,66 
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Таблица 4.5 

Показатели периферической крови зрелых и старых лабораторных мышей  

на 1 сутки на фоне сочетанной трансплантации ММСК и ГСК, Mm, n = 9 

Название клеточных элементов Содержание клеток, Г/л 

Зрелые Старые 

Ретикулоциты  149,1710,50 95,177,83 

Лейкоциты (общее содержание)  11,550,90 8,421,08 

Гранулоциты 2,850,30 2,310,09 

Лимфоциты 7,880,52 5,550,55 

Моноциты 0,480,05 0,330,06 

 

При анализе пролиферативной активности клеток эритроидного и 

гранулоцитарного дифферонов после трансплантации ММСК и ГСК в обеих 

возрастных группах установлено отсутствие существенных различий 

относительно значений нормы. 

При изучении содержания полихроматофильных эритроцитов с микроядрами 

в миелоидной ткани у зрелых и старых животных установлено, что их содержание 

не отличалось от контрольных значений (таблица 4.6). 

Таблица 4.6 

Показатели регенераторной активности и содержание цитогенетически 

измененных клеток в миелоидной ткани зрелых и старых лабораторных мышей на 

1 сутки на фоне сочетанной трансплантации ММСК и ГСК, 

Mm, n = 9 

Параметры 
Значения, ‰ 

Зрелые Старые 

Митотический индекс эритроидного 

дифферона, ‰ 
4,63±0,69 4,13±1,14 

Митотический индекс гранулоцитарного 

дифферона, ‰ 
3,96±0,97 2,76±0,78 

Содержание полихроматофильных 

эритроцитов с микроядрами 
2,31±0,27 3,37±0,30 
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4.2. Состояние миелоидной ткани зрелых и старых лабораторных животных 

на 1 сутки после воздействия ионизирующего излучения на фоне  

сочетанной трансплантации плацентарных ММСК и ГСК 

При анализе миелограммы на 1 сутки после воздействия ионизирующего 

излучения в обеих возрастных группах выявлено существенное угнетение 

эритропоэза и гранулоцитопоэза. Так, в гранулоцитарном диффероне отмечено 

существенное уменьшение содержания миелобластов, промиелоцитов, 

миелоцитов, метамиелоцитов, а также палочкоядерных и сегментоядерных форм 

нейтрофилов. Общее содержание гранулоцитарных элементов у зрелых животных 

(Гр.эл.: 3,68±0,54 млн. клеток/бедро, p<0,05) было на 45,6 %, а у старых животных 

(Гр.эл.: 2,00±0,40 млн. клеток/бедро, p<0,05) на 62,6 % меньше по сравнению с 

контролем. 

В то же время в эритроидном ростке отмечено выраженное уменьшение 

содержания эритробластов, базофильных, полихроматофильных и оксифильных 

элементов. Указанные изменения привели к снижению общего содержания 

эритроидных элементов у зрелых (Эр. эл.: 1,24±0,05 млн. клеток/бедро, p<0,05) и 

старых животных (Эр. эл.: 0,41±0,05 млн. клеток/бедро, p<0,05) по сравнению с 

контролем соответственно на 44,3 % и 65,4 % (таблица 4.7). 

Таблица 4.7 

Содержание клеток костного мозга в бедренной кости зрелых и старых 

лабораторных мышей на 1 сутки после воздействия ионизирующего излучения 

дозой 4,0 Гр, Mm, n = 9 

Наименование клеточных элементов 

Содержание клеток  

(млн. клеток/бедро),  

Зрелые Старые 

1 2 2 

Миелокариоциты (общее число) 5,82±0,75* 3,55±0,38° 

Нейтрофильные 

клетки 

миелобласты 0,05±0,01* 0,03±0,01° 

промиелоциты 0,08±0,03* 0,03±0,01° 

миелоциты 0,11±0,01* 0,04±0,02° 

метамиелоциты 0,29±0,03* 0,12±0,02° 

палочкоядерные и 

сегментоядерные 
3,03±0,04* 1,73±0,40° 
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Продолжение таблицы 4.7 

1 2 2 

Эозинофилы (всех генераций) 0,01±0,03* 0,05±0,03° 

Все гранулоцитарные элементы 3,68±0,54* 2,00±0,40° 

Эритробласты 0,012±0,005* 0,013±0,006° 

Нормобласты 

базофильные 0,16±0,05* 0,09±0,02° 

полихроматофильные 1,07±0,01* 0,31±0,06° 

оксифильные 0* 0,01±0,005° 

Все эритроидные элементы 1,24±0,05* 0,41±0,05° 

Лимфоциты 1,12±0,28* 0,62±0,18° 

Прочие 0,18±0,04* 0,13±0,02° 

Индекс созревания нейтрофилов  0,18±0,04 0,14±0,04 

Индекс созревания эритронормобластов 0,86±0,04* 0,75±0,07 

Гранулоцитарно-эритробластическое 

отношение 
2,99±0,47 5,05±1,39 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05; ° отличие от группы старых интактных животных, достоверно с p<0,05. 

 

При анализе митотической активности элементов эритроидного и 

гранулоцитарного ростков у зрелых животных установлено снижение данных 

показателей на 73,1 % и 65,7 % соответственно. При этом у животных старого 

возраста изучаемые показатели были снижены соответственно на 70,4 % и 54,7 %. 

При определении содержания цитогенетически измененных клеток в миелоидной 

ткани в обеих возрастных группах выявлено существенное увеличение 

полихроматофильных эритроцитов (таблица 4.8). 

Таблица 4.8 

Показатели регенераторной активности и содержание цитогенетически 

измененных клеток в миелоидной ткани зрелых и старых лабораторных мышей на 

1 сутки после воздействия ионизирующего излучения дозой 4,0 Гр, Mm, n = 9 

Параметры 
Значения, ‰ 

Зрелые Старые 

Митотический индекс эритроидного дифферона 1,33±0,34* 1,28±0,32° 

Митотический индекс гранулоцитарного дифферона 1,24±0,35* 1,18±0,29° 

Содержание полихроматофильных эритроцитов  

с микроядрами 
13,15±1,07* 11,55±1,32° 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05; ° отличие от группы старых интактных животных, достоверно с p<0,05. 
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При анализе данных периферической крови зрелых животных установлено 

увеличение содержания ретикулоцитов в периферической крови (165,50±5,83 Г/л, 

p<0,05), уменьшение общего содержания лейкоцитов на 42,3 % за счет 

выраженного уменьшения содержания лимфоцитов (2,32±0,49 Г/л, p<0,05; - 71,1 

%).  При этом содержание гранулоцитов в периферической крови на 1 сутки после 

воздействия ИИ оставалось существенно выше нормы (3,88±0,4Г/л, p<0,05; + 39,9 

%). Появление выраженного ретикулоцитоза и увеличение гранулоцитов можно 

объяснить развитием стресс-реакции со стороны системы крови на экстремальное 

воздействие и выбросом указанных форм из депо (в том числе костного мозга) в 

периферическую кровь.  

Данные, полученные при анализе периферической крови старых животных 

также дополняют ранее выявленные изменения в миелоидной ткани костного мозга. 

Так, в периферической крови установлено значимое снижение общего содержания 

лейкоцитов на 49,4%, лимфоцитов на 75,9%, моноцитов на 45,5%. В то же время 

уровень ретикулоцитов был существенно больше, а содержание гранулоцитов 

достоверно не отличалось от значений нормы. Эти изменения также можно объяснить 

развитием стресс реакции, приводящей к увеличению незрелых форм эритроцитов в 

крови. В отличие от зрелых у старых животных не наблюдалось столь выраженной  

стресс реакции в отношении выброса гранулоцитов, и их уровень на 1 сутки после 

воздействия ИИ уже снизился до значений нормы (таблица 4.9). 

Таблица 4.9 

Показатели периферической крови зрелых и старых лабораторных мышей на 1 

сутки после воздействия ионизирующего излучения дозой 4,0 Гр, Mm, n = 9 

Название клеточных элементов 
Содержание клеток, Г/л 

Зрелые Старые 

Ретикулоциты  165,50±5,83* 123,17±3,83° 

Лейкоциты (общее содержание)  6,55±0,71* 4,29±0,53° 

Гранулоциты 3,88±0,42* 2,63±0,20 

Лимфоциты 2,32±0,49* 1,48±0,38° 

Моноциты 0,35±0,06* 0,17±0,03° 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05; ° отличие от группы старых интактных животных, достоверно с p<0,05. 
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При анализе миелограммы, данных периферической крови лабораторных 

животных обеих возрастных групп на 1 сутки после воздействия ионизирующего 

излучения в дозе 4,0 Гр на фоне проведения сочетанной трансплантации ММСК и ГСК 

не выявлено существенных различий по сравнению с контрольной подгруппой. В то же 

время в обеих возрастных группах установлено наличие выраженного ретикулоцитоза, 

что может быть вызвано развитием стресс реакции на лучевую нагрузку и выбросом в 

кровь из костного мозга ретикулоцитов. В периферической крови также отмечено 

существенное уменьшение содержания лимфоцитов и моноцитов (таблица 4.10). 

Содержание гранулоцитов у зрелых животных превышало значения нормы, что 

вызвано миграцией данных элементов в периферический кровоток из костного мозга 

(таблица 4.11). Однако у старых животных данный показатель существенно не 

отличался от контрольных значений, что может свидетельствовать о меньшей 

выраженности стресс-реакции у данной группы животных.  

    Таблица 4.10 

Содержание клеток костного мозга в бедренной кости зрелых и старых 

лабораторных мышей на 1 сутки после воздействия ионизирующего излучения 

дозой 4,0 Гр на фоне сочетанной трансплантации ММСК и ГСК, Mm, n = 9 

Наименование клеточных элементов 

Содержание клеток  

(млн. клеток/бедро),  

Зрелые Старые 
1 2 3 

Миелокариоциты (общее число) 7,871,23* 3,500,30° 

Нейтрофильные 

клетки 

миелобласты 0,070,03* 0,040,01° 

промиелоциты 0,090,02* 0,050,02° 

миелоциты 0,180,03* 0,040,01° 

метамиелоциты 0,400,02* 0,130,02° 

палочкоядерные и 

сегментоядерные 
3,050,04* 1,920,22° 

Эозинофилы (всех генераций) 0,130,02* 0,040,02° 

Все гранулоцитарные элементы 4,600,36* 2,220,21° 

Эритробласты 0,010,004* 0,020,007° 

Нормобласты 

базофильные 0,260,05* 0,110,02° 

полихроматофильные 0,170,05* 0,280,04° 

оксифильные 

 
0* 0,010,01° 
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Продолжение таблицы 4.10 

1 2 3 

Все эритроидные элементы 0,450,05* 0,410,04° 

Лимфоциты 1,730,04* 0,550,12° 

Прочие 0,220,03* 0,100,01° 

Индекс созревания нейтрофилов  0,250,04 0,140,02 

Индекс созревания эритронормобластов 0,390,11* 0,690,03 

Гранулоцитарно-эритробластическое 

отношение 
3,150,25* 5,530,59 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05; ° отличие от группы старых интактных животных, достоверно с p<0,05. 

 

Таблица 4.11 

Показатели периферической крови зрелых и старых лабораторных мышей  

на 1 сутки после воздействия ионизирующего излучения дозой 4,0 Гр  

на фоне сочетанной трансплантации ММСК и ГСК, Мm, n = 9 

Название клеточных элементов Содержание клеток, Г/л 

Зрелые Старые 

Ретикулоциты  168,507,17* 135,1713,50* 

Лейкоциты (общее содержание)  7,221,32* 3,900,37* 

Гранулоциты 3,600,37* 2,860,39 

Лимфоциты 5,530,84* 1,830,41* 

Моноциты 0,360,06* 0,180,02* 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05; ° отличие от группы старых интактных животных, достоверно с p<0,05. 

 

При анализе митотического индекса в обеих изучаемых возрастных группах 

эритроидного и гранулоцитарного дифферонов отмечено отсутствие 

существенной разницы в значении данных показателей в опытных группах 

относительно контрольных подгрупп. 

При изучении содержания полихроматофильных эритроцитов с микроядрами 

в эритроидном ростке костного мозга после сочетанной трансплантации ММСК и 

ГСК у зрелых и старых животных обнаружен эффект от введения стволовых 

клеток. В обеих возрастных группах произошло снижение содержания 

цитогенетически измененных клеток.  
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У зрелых животных данный показатель был снижен на 25,0 %, в то время как 

у старых животных на 23,8%. Тем не менее, содержание цитогенетически 

измененных клеток было выше значений СУМ (таблица 4.12). 

 

Таблица 4.12 

Показатели регенераторной активности и содержание цитогенетически 

измененных клеток в миелоидной ткани зрелых и старых лабораторных мышей на 

1 сутки после воздействия ионизирующего излучения дозой 4,0 Гр на фоне 

сочетанной трансплантации ММСК и ГСК, Mm, n = 9 

Параметры 
Значения, ‰ 

Зрелые Старые 

Митотический индекс эритроидного 

дифферона 
1,39±0,28* 1,38±0,25° 

Митотический индекс гранулоцитарного 

дифферона 
1,17±0,32* 1,20±0,17° 

Содержание полихроматофильных 

эритроцитов с микроядрами 
9,86±0,75* ** 8,80±0,83°°° 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05.** отличие от контрольной подгруппы зрелых животных (после 

воздействия ИИ), достоверно с p<0,05.° отличие от группы старых интактных 

животных, достоверно с p<0,05.°°отличие от контрольной подгруппы старых 

животных (после воздействия ИИ), достоверно с p<0,05. 

 

 

4.3. Состояние миелоидной ткани зрелых и старых лабораторных животных 

на 7 сутки после сочетанной трансплантации плацентарных ММСК и ГСК в 

физиологических условиях 

Проведенные исследования позволили определить содержание клеточных 

элементов в костном мозге (таблица 4.13), периферической крови у зрелых и 

старых интактных лабораторных животных (таблица 4.14). Также было изучено 

содержание цитогенетически измененных клеток (таблица 4.15) 
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Таблица 4.13 

Содержание клеток костного мозга в бедренной кости зрелых и старых  

интактных лабораторных мышей на 7 сутки, Mm, n = 9 

Наименование клеточных элементов 

Содержание клеток  

(млн. клеток/бедро),  

Зрелые Старые 

Миелокариоциты (общее число) 12,331,67 9,42±0,68 

Нейтрофильные 

клетки 

миелобласты 0,210,05 0,12±0,02 

промиелоциты 0,170,03 0,09±0,02 

миелоциты 0,240,04 0,13±0,02 

метамиелоциты 0,610,07 0,29±0,02 

палочкоядерные и 

сегментоядерные 
5,100,59 4,37±0,47 

Эозинофилы (всех генераций) 0,220,05 0,13±0,03 

Все гранулоцитарные элементы 6,530,67 5,12±0,46 

Эритробласты 0,030,01 0,04±0,013 

Нормобласты 

базофильные 0,520,08 0,27±0,04 

полихроматофильные 1,530,07 0,82±0,09 

оксифильные 0,090,03 0,02±0,01 

Все эритроидные элементы 2,170,14 1,15±0,10 

Лимфоциты 3,440,34 2,72±0,22 

Прочие 0,370,06 0,26±0,04 

Индекс созревания нейтрофилов  0,240,02 0,14±0,02 

Индекс созревания эритронормобластов 0,750,02 0,73±0,04 

Гранулоцитарно-эритробластическое 

отношение 
3,030,41 4,49±0,52 

 

Таблица 4.14 

Показатели периферической крови зрелых и старых  

интактных лабораторных мышей на 7 сутки, Mm, n = 9 

Название клеточных элементов Содержание клеток, Г/л 

Зрелые Старые 

Ретикулоциты  146,839,89 108,33±9,00 

Лейкоциты (общее содержание)  11,801,07 8,62±1,01 

Гранулоциты 2,780,35 2,30±0,04 

Лимфоциты 8,020,58 6,30±0,53 

Моноциты 0,480,05 0,28±0,07 
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Таблица 4.15 

Показатели регенераторной активности и содержание цитогенетически 

измененных клеток в миелоидной ткани зрелых и старых интактных 

лабораторных мышей на 7 сутки, Mm, n = 9 

Параметры Значения, ‰ 

Зрелые Старые 

Митотический индекс эритроидного 

дифферона 
5,05±1,10 4,17±1,26 

Митотический индекс гранулоцитарного 

дифферона 
3,56±0,90 2,53±0,75 

Содержание полихроматофильных 

эритроцитов с микроядрами 
2,370,50 3,50±0,33 

 

При анализе миелограммы на 7 сутки после сочетанной трансплантации 

ММСК и ГСК в эритроидном диффероне у зрелых животных отмечено 

увеличение содержания базофильных (+ 27,5 %) и полихроматофильных 

нормобластов (+ 49,8 %). В то же время у старых животных установлено 

существенное увеличение содержания полихроматофильных нормобластов 

(1,130,17млн. кл/бедро, p<0,05) на 37,04 %. Указанные изменения привели к 

увеличению общего содержания эритроидных элементов в костном мозге 

соответственно на 41,6 % и 25,8 % по сравнению с контролем. 

В то же время в гранулоцитарном диффероне в обеих возрастных группах не 

установлено существенного эффекта от сочетанной трансплантации клеток 

(таблица 4.16). 
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Таблица 4.16 

 Содержание клеток костного мозга в бедренной кости зрелых и старых 

лабораторных мышей на 7 сутки на фоне сочетанной трансплантации  

ММСК и ГСК, Mm, n = 9 

Наименование клеточных элементов 

Содержание клеток  

(млн. клеток/бедро),  

Зрелые Старые 

Миелокариоциты (общее число) 14,332,00 9,570,61 

Нейтрофильные 

клетки 

миелобласты 0,240,04 0,130,02 

промиелоциты 0,200,06 0,110,02 

миелоциты 0,270,04 0,140,02 

метамиелоциты 0,620,04 0,270,04 

палочкоядерные и 

сегментоядерные 
5,840,04 4,700,33 

Эозинофилы (всех генераций) 0,220,05 0,120,02 

Все гранулоцитарные элементы 7,390,60 5,470,29 

Эритробласты 0,050,01 0,060,01 

Нормобласты 

базофильные 0,670,05* 0,240,04 

полихроматофильные 2,300,35* 1,130,17 ° 

оксифильные 0,070,03 0,020,09 

Все эритроидные элементы 3,080,35* 1,450,18 ° 

Лимфоциты 3,420,04 2,680,25 

Прочие 0,350,06 0,260,03 

Индекс созревания нейтрофилов  0,230,04 0,140,01 

Индекс созревания эритронормобластов 0,760,04 0,740,03 

Гранулоцитарно-эритробластическое отношение 2,440,35* 3,560,35 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05; ° отличие от группы старых интактных животных, достоверно с p<0,05.  

 

При подсчете числа митозов в эритроидном диффероне обнаружено 

увеличение их количества у зрелых и старых животных сорответственно на 30,9% 

и 28,42%. При подсчете числа митозов в гранулоцитарном диффероне обеих 

возрастных групп установлено отсутствие значимых различий по сравнению с 

контролем. 

При анализе микроядерного теста старых животных обнаружено уменьшение 

содержания полихроматофильных эритроцитов с микроядрами относительно 
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контроля на 30,0 % (2,450,30‰, p<0,05) (таблица 4.17). При этом у зрелых 

животных изучаемый показатель достоверно не отличался от данных интактных 

животных. 

Таблица 4.17 

Показатели регенераторной активности и содержание цитогенетически 

измененных клеток в миелоидной ткани зрелых и старых лабораторных мышей  

на 7 сутки на фоне сочетанной трансплантации ММСК и ГСК, Mm, n = 9 

Параметры 
Значения, ‰ 

Зрелые Старые 

Митотический индекс эритроидного дифферона 6,61±0,68* 5,36±0,75 ° 

Митотический индекс гранулоцитарного дифферона 4,05±0,85 3,26±0,69 

Содержание полихроматофильных эритроцитов с 

микроядрами 
2,490,48 2,45±0,30 ° 

 Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05; ° отличие от группы старых интактных животных, достоверно с p<0,05.  

 

  При анализе данных периферической крови зрелых и старых животных отмечено 

увеличение содержания ретикулоцитов в изучаемых группах соответственно на 

21,6 и 20,6 % относительно контроля. В то же время содержание других 

изучаемых показателей существенно не отличалось от значений контроля 

(таблица 4.18). 

Таблица 4.18 

 Показатели периферической крови зрелых и старых лабораторных мышей на 7 

сутки на фоне сочетанной трансплантации ММСК и ГСК, Mm, n = 9 

Название клеточных элементов Содержание клеток, Г/л 

Зрелые Старые 

Ретикулоциты  178,506,00* 130,677,00 ° 

Лейкоциты (общее содержание)  12,900,73 8,850,62 

Гранулоциты 2,900,47 2,230,09 

Лимфоциты 8,580,48 6,170,40 

Моноциты 0,470,03 0,290,05 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05; ° отличие от группы старых интактных животных, достоверно с p<0,05.  
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4.4. Состояние миелоидной ткани зрелых и старых лабораторных животных 

на 7 сутки после воздействия ионизирующего излучения на фоне сочетанной 

трансплантации плацентарных ММСК и ГСК 

На 7 сутки после воздействия ионизирующего излучения при анализе 

миелограммы у зрелых животных отмечено восстановление количества 

миелобластов до значений нормы. В то же время у старых лабораторных 

животных в гранулоцитарном ростке выявлено восстановление содержания 

миелобластов и промиелоцитов до значений нормы. Однако не произошло 

восстановления содержания миелоцитов, метамиелоцитов, а также 

палочкоядерных и сегментоядерных форм нейтрофилов. В результате общее 

содержание гранулоцитов в обеих возрастных группах было меньше, чем в 

контроле соответственно 33,4 % и 27 %. У старых животных установлено 

восстановление содержания эритробластов в миелоидной ткани. При этом 

отмечено, что не произошло восстановления до контрольных значений 

базофильных и полихроматофильных нормобластов. Общее содержание 

миелокариоцитов в обеих возрастных группах не восстановилось до значений 

нормы (соответственно: - 35,3 % и - 33,3 %) (таблица 4.19). 

Таблица 4.19 

Содержание клеток костного мозга в бедренной кости зрелых и старых 

лабораторных мышей на 7 сутки после воздействия ионизирующего излучения 

дозой 4,0 Гр, Mm, n = 9 

Наименование клеточных элементов 

Содержание клеток  

(млн. клеток/бедро),  

Зрелые Старые 

1 2 3 

Миелокариоциты (общее число) 7,98±1,35* 6,28±0,72° 

Нейтрофильные 

клетки 

миелобласты 0,15±0,03 0,09±0,03 

промиелоциты 0,11±0,02* 0,07±0,02 

миелоциты 0,15±0,03* 0,09±0,02° 

метамиелоциты 0,42±0,02* 0,21±0,02° 

палочкоядерные и 

сегментоядерные 
3,40±0,06* 3,18±0,38° 
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Продолжение таблицы 4.19 

1 2 3 

Эозинофилы (всех генераций) 0,14±0,02* 0,09±0,02° 

Все гранулоцитарные элементы 4,35±0,40* 3,74±0,39° 

Эритробласты 0,022±0,004* 0,028±0,005 

Нормобласты 

базофильные 0,30±0,07* 0,19±0,04° 

полихроматофильные 1,15±0,04* 0,59±0,07° 

оксифильные 0* 0,01±0,006 

Все эритроидные элементы 1,48±0,08* 0,82±0,10° 

Лимфоциты 1,67±0,33* 1,90±0,20° 

Прочие 0,21±0,02* 0,19±0,03° 

Индекс созревания нейтрофилов  0,25±0,03 0,15±0,03 

Индекс созревания эритронормобластов 0,78±0,03 0,73±0,04 

Гранулоцитарно-эритробластическое 

отношение 
2,95±0,21 4,67±0,89 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05; ° отличие от группы старых интактных животных, достоверно с p<0,05.  

 

 При подсчете числа митозов в эритроидном и гранулоцитарном дифферонах 

установлено, что изучаемые показатели у зрелых и старых животных на 7 сутки после 

воздействия ИИ восстановились до значений нормы. В то же время при исследовании 

микроядерного теста обнаружено сохраняющееся повышенным содержание 

полихроматофильных эритроцитов с микроядрами. Показатель МЯТ в обеих 

возрастных группах был существенно больше значений СУМ (таблица 4.20). 

Таблица 4.20 

Показатели регенераторной активности и содержание цитогенетически 

измененных клеток в миелоидной ткани зрелых и старых лабораторных мышей на 

7 сутки после воздействия ионизирующего излучения дозой 4,0 Гр, Mm, n = 9 

Параметры 
Значения, ‰ 

Зрелые Старые 

Митотический индекс эритроидного дифферона 3,98±0,48 2,69±0,56 

Митотический индекс гранулоцитарного дифферона 2,81±0,39 2,49±0,47 

Содержание полихроматофильных эритроцитов с 

микроядрами 

7,87±0,95* 6,10±0,50° 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05; ° отличие от группы старых интактных животных, достоверно с p<0,05.  
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При анализе данных периферической крови зрелых и старых лабораторных 

животных установлено сниженное содержание ретикулоцитов, гранулоцитов, 

лимфоцитов и моноцитов относительно контроля (таблица 4.21). 

       Таблица 4.21 

Показатели периферической крови зрелых и старых лабораторных мышей на 7 

сутки после воздействия ионизирующего излучения дозой 4,0 Гр, Mm, n = 9 

Название клеточных элементов 
Содержание клеток, Г/л 

Зрелые Старые 

Ретикулоциты  98,83±9,50* 85,50±10,50° 

Лейкоциты (общее содержание)  7,47±1,20* 6,40±0,33° 

Гранулоциты 1,82±0,38* 1,72±0,36° 

Лимфоциты 5,80±0,67* 4,83±0,40° 

Моноциты 0,37±0,05* 0,20±0,02° 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05; ° отличие от группы старых интактных животных, достоверно с p<0,05.  

 

При анализе миелограммы старых животных на 7 сутки после воздействия ИИ в 

дозе 4,0 Гр на фоне сочетанной трансплантации ММСК и ГСК в эритроидном 

диффероне отмечено увеличение содержания эритробластов (+37,9%), базофильных 

(+ 42,1%), полихроматофильных нормобластов (+32,3%) по сравнению с контрольной 

подгруппой. Указанные изменения привели к увеличению общего содержание 

эритроидных элементов на 35,6% (Эр.эл.: 1,110,06 млн. кл./бедро, p<0,05). У зрелых 

животных в изучаемом ростке отмечено существенное увеличение 

полихроматофильных нормобластов. Указанные изменения привели к увеличению 

общего содержание эритроидных элементов в обеих возрастных группах 

соответственно на 35,6% (Эр.эл.: 1,110,06 млн. кл./бедро, p<0,05) и 22,1% (Эр.эл.: 

1,800,08 млн. кл./бедро, p<0,05). 

В гранулоцитарном диффероне у зрелых животных обнаружено увеличение 

количества миелобластов, миелоцитов, палочкоядерных и сегментоядерных форм 

нейтрофилов. При этом у старых животных выявлено увеличение содержания 

миелоцитов, метамиелоцитов, палочкоядерных и сегментоядерных форм 

нейтрофилов относительно контрольной подгруппы. Описанные изменения 
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соответствовали увеличению общего содержания гранулоцитарных элементов в 

обеих изучаемых возрастных группах. 

При подсчете содержания лимфоцитов в костном мозге у старых животных 

обнаружено увеличение их содержания относительно контрольной подгруппы на 

23,7%. Следует отметить, что настоящий показатель не только увеличился 

относительно контрольной подгруппы, но и соответствовал значениям нормы 

(таблица 4.22). 

Таблица 4.22 

Содержание клеток костного мозга в бедренной кости зрелых и старых 

лабораторных мышей на 7 сутки после воздействия ионизирующего излучения 

дозой 4,0 Гр на фоне сочетанной трансплантации ММСК и ГСК, Mm, n = 9 

Наименование клеточных элементов 

Содержание клеток  

(млн. клеток/бедро),  

Зрелые Старые 

Миелокариоциты (общее число) 10,070,83 ** 7,820,95 

Нейтрофильные 

клетки 

миелобласты 0,260,03** 0,120,03 

промиелоциты 0,130,02* 0,100,02 

миелоциты 0,220,03** 0,150,02°° 

метамиелоциты 0,470,02* 0,260,02°° 

палочкоядерные и 

сегментоядерные 
4,140,05** 4,130,30°° 

Эозинофилы (всех генераций) 0,160,02 0,110,02 

Все гранулоцитарные элементы 5,380,19 ** 4,860,31°° 

Эритробласты 0,020,01* 0,040,003°° 

Нормобласты 

базофильные 0,400,04* 0,270,02°° 

полихроматофильные 1,340,06** 0,780,04°° 

оксифильные 0,050,05 0,020,01 

Все эритроидные элементы 1,800,08 ** 1,110,06°° 

Лимфоциты 1,930,14 2,350,35°° 

Прочие 0,240,04* 0,210,02 

Индекс созревания нейтрофилов  0,260,01 0,150,01 

Индекс созревания эритронормобластов 0,770,02 0,720,02 

Гранулоцитарно-эритробластическое отношение 2,990,16 4,370,34 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05. ** отличие от контрольной подгруппы зрелых животных (после 

воздействия ИИ), достоверно с p<0,05. °° отличие от контрольной подгруппы 

старых животных (после воздействия ИИ), достоверно с p<0,05. 
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В то же время у зрелых и старых животных при подсчете митозов в 

эритроидном и гранулоцитарном ростках обнаружено, что изучаемые показатели 

были достоверно больше, чем в контрольной подгруппе. 

При анализе микроядерного теста отмечено, что уровень цитогенетически 

измененных клеток у зрелых (-63,0 %) и старых животных (-38,5 %) был 

существенно меньше, чем в контрольной подгруппе. При этом показатель МЯТ 

восстановился до значений нормы и соответствовал СУМ (таблица 4.23). 

 

   Таблица 4.23 

Показатели регенераторной активности и содержание цитогенетически 

измененных клеток в миелоидной ткани зрелых и старых лабораторных мышей на 

7 сутки после воздействия ионизирующего излучения дозой 4,0 Гр на фоне 

сочетанной трансплантации ММСК и ГСК, Mm, n = 9 

Параметры Значения, ‰ 

Зрелые Старые 

Митотический индекс эритроидного 

дифферона 
5,46±0,92** 5,07±0,54°° 

Митотический индекс гранулоцитарного 

дифферона 
3,65±0,37** 4,19±0,70°° 

Содержание полихроматофильных 

эритроцитов с микроядрами 
2,910,38 ** 3,75±0,32°° 

Примечание: ** отличие от контрольной подгруппы зрелых животных (после 

воздействия ИИ), достоверно с p<0,05. °° отличие от контрольной подгруппы 

старых животных (после воздействия ИИ), достоверно с p<0,05. 

 

Данные периферической крови дополняют и подтверждают ранее описанные 

изменения в костном мозге. Так, выявлено увеличение содержания 

ретикулоцитов, повышение общего содержания лейкоцитов по сравнению с 

лабораторными животными, которым не проводилась сочетанная трансплантация 

ММСК и ГСК (таблица 4.24). 
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Таблица 4.24 

Показатели периферической крови зрелых и старых лабораторных мышей  

на 7 сутки после воздействия ионизирующего излучения дозой 4,0 Гр  

на фоне сочетанной трансплантации ММСК и ГСК, Мm, n = 9 

Название клеточных элементов Содержание клеток, Г/л 

Зрелые Старые 

Ретикулоциты  123,179,50 ** 111,009,33°° 

Лейкоциты (общее содержание)  9,720,49 ** 7,720,39°° 

Гранулоциты 2,520,29 ** 2,480,28°° 

Лимфоциты 7,170,34** 5,830,54°° 

Моноциты 0,430,05 0,200,04 

Примечание: ** отличие от контрольной подгруппы зрелых животных (после 

воздействия ИИ), достоверно с p<0,05. °° отличие от контрольной подгруппы 

старых животных (после воздействия ИИ), достоверно с p<0,05. 

 

 

4.5. Состояние миелоидной ткани зрелых и старых лабораторных животных 

на 5 сутки после сочетанной трансплантации плацентарных ММСК и ГСК  

в физиологических условиях 

С целью изучения действия сочетанной трансплантации плацентарных 

ММСК и ГСК на состояние миелоидной ткани зрелых и старых животных  в 

физиологических условиях на 5 сутки в обеих возрастных группах были 

проведены исследования на интактных животных по определению клеточного 

состава костного мозга (таблица 4.25), периферической крови (таблица 4.26). 

Также было изучено содержание цитогенетически измененных клеток в 

эритроидном ростке миелоидной ткани (таблица 4.27). 
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Таблица 4.25 

Содержание клеток костного мозга в бедренной кости зрелых и старых  

интактных лабораторных мышей на 5 сутки, Mm, n = 9 

Наименование клеточных элементов 

Содержание клеток  

(млн. клеток/бедро),  

Зрелые Старые 

Миелокариоциты (общее число) 13,83±0,83 10,42±0,82 

Нейтрофильные 

клетки 

миелобласты 0,19±0,02 0,08±0,03 

промиелоциты 0,15±0,01 0,06±0,02 

миелоциты 0,20±0,03 0,10±0,02 

метамиелоциты 0,63±0,05 0,33±0,05 

палочкоядерные и 

сегментоядерные 
5,73±0,20 4,90±0,37 

Эозинофилы (всех генераций) 0,16±0,02 0,11±0,02 

Все гранулоцитарные элементы 7,05±0,20 5,58±0,33 

Эритробласты 0,03±0,003 0,02±0,009 

Нормобласты 

базофильные 0,48±0,04 0,27±0,02 

полихроматофильные 1,53±0,04 0,93±0,11 

оксифильные 0,07±0,03 0,03±0,01 

Все эритроидные элементы 2,11±0,07 1,24±0,09 

Лимфоциты 3,54±0,34 2,60±0,23 

Прочие 0,34±0,05 0,26±0,05 

Индекс созревания нейтрофилов  0,20±0,01 0,12±0,02 

Индекс созревания эритронормобластов 0,76±0,01 0,77±0,05 

Гранулоцитарно-эритробластическое 

отношение 
3,34±0,18 4,55±0,57 

 

   Таблица 4.26 

Показатели периферической крови зрелых и старых  

интактных лабораторных мышей на 5 сутки, Mm, n = 9 

Название клеточных элементов Содержание клеток, Г/л 

Зрелые Старые 

Ретикулоциты  143,17±7,72 107,83±5,50 

Лейкоциты (общее содержание)  11,83±0,51 8,93±1,17 

Гранулоциты 2,86±0,29 2,24±0,06 

Лимфоциты 8,30±0,40 6,38±0,62 

Моноциты 0,45±0,06 0,36±0,08 
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   Таблица 4.27 

Показатели регенераторной активности и содержание цитогенетически 

измененных клеток в миелоидной ткани зрелых и старых интактных 

лабораторных мышей на 5 сутки, Mm, n = 9 

Параметры Значения, ‰ 

Зрелые Старые 

Митотический индекс эритроидного 

дифферона 
4,84±0,68 3,30±0,93 

Митотический индекс гранулоцитарного 

дифферона 
3,76±1,09 1,86±0,35 

Содержание полихроматофильных 

эритроцитов с микроядрами 
2,510,38 3,54±0,39 

 

При анализе миелограммы на 5 сутки после сочетанной трансплантации 

ММСК и ГСК в эритроидном ростке зрелых животных установлено существенное 

увеличение эритробластов (0,050,01 млн. клеток/бедро, p<0,05). При этом у 

старых лабораторных животных обнаружено увеличение содержания как 

эритробластов (0,04±0,007 млн. клеток/бедро, p<0,05), так и  базофильных 

нормобластов (0,34±0,03 млн. клеток/бедро, p<0,05). Несмотря на выявленные 

изменения в обеих возрастных группах в виде увеличения отдельных фракций 

клеток это не привело к изменению общего содержания эритроидных элементов. 

  При анализе миелограммы установлено, что активность гранулоцитопоэза, 

содержание лимфоцитов у зрелых и старых лабораторных животных существенно 

не отличались от контрольных значений (таблица 4.28). 
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Таблица 4.28 

Содержание клеток костного мозга в бедренной кости зрелых и старых 

лабораторных мышей на 5 сутки на фоне сочетанной трансплантации  

ММСК и ГСК, Mm, n = 9 

Наименование клеточных элементов 

Содержание клеток  

(млн. клеток/бедро),  

Зрелые Старые 

Миелокариоциты (общее число) 13,251,30 11,76±1,13 

Нейтрофильные 

клетки 

миелобласты 0,210,02 0,09±0,04 

промиелоциты 0,170,02 0,08±0,03 

миелоциты 0,210,03 0,12±0,02 

метамиелоциты 0,660,05 0,35±0,06 

палочкоядерные и 

сегментоядерные 
6,130,32 4,65±0,38 

Эозинофилы (всех генераций) 0,160,02 0,13±0,02 

Все гранулоцитарные элементы 7,540,33 5,37±0,36 

Эритробласты 0,050,01* 0,04±0,007° 

Нормобласты 

базофильные 0,530,12 0,34±0,03° 

полихроматофильные 1,510,08 1,00±0,23 

оксифильные 0,080,02 0,02±0,01 

Все эритроидные элементы 2,160,12 1,39±0,31 

Лимфоциты 3,250,57 2,91±0,36 

Прочие 0,290,03 0,29±0,04 

Индекс созревания нейтрофилов  0,200,01 0,13±0,02 

Индекс созревания эритронормобластов 0,740,05 0,72±0,06 

Гранулоцитарно-эритробластическое отношение 3,510,35 4,12±0,99 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05. ° отличие от группы старых интактных животных, достоверно с p<0,05. 

 

При подсчете числа митозов в эритроидном диффероне у зрелых и старых 

животных установлено увеличение пролиферативной активности соответственно 

на 23,9 % и 28,8 % по сравнению с интактными животными. При подсчете числа 

митозов в гранулоцитарном ростке не выявлено значимых различий по сравнению 

с данными в контроле. 
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При анализе микроядерного теста выявлен различный ответ со стороны 

зрелых и старых животных на проведенную трансплантацию ММСК и ГСК. Так, 

у старых животных обнаружено, что уровень полихроматофильных эритроцитов с 

микроядрами был на 24,9 % ниже относительно группы контроля. В то же время у 

зрелых животных данный показатель существенно не изменился (таблица 4.29).  

 Таблица 4.29 

Показатели регенераторной активности и содержание цитогенетически 

измененных клеток в миелоидной ткани зрелых лабораторных мышей  

на 5 сутки на фоне сочетанной трансплантации ММСК и ГСК, Mm, n = 9 

Параметры 
Значения, ‰ 

Зрелые Старые 

Митотический индекс эритроидного 

дифферона 
6,00±0,80* 4,25±0,28° 

Митотический индекс гранулоцитарного 

дифферона 
4,03±1,05 2,63±0,68 

Содержание полихроматофильных 

эритроцитов с микроядрами 
2,610,27 2,66±0,19° 

 

При изучении данных периферической крови установлено соответствие 

изучаемых показателей ранее описанным изменениям в костном мозге. Так, было 

выявлено, что содержание элементов периферической крови в обеих возрастных 

группах достоверно не отличалось от соответствующих показателей в группе 

контроля (таблица 4.30). 

      Таблица 4.30 

Показатели периферической крови зрелых и старых лабораторных мышей  

на 5 сутки на фоне сочетанной трансплантации ММСК и ГСК, Mm, n = 9 

Название клеточных элементов 
Содержание клеток, Г/л 

Зрелые Старые 

Ретикулоциты  133,004,67 114,78±13,36 

Лейкоциты (общее содержание)  11,900,87 9,48±0,70 

Гранулоциты 2,640,21 2,20±0,34 

Лимфоциты 8,730,72 6,21±0,79 

Моноциты 0,500,04 0,37±0,06 
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4.6. Состояние миелоидной ткани зрелых и старых лабораторных животных 

на 5 сутки после острой кровопотери на фоне сочетанной трансплантации 

плацентарных ММСК и ГСК 

При анализе данных миелограммы старых лабораторных животных на 5 

сутки после острой кровопотери выявлены схожие качественные изменения с 

данными миелограммы зрелых лабораторных животных. Так, в гранулоцитарном 

ростке выявлено достоверное уменьшение содержания миелобластов (0,03±0,02 

млн. клеток/бедро, p<0,05; - 60,1 %), промиелоцитов (0,02±0,01 млн. клеток/бедро, 

p<0,05; - 61,1 %), миелоцитов (0,06±0,02 млн. клеток/бедро, p<0,05; - 37,7 %), 

метамиелоцитов (0,26±0,03 млн. клеток/бедро, p<0,05; - 21,7 %), палочкоядерных 

и сегментоядерных форм лейкоцитов (3,83±0,42, p<0,05 млн. клеток/бедро; - 21,77 

%). Что привело к снижению общего содержания гранулоцитарных элементов 

относительно контроля на 22,2 % (4,34±0,41 млн. клеток/бедро, p<0,05). У зрелых 

лабораторных животных за счет уменьшения количества миелоцитов, 

метамиелоцитов, палочкоядерных и сегментоядерных форм гранулоцитов общее 

содержание клеток изучаемого дифферона было на 20,8 % меньше, по сравнению 

с интактными животными. 

В то же время при анализе данных эритроидного ростка старых животных 

отмечено увеличение содержания эритробластов (0,042±0,009 млн. клеток/бедро, 

p<0,05;% + 92,31 %), базофильных (0,34±0,04 млн. клеток/бедро, p<0,05; + 27,67 

%), полихроматофильных нормобластов (1,58±0,12 млн. клеток/бедро, p<0,05; + 

27,70 %). Указанные изменения привели к стимуляции эритропоэза, при этом 

общее содержание эритроидных элементов было на 27,4 % больше, чем в 

контроле (таблица 4.31). У зрелых животных также отмечено увеличение общего 

содерджания элементов эритроидного ростка на 42,7 % за счет повышения 

количества эритробластов, базофильных и полихроматофильных нормобластов. 
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Таблица 4.31. 

Содержание клеток костного мозга в бедренной кости зрелых и старых 

лабораторных мышей на 5 сутки после острой кровопотери, Mm, n = 9 

Наименование клеточных элементов 

Содержание клеток  

(млн. клеток/бедро),  

Зрелые Старые 

Миелокариоциты (общее число) 12,90±0,40 9,43±0,50 

Нейтрофильные 

клетки 

миелобласты 0,17±0,03 0,03±0,02° 

промиелоциты 0,13±0,03 0,02±0,01° 

миелоциты 0,15±0,03* 0,06±0,02° 

метамиелоциты 0,43±0,05* 0,26±0,03° 

палочкоядерные и 

сегментоядерные 
4,57±0,39* 3,83±0,42° 

Эозинофилы (всех генераций) 0,15±0,03 0,13±0,02 

Все гранулоцитарные элементы 5,58±0,36* 4,34±0,41° 

Эритробласты 0,04±0,0004* 0,042±0,009° 

Нормобласты 

базофильные 0,65±0,08* 0,34±0,04° 

полихроматофильные 2,22±0,31* 1,18±0,12° 

оксифильные 0,11±0,02 0,02±0,01 

Все эритроидные элементы 3,02±0,34* 1,58±0,12° 

Лимфоциты 4,17±0,58 2,78±0,22 

Прочие 0,32±0,06  0,31±0,05 

Индекс созревания нейтрофилов  0,19±0,03 0,10±0,02 

Индекс созревания эритронормобластов 0,78±0,03 0,76±0,02 

Гранулоцитарно-эритробластическое отношение 1,88±0,26* 2,77±0,38° 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05;° отличие от группы старых интактных животных, достоверно с p<0,05. 

 

При подсчете числа митозов в эритроидном диффероне у зрелых и старых 

животных выявлено значительное увеличение содержания митотически 

делящихся клеток по сравнению с контролем. 

При подсчете числа митозов в гранулоцитарном диффероне в обеих возрастных 

группах установлено отсутствие существенных различий по сравнению со 

значениями интактных животных. 

При анализе микроядерного теста обнаружено увеличение количества 

цитогенетически измененных клеток в эритроидном диффероне у зрелых  
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(+80,1 %, p<0,05 %) и старых животных (+ 75,3 %, p<0,05) относительно значений 

СУМ (таблица 4.32). 

Таблица 4.32 

Показатели регенераторной активности и содержание цитогенетически 

измененных клеток в миелоидной ткани зрелых и старых лабораторных мышей на 

5 сутки после острой кровопотери, Mm, n = 9 

Параметры Значения, ‰ 

Зрелые Старые 

Митотический индекс эритроидного дифферона 6,47±0,67* 5,06±0,65° 

Митотический индекс гранулоцитарного дифферона 3,51±0,65 2,01±0,44 

Содержание полихроматофильных эритроцитов с 

микроядрами 
4,530,44* 6,20±0,66° 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05;° отличие от группы старых интактных животных, достоверно с p<0,05. 

 

При анализе данных периферической крови зрелых и старых животных 

установлено увеличение количества ретикулоцитов соответственно на 76,4 % и 

21,0 %. В то время как содержание других изучаемых элементов достоверно от 

значений нормы не отличалось. 

Уменьшение содержания гранулоцитарных элементов в миелоидной ткани 

костного мозга и нормальное содержание лейкоцитов в периферической крови 

можно объяснить выбросом лейкоцитов из депо в периферическую кровь 

(таблица 4.33). 

Таблица 4.33 

Показатели периферической крови зрелых и старых лабораторных мышей  

на 5 сутки после острой кровопотери, Mm, n = 9 

Название клеточных элементов Содержание клеток, Г/л 

Зрелые Старые 

Ретикулоциты  252,50±10,67* 130,83±9,83° 

Лейкоциты (общее содержание)  12,77±0,98 8,58±0,72 

Гранулоциты 2,96±0,25 2,20±0,08 

Лимфоциты 8,78±0,65 6,25±0,48 

Моноциты 0,46±0,04 0,34±0,05 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05;° отличие от группы старых интактных животных, достоверно с p<0,05. 
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При анализе миелограммы зрелых и старых лабораторных животных после 

острой кровопотери на фоне сочетанной трансплантации ММСК и ГСК в 

эритроидном диффероне выявлено увеличение количества полихроматофильных 

нормобластов соответственно на 48,1 % и 31,0 % по сравнению с контрольной 

подгруппой. Указанное изменение привело к увеличению на 34,6 % и 25,4 % 

общего содержания эритроидных элементов относительно контрольной 

подгруппы. Эти изменения можно объяснить развивающейся защитно-

компенсаторной реакцией организма (активация эритропоэза) на кровопотерю. 

В гранулоцитарном диффероне также выявлен эффект на проведенную 

сочетанную трансплантацию ММСК и ГСК. У зрелых животных обнаружено 

увеличение количества миелобластов, миелоцитов, метамиелоцитов, 

палочкоядерных и сегментоядергных форм нейтрофилов. Выявленные изменения 

привели к увеличению общего содержания гранулоцитов на 29,4 % относительно 

лабораторных животных, которым не проводилась сочетанная итрансплантация 

ММСК и ГСК.  

У старых животных в гранулоцитарном ростке эффект был выражен в 

увеличении содержания миелобластов, миелоцитов (+ 48,0 %, p<0,05), 

метамиелоцитов (+ 34,4 %, p<0,05), а также палочкоядерных и сегментоядерных 

форм гранулоцитов (+ 24,4 %, p<0,05) относительно контрольной подгруппы 

(лабораторные животные после острой кровопотери). Указанные изменения 

привели к активации гранулоцитопоэза, так как общее количество гранулоцитов в 

костном мозге было на 24,7 % выше, чем в контрольной подгруппе (таблица 4.34). 
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Таблица 4.34 

Содержание клеток костного мозга в бедренной кости зрелых и старых 

лабораторных мышей на 5 сутки после острой кровопотери на фоне сочетанной 

трансплантации ММСК и ГСК, Mm, n = 9 

Наименование клеточных элементов 

Содержание клеток  

(млн. клеток/бедро),  

Зрелые Старые 

Миелокариоциты (общее число) 15,250,88 10,64±0,86 

Нейтрофильные 

клетки 

миелобласты 0,270,04** 0,06±0,01°° 

промиелоциты 0,130,03 0,05±0,02 

миелоциты 0,250,02** 0,10±0,01°° 

метамиелоциты 0,570,04** 0,32±0,03°° 

палочкоядерные и 

сегментоядерные 
5,870,43** 4,77±0,24°° 

Эозинофилы (всех генераций) 0,140,04 0,14±0,02 

Все гранулоцитарные элементы 7,210,44** 5,41±0,26° °° 

Эритробласты 0,040,006 0,05±0,01° 

Нормобласты 

базофильные 0,640,07*  0,37±0,04° 

полихроматофильные 3,280,46* ** 1,55±0,15° °° 

оксифильные 0,100,02 0,02±0,01 

Все эритроидные элементы 4,060,44* ** 1,99±0,14° °° 

Лимфоциты 3,750,35 2,54±0,29 

Прочие 0,280,04 0,29±0,06 

Индекс созревания нейтрофилов  0,210,02 0,11±0,01 

Индекс созревания эритронормобластов 0,830,04 0,79±0,02 

Гранулоцитарно-эритробластическое отношение 1,840,35 2,74±0,18 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05. ** отличие от подгруппы зрелых животных (после острой кровопотери), 

достоверно с p<0,05. ° отличие от группы старых интактных животных, 

достоверно с p<0,05. °° отличие от подгруппы старых животных (после острой 

кровопотери), достоверно с p<0,05. 

 

При подсчете числа митозов в эритроидном и гранулоцитарном ростках в 

обеих возрастных группах лабораторных животных на 5 сутки после острой 

кровопотери на фоне сочетанной трансплантации ММСК и ГСК выявлено 

увеличение содержания митотически делящихся клеток в изучаемых дифферонах 

по сравнению с контрольными подгруппами. 
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При анализе микроядерного теста у зрелых и старых животных установлено 

снижение количества цитогенетически измененных клеток в эритроидном 

диффероне по сравнению с контрольной подгруппой соответственно на 23,3 % и 

19,6 %. В то же время не произошло восстановления содержания 

полихроматофильных эритроцитов с микроядрами до значений нормы (СУМ) 

(таблица 4.35). 

Таблица 4.35 

Показатели регенераторной активности и содержание цитогенетически 

измененных клеток в миелоидной ткани зрелых и старых лабораторных мышей на 

5 сутки после острой кровопотери на фоне сочетанной трансплантации ММСК и 

ГСК, Mm, n = 9 

Параметры 
Значения, ‰ 

Зрелые Старые 

Митотический индекс эритроидного 

дифферона 
8,24±0,81* ** 6,24±1,02° °° 

Митотический индекс гранулоцитарного 

дифферона 
4,60±0,80* ** 2,89±0,57° °° 

Содержание полихроматофильных 

эритроцитов с микроядрами 
3,470,20* ** 4,99±0,33° °° 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05. ** отличие от подгруппы зрелых животных (после острой кровопотери), 

достоверно с p<0,05. ° отличие от группы старых интактных животных, 

достоверно с p<0,05.°° отличие от подгруппы старых животных (после острой 

кровопотери), достоверно с p<0,05.  

  

 

При анализе данных периферической крови выявлены изменения, 

соответствующие ранее обнаруженным в костном мозге. Так, в обеих изучаемых 

возрастных группах отмечено увеличение содержания ретикулоцитов и общего 

содержания лейкоцитов за счет гранулоцитов относительно данных в 

контрольной подгруппе (таблица 4.36). У зрелых животных также установлено 

повышение количества лимфоцитов. 
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Таблица 4.36 

Показатели периферической крови зрелых и старых лабораторных мышей на 5 

сутки после острой кровопотери на фоне сочетанной трансплантации   

ММСК и ГСК, Mm, n = 9 

Название клеточных элементов Содержание клеток, Г/л 

Зрелые Старые 

Ретикулоциты  294,006,00* ** 156,00±11,00° °° 

Лейкоциты (общее содержание)  15,430,48* ** 10,24±0,78°° 

Гранулоциты 3,830,27* ** 2,82±0,28°° 

Лимфоциты 11,130,57* ** 6,35±0,55 

Моноциты 0,440,07 0,38±0,04 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05. ** отличие от подгруппы зрелых животных (после острой кровопотери), 

достоверно с p<0,05. ° отличие от группы старых интактных животных, 

достоверно с p<0,05.°° отличие от подгруппы старых животных (после острой 

кровопотери), достоверно с p<0,05.  

 

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют, что в 

физиологических условиях на 5 сутки у зрелых и старых лабораторных животных 

сочетанная трансплантация ММСК и ГСК в костном мозге обеспечивает 

увеличение митотической активности клеток эритроидного дифферона, а также 

повышение содержания отдельных элементов данного ростка. У зрелых 

животных происходит увеличение количества эритробластов, у старых животных 

- эритробластов и базофильных нормобластов. Тем не менее, указанные 

изменения не приводят к существенной стимуляции эритропоэза в целом. На 

фоне сочетанной трансплантации в миелоидной ткани происходит снижение 

содержания цитогенетически измененных клеток. 

В условиях острой кровопотери на 5 сутки сочетанная трансплантация 

ММСК и ГСК в обеих изучаемых возрастных группах приводит к активации 

эритропоэза и гранулоцитопоэза. У старых животных повышение общего 

содержания эритроидных элементов происходит за счет увеличения 

полихроматофильных нормобластов. Активация гранулоцитов обусловлена 

увеличением количества миелобластов, миелоцитов, метамиелоцитов, а также 
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сегментоядерных и палочкоядерных форм нейтрофилов. Сочетанная 

трансплантация ММСК и ГСК на 5 сутки после острой кровопотери у старых 

лабораторных животных вызывает снижение содержания цитогенетически 

измененных клеток в костном мозге. 

 

4.7. Заключение 

Проведенные экспериментальные исследования позволили установить 

влияние сочетанной трансплантации стволовых клеток ММСК и ГСК, 

выделенных из плаценты на регенерацию миелоидной ткани зрелых и старых 

лабораторных животных в физиологических условиях, а также в условиях 

воздействия экстремальных факторов (ионизирующее излучение и острая 

кровопотеря). 

В физиологических условиях на 1 сутки сочетанная трансплантация ММСК и 

ГСК не приводит к существенным изменениям красного костного мозга зрелых и 

старых лабораторных животных, а также не приводит к изменению содержания 

цитогенетически измененных клеток. 

На 1 сутки после воздействия ИИ у зрелых и старых лабораторных животных 

выявлено уменьшение общей клеточности костного мозга бедренной кости. 

Данные миелограммы свидетельствуют об ингибировании эритроидного и 

гранулоцитарного дифферонов. В периферической крови отмечены типичные для 

лучевого повреждения изменения: увеличение содержания ретикулоцитов и 

гранулоцитов, за счет их выхода из костного мозга, а также развивающееся 

снижение содержания лимфоцитов. При этом по данным цитогенетического 

анализа выявлен мутагенный эффект действия ИИ. 

В обеих изучаемых возрастных группах выявлен ответ на проведенную 

сочетанную трансплантацию ММСК и ГСК. Этот ответ был выражен в 

уменьшении содержания цитогенетически измененных клеток как у зрелых (- 25,0 

%), так и у старых лабораторных животных (- 23,81 %) по сравнению с уровнем 

МЯТ у животных без сочетанной трансплантации клеток (рисунок 4.1). 
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Содержание полихроматофильных эритроцитов с 

микроядрами у лабораторных животных на 1 сутки 

после воздействия ИИ дозой 4,0 Гр 
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Рисунок 4.1 

 

В физиологических условиях на 7 сутки у зрелых и старых лабораторных 

животных выявлены изменения на проведенную трансплантацию в миелоидной 

ткани. Эти изменения были выражены в активации эритропоэза. При этом у 

зрелых животных активация эритропоэза была обусловлена увеличением 

содержания базофильных и полихроматофильных нормобластов соответственно 

на 27,5 % и 49,8 %, а у старых животных за счет увеличения 

полихроматофильных нормобластов на 37,0 %. Общее содержание эритроидных 

элементов было увеличено у зрелых и старых животных соответственно на 41,6 % 

и 25,8 %. В периферической крови в обеих возрастных группах после 

проведенной сочетанной трансплантации плацентарных ММСК и ГСК 

зарегистрировано увеличенное содержание ретикулоцитов. В то же время, 

значимого действия на активность гранулоцитопоэза в физиологических условиях 

сочетанная трансплантация плацентарных ММСК и ГСК не оказала. У старых 

лабораторных животных в отличие от зрелых животных установлен эффект на 

проведенную трансплантацию клеток, выражающийся в изменении содержания 

цитогенетически измененных клеток. Содержание данных клеток было на 30 % 

меньше, чем в контрольной подгруппе (рисунок 4.2). 
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Содержание полихроматофильных эритроцитов с 

микроядрами у лабораторных животных на 7 сутки в 

физиологических условиях 
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Рисунок 4.2 

На 7 сутки после воздействия ИИ в обеих изучаемых возрастных группах не 

произошло восстановления активности эритропоэза и гранулоцитопоэза. Общее 

содержание эритроидных и гранулоцитарных элементов, а также общая 

клеточность в бедренной кости у зрелых и старых животных были существенно 

меньше значений нормы. При этом уровень индуцированного мутагенеза 

превышал значения СУМ. 

После трансплантации плацентарных ММСК и ГСК на 7 сутки после 

воздействия ИИ у зрелых и старых лабораторных животных обнаружена 

активация эритропоэза и гранулоцитопоэза. У зрелых лабораторных животных 

активация эритропоэза произошла за счет увеличения полихроматофильных 

нормобластов, а у старых за счет увеличения эритробластов, базофильных и 

полихроматофильных нормобластов (рисунок 4.3.). Активность гранулоцитопоэза 

была увеличена после трансплантации клеток у зрелых животных за счет 

увеличения миелобластов, миелоцитов, а также палочкоядерных и 

сегментоядерных форм, в то время как у старых животных повышение активности 

данного ростка было достигнуто за счет увеличения миелоцитов, 

метамиелоцитов, а также палочкоядерных и сегментоядерных форм нейтрофилов 

(рисунок 3.4). Указанные изменения в обеих изучаемых возрастных группах 

привели к увеличению содержания миелокариоцитов в бедренной кости. 
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Некоторые показатели миелограммы зрелых лабораторных животных на 7 

сутки после воздействия ИИ дозой 4,0 Гр 
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Рисунок 4.3 

 

 

Некоторые показатели миелограммы старых лабораторных 

животных на 7 сутки после воздействия ИИ дозой 4,0 Гр 
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Рисунок 4.4 

 

Следует также отметить в обеих возрастных группах снижение количества 

цитогенетически измененных клеток после трансплантации плацентарных ММСК 

и ГСК. При этом показатель МЯТ зрелых животных восстановился до значений 

нормы (рисунок 4.5). 
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Содержание полихроматофильных эритроцитов с 

микроядрами лабораторных животных на 7 сутки 

после воздействия ИИ 
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Рисунок 4.5 

 

При изучении регенерации миелоидной ткани лабораторных животных 

зрелого и старого возраста в физиологических условиях на 5 сутки после 

сочетанной трансплантации плацентарных ММСК и ГСК в эритроидном ростке 

обнаружено увеличение содержания эритробластов, у старых лабораторных 

животных - увеличение содержания базофильных нормобластов.  

Однако указанные изменения не привели к активации эритропоэза в целом. 

Так как общее содержание эритроидных элементов существенно не отличалось от 

контрольных значений (рисунок 4.6). Значимого влияния на гранулоцитарный 

росток в физиологических условиях в обеих возрастных группах на фоне 

введения стволовых клеток, как и в другие изучаемые сроки (первые и седьмые 

сутки), установлено не было. 
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Рисунок 4.6 

 

 

При изучении индуцированного мутагенеза выявлено снижение 

цитогенетически измененных клеток у старых животных, в то время как у зрелых 

лабораторных животных изучаемый показатель не отличался от данных в 

контрольной подгруппе (рисунок 4.7).  

 

Содержание полихроматофильных эритроцитов с 
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Рисунок 4.7 
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На 5 сутки после острой кровопотери в обеих изучаемых группах не 

произошло восстановление активности гранулоцитопоэза. При этом у зрелых и 

старых животных в эритроидном диффероне установлено повышение количества 

эритробластов, базофильных и полихроматофильных нормобластов, что привело 

к повышению общего содержания элементов изучаемого ростка. 

В то же время на фоне сочетанной трансплантации плацентарных ММСК и 

ГСК у зрелых и старых лабораторных животных установлено повышение 

активности эритропоэза и гранулоцитопоэза. При этом в обеих возрастных 

группах активация эритропоэза реализована за счет увеличения количества 

полихроматофильных нормобластов. Общее содержание эритроидных элементов 

было увеличено соответственно на 34,4 % и 25,4 %. У зрелых и старых животных 

также отмечено увеличение активности гранулоцитопоэза. Активация 

гранулоцитопоэза у зрелых и старых лабораторных животных обеспечена 

увеличением содержания миелобластов, миелоцитов, метамиелоцитов, 

палочкоядерных и сегментоядерных форм нейтрофилов (рисунок 4.8,  

рисунок 4.9).  

 
 

Рисунок 4.8 
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Рисунок 4.9 

 

 

 Уровень цитогенетически измененных клеток на фоне введения 

плацентарных ММСК и ГСК в обеих изучаемых возрастных группах был ниже, 

чем в контрольной подгруппе соответственно на 23,3% и 19,6% (рисунок 4.10). 

   

 

Рисунок 4.10 
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ГЛАВА 5. 

ВЛИЯНИЕ СОЧЕТАННОЙ ТРАНСПЛАНТАЦИИ ПЛАЦЕНТАРНЫХ 

ММСК И ГСК НА РЕГЕНЕРАЦИЮ КРАСНОЙ И БЕЛОЙ ПУЛЬПЫ 

СЕЛЕЗЕНКИ ЗРЕЛЫХ И СТАРЫХ ЛАБОРАТОРНЫХ ЖИВОТНЫХ  

В ФИЗИОЛОГИЧЕСКИХ УСЛОВИЯХ И В УСЛОВИЯХ ВОЗДЕЙСТВИЯ 

ЭКСТРЕМАЛЬНЫХ ФАКТОРОВ 

 

 

С целью оценки состояния регенерации красной и белой пульпы селезенки в 

физиологических условиях, а также после воздействия ионизирующего излучения и 

острой кровопотери проводилось определение основных морфометрических 

показателей селезенки: общей площади лимфоидного фолликула, площади B-зоны 

лимфоидного фолликула, площади герминативного центра лимфоидного фолликула, 

площади T-зоны лимфоидного фолликула, общей клеточность красной пульпы, 

расстояния между центрами лимфоидных фолликулов. Также были изучены 

цитологические параметры данного органа: содержание лимфобластов – клеточных 

элементов герминативного центра, содержание пролимфоцитов – одних из основных 

элементов мантийной зоны лимфатического фолликула, общее содержание 

лимфоцитов, содержание гранулоцитарных и эритроидных элементов, а также 

производился подсчет количества моноцитов и макрофагов. 

 

5.1. Морфометрические и цитологические показатели селезенки зрелых и 

старых лабораторных животных на 1 сутки после сочетанной 

трансплантации плацентарных ММСК и ГСК в физиологических условиях 

С целью определения эффективности проводимой аллогенной трансплантации 

плацентарных ММСК и ГСК в отношении активации регенерации белой и 

красной пульпы селезенки были проведены эксперименты на интактных зрелых и 

старых лабораторных животных (таблица 5.1, таблица 5.2). 
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Таблица 5.1 

Морфометрические параметры селезенки интактных зрелых и старых мышей  

на 1 сутки (Mm, n = 9) 

Параметры 
Значения 

Зрелые Старые 

Площадь лимфоидного фолликула, (мкм2*105) 1,090,06 0,63±0,05 

Площадь В-зоны (мкм2*105) 1,000,06 0,58±0,04 

Площадь герминативной зоны лимфоидного 

фолликула, (мкм2*105) 
0,17±0,022 0,12 ± 0,0085 

Площадь T-зоны (мкм2*105) 0,090,005 0,055±0,006 

Расстояние между центрами фолликулов, мкм. 379,869,55 285,43±7,80 

Общая клеточность красной пульпы в 0,01мм2 244,297,76 184,29±10,98 

 

Таблица 5.2 

Клеточный состав селезенки интактных зрелых и старых мышей на 1 сутки  

(Mm, n = 9) 

Название клеточных элементов 
Содержание клеток, 106 

Зрелые Старые 

Общее число клеток 217,99 ± 8,42 157.93 ± 3,59 

Лимфобласты 1,99 ± 0,05 1,51 ± 0,07 

Пролимфоциты 9,17 ±0,58 6,56 ± 0,56 

Лимфоциты 151,86 ± 7,31 109,20 ± 3,31 

Плазматические клетки 0,61 ± 0,10 0,40 ± 0,06 

Макрофаги 6,63 ± 0,55 4,37 ± 0,35 

Моноциты 2,61 ± 0,27 1,75 ± 0,19 

Гранулоцитарные клетки 11.70 ± 0,74 9,41 ± 0,38 

Эритроидные клетки 25,53 ± 0,68 18,24 ± 0,44 

Прочие 7,89 ± 0,58 6,49 ± 0,47 
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В физиологических условиях на 1 сутки после сочетанной трансплантации 

ММСК и ГСК у зрелых и старых животных при проведении морфометрического 

исследования селезенки лабораторных мышей установлено, что изучаемые 

показатели: общая площадь лимфоидного фолликула, площадь герминативного 

центра, площадь B-зоны лимфоидного фолликула, площадь T-зоны лимфоидного 

фолликула, общая клеточность красной пульпы существенно не отличались от 

данных, полученных в группе контроля (таблица 5.3). 

Таблица 5.3 

Морфометрические параметры селезенки зрелых и старых мышей на 1 сутки 

после сочетанной трансплантации ММСК и ГСК (Mm, n = 9) 

Параметры 
Значения 

Зрелые Старые 

Площадь лимфоидного фолликула, 

(мкм2*105) 
1,060,05 0,60±0,07 

Площадь В-зоны (мкм2*105) 0,980,05 0,53±0,04 

Площадь герминативной зоны 

лимфоидного фолликула, (мкм2*105) 
0,16±0,025 0,12 ± 0,0063 

Площадь T-зоны (мкм2*105) 0,090,006 0,055±0,01 

Расстояние между центрами фолликулов, 

мкм. 
375,006,00 282,00±9,43 

Общая клеточность красной пульпы в 

0,01мм2 
240,719,67 175,14±8,45 

 

В то же время анализ цитологической картины селезенки в обеих возрастных 

группах свидетельствует об отсутствии эффекта от проведенной сочетанной 

трансплантации клеток (таблица 5.4). 
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Таблица 5.4 

Клеточный состав селезенки зрелых и старых мышей на 1 сутки после сочетанной 

трансплантации ММСК и ГСК (Mm, n = 9) 

Название клеточных элементов Содержание клеток, 106 

Зрелые Старые 

Общее число клеток 219,25 ± 9,51 159,86 ± 4,77 

Лимфобласты 2.02 ± 0,06 1,48 ± 0,06 

Пролимфоциты 9,41 ± 0,44 6,40 ± 0,51 

Лимфоциты 153,57 ± 7,35 111,43 ± 3,92 

Плазматические клетки 0,56 ± 0,13 0,43 ± 0,05 

Макрофаги 6,34 ± 0,47 4,54 ± 0,42 

Моноциты 2,49 ± 0,39 1,84 ± 0,22 

Гранулоцитарные клетки 11,96 ± 0,88 9,11 ± 0,50 

Эритроидные клетки 24,76 ± 1,31 18,59 ± 0,56 

Прочие 8,14 ± 0,58 6,04 ± 0,39 

 

5.2. Морфометрические и цитологические показатели селезенки зрелых и 

старых лабораторных животных на 1 сутки после воздействия ИИ дозой 4,0 

Гр на фоне сочетанной трансплантации плацентарных ММСК и ГСК 

При проведении морфометрического исследования селезенки на 1 сутки 

после воздействия ИИ в дозе 4,0 Гр у зрелых и старых лабораторных животных 

выявлено существенное уменьшение площади лимфоидного фолликула по 

сравнению с интактными животными соответственно на 33,9 % (0,710,04 

мкм2*105, p<0,05) и 26,8 % (0,460,05 мкм2*105, p<0,05). Площадь зоны роста 

фолликула у зрелых животных была уменьшена на 45,7 % (p<0,05), в то время как 

у старых на 27,8 % (p<0,05). При этом также установлено в обеих возрастных 

группах уменьшение площади тимуснезависимой и тимусзависимой зон 

фолликула на 30,2 %, 28,2 % и 26,5 %, 28,0 % соответственно.  
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При определении расстояния между центрами лимфоидных фолликулов 

выявлено значительное уменьшение данного показателя относительно значений 

нормы. У зрелых животных данный показатель был снижен на 26,4 %, у старых 

животных на 24,6 % относительно значений интактных животных. 

Существенные изменения в обеих возрастных группах обнаружены и в 

плотности клеток в красной пульпе. Так, у животных зрелого возраста плотность 

клеток в красной пульпе селезенки уменьшается на 28,2 % по сравнению с 

интактными животными. В то время как у старых животных данный показатель 

был снижен на 28,9 % (таблица 5.5). 

Таблица 5.5 

Морфометрические параметры селезенки зрелых и старых мышей на 1 сутки 

после воздействия ионизирующего излучения дозой 4,0 Гр (Mm, n = 9) 

Параметры 
Значения 

Зрелые Старые 

Площадь лимфоидного фолликула, (мкм2*105) 0,710,04* 0,46±0,05° 

Площадь В-зоны (мкм2*105) 0,700,03* 0,42±0,05° 

Площадь герминативной зоны лимфоидного 

фолликула, (мкм2*105) 
0,09 ± 0,011* 0,09 ± 0,005° 

Площадь T-зоны (мкм2*105) 0,0670,006* 0,039±0,006° 

Расстояние между центрами фолликулов, мкм. 279,4311,80* 215,14±10,41° 

Общая клеточность красной пульпы в 0,01мм2 175,438,20* 131,00±8,00° 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05; ° отличие от группы старых интактных животных, достоверно с p<0,05. 

   

Данные цитологического исследования у зрелых и старых животных 

свидетельствуют об уменьшении общей клеточности селезенки на 40,6 % и 33,2 % 

соответственно, а также о снижении содержания лимфоцитов на 45,4 % и 35,4 %, 

гранулоцитов на 28,1 % и 27,8 %, эритроидных элементов на 31,7% и 29,4 % 

(таблица 5.6). 
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Таблица 5.6 

Клеточный состав селезенки зрелых и старых мышей на 1 сутки после воздействия 

ионизирующего излучения дозой 4,0 Гр (Mm, n = 9) 

Название клеточных элементов 
Содержание клеток, 106 

Зрелые Старые 

Общее число клеток 129,43 ± 2,75 * 105,52 ± 3,26° 

Лимфобласты 1,20 ± 0,20* 1,01 ± 0,16° 

Пролимфоциты 5,66 ± 0,53* 4,39 ± 0,33° 

Лимфоциты 82,97 ± 3,05* 70,49 ± 2,15° 

Плазматические клетки 0,49 ± 0.04* 0,31 ± 0,02° 

Макрофаги 5,20 ± 0,29* 3,57 ± 0,25° 

Моноциты 1,93 ± 0,24* 1,29 ± 0,16° 

Гранулоцитарные клетки 8,41 ± 0,39* 6,80 ± 0,60° 

Эритроидные клетки 17,44 ± 0,56* 12,87 ± 1,00° 

Прочие 6,13 ± 0,40* 4,79 ± 0,53° 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05; °отличие от группы старых интактных животных, достоверно с p<0,05. 

 

При проведении морфометрического исследования селезенки зрелых 

животных на 1 сутки после воздействия ИИ на фоне сочетанной трансплантации 

ММСК и ГСК отмечено, что площадь лимфоидного фолликула не отличалась от 

показателя в контрольной подгруппе. В то же время выявлено уменьшение 

изучаемого показателя по сравнению с нормой. 

При анализе площади зоны роста, тимусзависимой и тимуснезависимой зон 

фолликула установлено, что изучаемые показатели были существенно меньше, 

чем у интактных животных и, в то же время, достоверно не отличались от данных 

в контрольной подгруппе. Расстояние между центрами лимфоидных фолликулов 

было меньше, чем в норме, однако значимо не отличалось от аналогичного 

параметра в контрольной подгруппе. При определении плотности клеток в 

красной пульпе отмечен эффект от введенных стволовых клеток, что было 

выражено в увеличении данного показателя по сравнению с контрольной 

подгруппой. Тем не менее, содержание клеток в красной пульпе было 

значительно меньше значений нормы (таблица 5.7). 
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При изучении влияния сочетанной трансплантации ММСК и ГСК на 1 сутки 

после воздействия ИИ дозой 4,0 Гр на основные морфометрические показатели 

селезенки старых животных, следует отметить, что в этот период времени не 

происходит существенного изменения анализируемых показателей (общая площадь 

лимфоидного фолликула, площадь герминативного центра, площадь T-зоны 

лимфоидного фолликула, площадь B-зоны лимфоидного фолликула, общая 

клеточность красной пульпы) относительно контрольной подгруппы (таблица 5.8). 

 

   Таблица 5.7 

Морфометрические параметры селезенки зрелых и старых мышей на 1 сутки 

после воздействия ионизирующего излучения дозой 4,0 Гр на фоне сочетанной 

трансплантации ММСК и ГСК (Mm, n = 9) 

Параметры 
Значения 

Зрелые Старые 

Площадь лимфоидного фолликула, 

(мкм2*105) 
0,710,03* 0,48±0,08° 

Площадь В-зоны (мкм2*105) 0,720,054* 0,41±0,078° 

Площадь герминативной зоны лимфоидного 

фолликула, (мкм2*105) 
0,10 ± 0,01* 0,09 ± 0,002 

Площадь T-зоны (мкм2*105) 0,0630,01* 0,04±0,008° 

Расстояние между центрами фолликулов, 

мкм. 
275,1410,16* 219,57±13,22° 

Общая клеточность красной пульпы в 

0,01мм2 
200,297,76* ** 126,71±7,76° 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05; ** отличие от контрольной подгруппы зрелых животных (после 

воздействия ИИ), достоверно с p<0,05; °отличие от группы старых интактных 

животных, достоверно с p<0,05. 
 

 

При анализе данных цитологического исследования селезенки зрелых и 

старых лабораторных животных на 1 сутки после воздействия ИИ на фоне 

сочетанной трансплантации ММСК и ГСК установлено отсутствие 

существенного влияния трансплантированных клеток на клеточный состав 
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селезенки относительно контрольной подгруппы. В данном случае отмечено 

снижение общей клеточности селезенки, а также уменьшение содержания 

отдельных фракций: лимфоцитов, гранулоцитов, моноцитов и эритроидных 

клеток. 

Таблица 5.8 

Клеточный состав селезенки зрелых и старых мышей на 1 сутки после воздействия 

ионизирующего излучения дозой 4,0 Гр на фоне сочетанной трансплантации 

ММСК и ГСК (Mm, n = 9) 

Название клеточных элементов Содержание клеток, 106 

Зрелые Старые 

Общее число клеток 131,36 ± 4,06* 106,85 ± 3,99° 

Лимфобласты 1,09 ± 0,24* 1,11± 0,07° 

Пролимфоциты 5,90 ± 0,49* 4,24 ± 0,37° 

Лимфоциты 84,01 ± 3,93* 71,71 ± 3,44° 

Плазматические клетки 0,47 ± 0,04* 0,29 ± 0,04° 

Макрофаги 5,20 ± 0,29* 3,32 ± 0,36° 

Моноциты 1,93 ± 0,24* 1,34 ± 0,04° 

Гранулоцитарные клетки 8,84 ± 0,60* 6,67 ± 0,37° 

Эритроидные клетки 18,13 ± 0,63* 12,87 ± 1,00° 

Прочие 6,03 ± 0,32* 4,79 ± 0,53° 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05. °отличие от группы старых интактных животных, достоверно с p<0,05. 

 

5.3. Морфометрические и цитологические показатели селезенки зрелых и 

старых лабораторных животных на 7 сутки после сочетанной 

трансплантации плацентарных ММСК и ГСК в физиологических условиях 

 С целью изучения действия сочетанной трансплантации ММСК и ГСК на 

морфометрические и цитологические показатели селезенки зрелых и старых 

животных на 7 сутки в физиологических условиях были получены данные 

интактных мышей (таблица 5.9; таблица 5.10). 
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Таблица 5.9 

Морфометрические параметры селезенки интактных зрелых и старых мышей  

на 7 сутки (Mm, n = 9) 

Параметры 
Значения 

Зрелые Старые 

Площадь лимфоидного фолликула, (мкм2*105) 1,110,06 0,60±0,04 

Площадь В-зоны (мкм2*105) 0,970,10 0,55±0,04 

Площадь герминативной зоны лимфоидного 

фолликула, (мкм2*105) 
0,18 ± 0,02 0,12 ± 0,008 

Площадь T-зоны (мкм2*105) 0,080,01 0,058±0,007 

Расстояние между центрами фолликулов, мкм. 376,0011,14 281,43±8,49 

Общая клеточность красной пульпы в 0,01мм2 237,1410,16 179,43±8,08 

 

Таблица 5.10 

Клеточный состав селезенки интактных зрелых и старых мышей  

на 7 сутки  (Mm, n = 9) 

Название клеточных элементов 
Содержание клеток, 106 

Зрелые Старые 

Общее число клеток 217,89 ± 4,52 156,71 ± 2,81 

Лимфобласты 1,98 ± 0,05 1,49 ± 0,05 

Пролимфоциты 9,26 ± 0,42 6,49 ± 0,50 

Лимфоциты 152,43 ± 4,08 108,34 ± 2,28 

Плазматические клетки 0,62 ± 0,09 0,39 ± 0,05 

Макрофаги 6,46 ± 0,48 4,34 ± 0,32 

Моноциты 2,55 ± 0,30 1,79 ± 0,15 

Гранулоцитарные клетки 11,69 ± 0,82 9,46 ± 0,42 

Эритроидные клетки 25,26 ± 0,91 18,06 ± 0,58 

Прочие 7,66 ± 0,54 6,36 ± 0,59 
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В физиологических условиях на 7 сутки после сочетанной трансплантации 

ММСК и ГСК при проведении морфометрического исследования селезенки зрелых и 

старых лабораторных мышей установлено, что изучаемые показатели: общая площадь 

лимфоидного фолликула, площадь T-зоны лимфоидного фолликула, площадь B-зоны 

лимфоидного фолликула, площадь герминативного центра, общая клеточность 

красной пульпы существенно не отличались от данных, полученных в группе 

контроля (таблица 5.11). 

Таблица 5.1 

Морфометрические параметры селезенки зрелых и старых мышей на 7 сутки 

после сочетанной трансплантации ММСК и ГСК (Mm, n = 9) 

Параметры Значения 

Зрелые Старые 

Площадь лимфоидного фолликула, 

(мкм2*105) 
1,120,07 0,63±0,06 

Площадь В-зоны (мкм2*105) 1,120,07 0,52±0,04 

Площадь герминативной зоны лимфоидного 

фолликула, (мкм2*105) 
0,17 ± 0,015 0,11 ± 0,009 

Площадь T-зоны (мкм2*105) 0,090,006 0,060±0,009 

Расстояние между центрами фолликулов, 

мкм. 
382,5713,80 276,43±9,63 

Общая клеточность красной пульпы в 

0,01мм2 
243,0012,29 188,71±15,10 

 

Анализ клеточного состава селезенки в обеих возрастных группах 

свидетельствует об отсутствии достоверных изменений изучаемых показателей 

после аллогенной трансплантации ММСК и ГСК (таблица 5.12). 
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Таблица 5.12 

Клеточный состав селезенки зрелых и старых мышей на 7 сутки после сочетанной 

трансплантации ММСК и ГСК (Mm, n = 9) 

Название клеточных элементов 
Содержание клеток, 106 

Зрелые Старые 

Общее число клеток 222,01 ± 9,52 162,76 ± 6,32 

Лимфобласты 2,03 ± 0,09 1,56 ± 0,07 

Пролимфоциты 9,43 ± 0,53 6,63 ± 0,15 

Лимфоциты 156,29 ± 7,67 113,29 ± 5,10 

Плазматические клетки 0,58 ± 0,10 0,46 ± 0,06 

Макрофаги 6,53 ± 0,46 4,67 ± 0,53 

Моноциты 2,43 ± 0,29 1,73 ± 0,23 

Гранулоцитарные клетки 11,94 ± 0,68 90,31 ± 0,85 

Эритроидные клетки 24,73 ± 1,08 18,84 ± 1,71 

Прочие 8,04 ± 0,55 6,28 ± 0,78 

 

 

5.4. Морфометрические и цитологические показатели селезенки зрелых и 

старых лабораторных животных на 7 сутки после воздействия ИИ дозой 4,0 

Гр на фоне сочетанной трансплантации плацентарных ММСК и ГСК 

При проведении морфометрических исследований в селезенке на 7 сутки 

после воздействия ИИ в контрольной подгруппе выявлены схожие изменения. 

Так, было установлено, что площадь лимфоидного фолликула у зрелых и старых 

животных была соответственно на 27,9 % (p<0,05) и 25,1 % (p<0,05) меньше, чем 

в контрольной группе. При этом площадь герминативного центра оставалась 

соответственно на 30,4 % (p<0,05)и 27,9 % (p<0,05) ниже значений нормы. 

При анализе площади тимуснезависимой зоны селезенки зрелых и старых 

животных установлено, что изучаемый показатель был на 18,4 % (p<0,05) и 22,0 

% (p<0,05) меньше по сравнению с нормой. В то же время при изучении площади 
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T - зоны лимфоидного фолликула выявлено, что данный показатель был на 17,0 % 

(p<0,05) и 21,0% (p<0,05) меньше контрольных значений. 

При изучении расстояния между центрами лимфоидных фолликулов зрелых 

и старых животных отмечено уменьшение этого расстояния на 19,0 % (p<0,05) и 

19,4 % (p<0,05) относительно интактных животных. 

При анализе общей клеточности красной пульпы в обеих возрастных группах 

выявлено существенное уменьшение изучаемого показателя относительно 

контроля соответственно на 21,3 % (p<0,05) и 18,2 % (p<0,05) (таблица 5.13). 

 

Таблица 5.13 

Морфометрические параметры селезенки зрелых и старых мышей на 7 сутки 

после воздействия ИИ дозой 4,0 Гр (Mm, n = 9) 

Параметры 
Значения 

Зрелые Старые 

Площадь лимфоидного фолликула, (мкм2*105) 0,800,04* 0,45±0,07° 

Площадь В-зоны (мкм2*105) 0,790,06* 0,43±0,057° 

Площадь герминативной зоны лимфоидного 

фолликула, (мкм2*105) 
0,12 ± 0,02* 0,09 ± 0,009° 

Площадь T-зоны (мкм2*105) 0,070,07* 0,045±0,007° 

Расстояние между центрами фолликулов, мкм. 304,5710,33* 226,71±3,67° 

Общая клеточность красной пульпы в 0,01мм2 186,715,47* 146,71±10,82° 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно  

с p<0,05. °отличие от группы старых интактных животных, достоверно с p<0,05. 

 

Данные клеточного состава селезенки зрелых и старых животных 

подтверждают результаты, полученные при морфометрии селезенки. При этом 

было отмечено как снижение общего количества клеток в селезенке, так низкое 

содержание отдельных клеточных фракций (таблица 5.14). 
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Таблица 5.14 

Клеточный состав селезенки зрелых и старых мышей на 7 сутки  

после воздействия ИИ дозой 4,0 Гр (Mm, n = 9). 

Название клеточных элементов 
Содержание клеток, 106 

Зрелые Старые 

Общее число клеток 130,84 ± 2,78* 116,87 ± 3,21° 

Лимфобласты 1,54 ± 0,11* 1,10 ± 0,09° 

Пролимфоциты 6,34 ± 0,29* 4,65 ± 0,30° 

Лимфоциты 82,97 ± 3,05* 79,17 ± 3,40° 

Плазматические клетки 0,49 ± 0,04* 0,31 ± 0,02° 

Макрофаги 5,20 ± 0,29* 3,60 ± 0,20° 

Моноциты 1,93 ± 0,24* 1,46 ± 0,04° 

Гранулоцитарные клетки 8,41 ± 0,39* 7,23 ± 0,31° 

Эритроидные клетки 17,44 ± 0,56* 14,30 ± 0,34° 

Прочие 6,13 ± 0,40 5,04 ± 0,35° 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05. °отличие от группы старых интактных животных, достоверно с p<0,05. 

 

При проведении морфометрических исследований в селезенке зрелых 

животных на 7 сутки после воздействия ИИ на фоне сочетанной трансплантации 

ММСК и ГСК установлено, что площадь лимфоидного фолликула была 

достоверно больше (1,060,05 мкм2*105, p<0,05), чем в контрольной подгруппе. 

При этом данный показатель восстановился до значений нормы. При анализе 

площади герминативного центра выявлен эффект от проведенной трансплантации 

ММСК и ГСК. Этот эффект был выражен в увеличении по сравнению с 

контрольной подгруппой изучаемого показателя до значений нормы (+ 33,1%, 

p<0,05). При анализе площади B-зоны обнаружено увеличение данного 

показателя после введения клеток (0,970,05 мкм2*105, p<0,05) по сравнению с 

контрольной подгруппой. Проводя сравнительный анализ с площадью B –зоны у 

интактных животных следует отметить, что произошло восстановление данного 
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показателя до значений нормы. При анализе площади T–зоны в опытной 

подгруппе выявлено отсутствие эффекта от трансплантации стволовых клеток. 

При этом площадь T-зоны достоверно не отличалась от значения в контрольной 

подгруппе и оставалась ниже значений нормы. 

При анализе расстояния между центрами лимфоидных фолликулов 

установлено увеличение данного показателя относительно контрольной 

подгруппы (338,006,86 мкм, p<0,05). В то же время данный показатель был 

меньше, чем у интактных животных. 

При анализе плотности клеток в красной пульпе обнаружено увеличение 

изучаемого показателя по сравнению с контрольной подгруппой (224,576,65 в 

0,01мм2, p<0,05). При этом данный показатель восстановился до значений нормы. 

При проведении морфометрических исследований у старых лабораторных 

животных на 7 сутки после воздействия ИИ дозой 4,0 Гр на фоне сочетанной 

трансплантации ММСК и ГСК выявлено, что площадь лимфоидного фолликула 

была достоверно меньше значений нормы. 

При анализе площади B-зоны лимфоидного фолликула установлено, что не 

произошло восстановление изучаемого показателя до значений нормы и он был 

снижен на 20,4 % (p<0,05). Площадь герминативного центра лимфоидного 

фолликула восстановилась до значений нормы. 

При анализе площади T-зоны лимфоидного фолликула отмечено, что 

значение этого показателя существенно не отличалось от данных в контрольной 

подгруппе. 

При анализе расстояния между центрами лимфоидных фолликулов отмечено 

увеличение данного показателя на 26,1% (p<0,05) относительно контрольной 

подгруппы и восстановление тем самым до значений нормы. 

При анализе плотности клеток в красной пульпе селезенки обнаружен 

эффект от введения стволовых клеток, что было выражено в увеличении 

изучаемого показателя на 23,0 % по сравнению с контрольной подгруппой (до 

значений нормы) (таблица 5.15). 

 



177 
 

 

Таблица 5.15 

Морфометрические параметры селезенки зрелых и старых мышей на 7 сутки 

после воздействия ионизирующего излучения дозой 4,0 Гр  

на фоне сочетанной трансплантации ММСК и ГСК (Mm, n = 9) 

Параметры 
Значения 

Зрелые Старые 

Площадь лимфоидного фолликула, 

(мкм2*105) 
1,060,05 ** 0,50±0,05° 

Площадь В-зоны (мкм2*105) 0,970,05** 0,44±0,044° 

Площадь герминативной зоны лимфоидного 

фолликула, (мкм2*105) 
0,17 ± 0,006 ** 0,10 ± 0,01 

Площадь T-зоны (мкм2*105) 0,0670,0079 * 0,046±0,005° 

Расстояние между центрами фолликулов, 

мкм. 
338,006,86* ** 285,86±14,20°° 

Общая клеточность красной пульпы  

в 0,01мм2 
224,576,65 ** 180,4±5,35°° 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05. ** отличие от контрольной подгруппы зрелых животных (после 

воздействия ИИ), достоверно с p<0,05.°отличие от группы старых интактных 

животных, достоверно с p<0,05.°° отличие от контрольной подгруппы старых 

животных (после воздействия ИИ), достоверно с p<0,05. 

 

При анализе цитологического состава селезенки зрелых животных 

обнаружено увеличение общего количества клеток в данном органе на 56,4 % 

(p<0,05). Это увеличение было достигнуто за счет существенного повышения 

содержания лимфобластов (+ 28,7 %), пролимфоцитов (+ 32,66 %), лимфоцитов (+ 

77,0 %), а также гранулоцитарных (+ 23,6 %) и эритроидных элементов (+ 29,4 %). 

При этом содержание плазматических клеток, моноцитов и макрофагов 

существенно не отличалось от значений нормы. 

При анализе клеточности селезенки старых животных установлено, что 

данный показатель не восстановился и был снижен на 19,3 % (p<0,05). При 

изучении цитограммы селезенки обнаружено восстановление содержания до 

значений нормы лимфобластов, что в свою очередь подтверждает данные 

полученные при определении площади герминативного центра. В то же время 
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следует отметить, что содержание лимфоцитов, пролимфоцитов, плазматических 

клеток, макрофагов и моноцитов оставалось меньше значений нормы. 

При определении количества гранулоцитов установлено восстановление 

этого показателя до значений нормы. Выраженный эффект от проведенной 

трансплантации ММСК и ГСК старым лабораторным животным наблюдался при 

определении количества эритроидных клеток. Их содержание существенно 

превышало аналогичный показатель в контрольной подгруппе (+19,6%)  

(таблица 5.16). 

   Таблица 5.16 

Клеточный состав селезенки зрелых и старых мышей на 7 сутки после 

воздействия ИИ дозой 4,0 Гр на фоне сочетанной трансплантации ММСК и ГСК 

(Mm, n = 9) 

Название клеточных элементов 
Содержание клеток, 106 

Зрелые Старые 

Общее число клеток 204,66 ± 7,10** 123,99 ± 7,40° 

Лимфобласты 1,99 ± 0,16 ** 1,21 ± 0,09 

Пролимфоциты 8,41 ± 0,72 ** 5,17 ± 0,16 ° 

Лимфоциты 146,86 ± 6,98 ** 81,10 ± 6,91 ° 

Плазматические клетки 0,53 ± 0,05 0,32 ± 0,03° 

Макрофаги 5,41 ± 0,26 3,67 ± 0,20 ° 

Моноциты 2,04 ± 0,24 1,46 ± 0,08 ° 

Гранулоцитарные клетки 10,40 ± 0,91** 8,37 ± 0,45 

Эритроидные клетки 22.57 ± 1,62 ** 17,10 ± 0,69°° 

Прочие 6,59 ± 0,41 5,59 ± 0,16 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05. ** отличие от контрольной подгруппы зрелых животных (после 

воздействия ИИ), достоверно с p<0,05.°отличие от группы старых интактных 

животных, достоверно с p<0,05.°° отличие от контрольной подгруппы старых 

животных (после воздействия ИИ), достоверно с p<0,05. 
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Таким образом, проведенные исследования по изучению действия 

сочетанной трансплантации ММСК и ГСК у зрелых животных выявили наличие 

определенных изменений в селезенке. Эти изменения были выражены в 

увеличении размеров лимфоидного фолликула за счет площади B-зоны 

фолликула, в том числе за счет увеличения площади герминативного центра 

фолликула. Эти изменения, установленные при проведении морфометрического 

исследования, соответствуют данным цитологического исследования. Так было 

отмечено восстановление содержания лимфобластов, пролимфоцитов и 

лимфоцитов. В изучаемые сроки происходит восстановление данных показателей 

до значений нормы. На фоне трансплантации ММСК и ГСК в условиях 

повреждающего фактора (ИИ) выявлены изменения и со стороны красной пульпы 

селезенки. Установлено увеличение плотности клеток в красной пульпе селезенки 

и, как следствие увеличение расстояния между центрами лимфоидных 

фолликулов. При этом, несмотря на наличие эффекта от проведения сочетанной 

трансплантации на 7 сутки не происходит полного восстановления показателя, 

характеризующего расстояние между центрами лимфоидных фолликулов до 

значений нормы. Увеличение плотности клеток в красной пульпе происходит как 

за счет увеличения содержания эритроидных клеток, так и за счет увеличения 

гранулоцитов. 

Выявленные изменения могут быть обусловлены способностью ММСК 

вырабатывать антиапоптогенные факторы (HIF-1α), а также стимулировать 

экспрессию этих факторов другими клетками. Другой механизм действия 

сочетанной трансплантации ММСК и ГСК может быть обусловлен 

стимулирующим действием на гемопоэз в миелоидной ткани, что было показано 

нами ранее в проведенных исследованиях. Способность ММСК к выработке 

хемоаттрактанта для аллогенных и аутологичных ГСК (SDF-1) может усиливать 

миграцию последних в селезенку и индуцировать, таким образом, формирование 

различных типов колоний. Восстановление клеточного состава крови и 

последующая миграция этих элементов в селезенку может способствовать 

восстановлению клеточного состава органа. 
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У старых животных также обнаружены изменения на проведенную 

аллогенную трансплантацию ММСК и ГСК на 7 сутки после лучевой нагрузки. 

Эти изменения проявляются преимущественно со стороны красной пульпы. В 

белой пульпе происходит восстановлении до значений нормы площади 

герминативного центра, а по данным цитологического метода восстановление 

абсолютного количества лимфобластов. Существенный эффект от 

трансплантации ММСК и ГСК проявляется в увеличении плотности клеток в 

красной пульпе. При этом по данным цитологического исследования отмечается 

значительное увеличение содержания эритроидных клеток в селезенке. 

Результатом обнаруженных изменений было увеличение диаметра лимфоидного 

фолликула. 

Известно, что с возрастом происходит уменьшение способности к миграции, 

а также способности к дифференцировке КОЕс, расположенных в костном мозге. 

Усилить миграцию аллогенных и собственных КОЕс способны 

трансплантированные ММСК за счет выработки ими хемоаттрактанта для ГСК – 

SDF-1. Возможности трансплантированных ММСК усиливать синтез 

антиапоптогенных факторов (HIF-1α) может определить сохранение клеток в 

красной пульпе, что выявлялось как повышение плотности клеток в красной 

пульпе селезенки. Таким образом, через усиление хоуминга КОЕс, последующей 

активации экстрамедуллярного кроветворения в селезенке и реализацией 

антиапоптогеннного действия ММСК можно объяснить восстановление 

некоторых морфометрических и цитологических показателейв селезенке у старых 

лабораторных животных в условиях лучевой нагрузки. 

 



181 
 

 

5.5. Морфометрические и цитологические показатели селезенки зрелых  

и старых лабораторных животных на 5 сутки после сочетанной 

трансплантации плацентарных ММСК и ГСК в физиологических условиях 

 

С целью изучения действия сочетанной трансплантации ММСК и ГСК на 

морфометрические и цитологические показатели селезенки зрелых и старых 

лабораторных животных на 5 сутки в физиологических условиях были проведены 

исследования на интактных мышах (таблица 5.17, 5.18). 

Таблица 5.17 

Морфометрические параметры селезенки интактных зрелых и старых мышей  

на 5 сутки (Mm, n = 9) 

Параметры 
Значения 

Зрелые Старые 

Площадь лимфоидного фолликула, (мкм2*105) 1,110,05 0,610,04 

Площадь В-зоны (мкм2*105) 1,010,04 0,570,03 

Площадь герминативной зоны лимфоидного 

фолликула, (мкм2*105) 
0,18 ± 0,03 0,12 ± 0,008 

Площадь T-зоны (мкм2*105) 0,090,003 0,050,007 

Расстояние между центрами фолликулов, мкм. 382,579,06 284,436,94 

Общая клеточность красной пульпы в 0,01мм2 242,866,45 181,147,84 

 

Таблица 5.18 

Клеточный состав селезенки интактных зрелых и старых мышей на 5 сутки  

(Mm, n = 9) 

Название клеточных элементов 
Содержание клеток, 106 

Зрелые Старые 

Общее число клеток 215,86 ± 4,43 137,75 ± 34,44 

Лимфобласты 2,01 ± 0,08 1,53 ± 0,06 

Пролимфоциты 9,49 ± 0,56 6,77 ± 0,37 

Лимфоциты 150,86 ± 4,16 109,63 ± 2,50 

Плазматические клетки 0,61 ± 0,09 0,42 ± 0,05 

Макрофаги 6,40 ± 0,54 4,47 ± 0,37 

Моноциты 2,47 ± 0,31 1,85 ± 0,16 

Гранулоцитарные клетки 11,87 ± 0,82 9,01 ± 0,61 

Эритроидные клетки 24,80 ± 1,17 17,73 ± 0,63 

Прочие 7,36 ± 0,41 6,01 ± 0,59 
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В физиологических условиях на 5 сутки после сочетанной трансплантации 

ММСК и ГСК при проведении морфометрического исследования селезенки у зрелых 

и старых лабораторных мышей установлено, что изучаемые показатели: общая 

площадь лимфоидного фолликула, площадь B-зоны лимфоидного фолликула, 

площадь герминативного центра фолликула, площадь T-зоны лимфоидного 

фолликула, общая клеточность красной пульпы существенно не отличались от 

данных, полученных в группе контроля (таблица 5.29). 

 

Таблица 5.19 

Морфометрические параметры селезенки зрелых и старых мышей на 5 сутки на 

фоне сочетанной трансплантации ММСК и ГСК (Mm, n = 9) 

Параметры 
Значения 

Зрелые Старые 

Площадь лимфоидного фолликула, (мкм2*105) 1,080,05 0,620,05 

Площадь В-зоны (мкм2*105) 0,940,09 0,510,04 

Площадь герминативной зоны лимфоидного 

фолликула, (мкм2*105) 
0,18 ± 0,02 0,12 ± 0,009 

Площадь T-зоны (мкм2*105) 0,090,005 0,060,008 

Расстояние между центрами фолликулов, мкм. 377,576,94 279,008,57 

Общая клеточность красной пульпы в 0,01мм2 247,865,63 178,0010,29 

 

Анализ цитограммы селезенки зрелых и старых лабораторных животных 

свидетельствует об отсутствии существенного влияния сочетанной трансплантации 

ММСК и ГСК на 5 сутки в физиологических условиях на содержание клеточных 

элементов в данном органе (таблица 5.20).  
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Таблица 5.20 

Клеточный состав селезенки зрелых и старых мышей на 5 сутки на фоне 

сочетанной трансплантации ММСК и ГСК (Mm, n = 9) 

Название клеточных элементов 
Содержание клеток, 106 

Зрелые Старые 

Общее число клеток 220,38 ± 8,38 162,10 ± 4,17 

Лимфобласты 1,99 ± 0,08 1,55 ± 0,04 

Пролимфоциты 9,29 ± 0,53 6,70 ± 0,26 

Лимфоциты 154,71 ± 7,10 113,29 ± 2,53 

Плазматические клетки 0,60 ± 0,07 0,41 ± 0,04 

Макрофаги 6,43 ± 0,37 4,53 ± 0,42 

Моноциты 2,37 ± 0,35 1,84 ± 0,23 

Гранулоцитарные клетки 12,07 ± 0,75 9,47 ± 0,99 

Эритроидные клетки 25,07 ± 1,15 18,19 ± 1,09 

Прочие 7,84 ± 0,59 6,14 ± 0,78 

 

5.6. Морфометрические и цитологические показатели регенерации селезенки 

зрелых и старых лабораторных животных на 5 сутки после острой кровопотери 

на фоне сочетанной трансплантации плацентарных ММСК и ГСК 

При анализе средней площади лимфоидного фолликула зрелых животных на 

5 сутки после острой кровопотери в контрольной подгруппе выявлено увеличение 

изучаемого показателя относительно значений нормы на 25,3 % (1,390,04 

*105мкм2, p<0,05). При изучении площади В – зоны лимфоидных фолликулов 

установлено существенное увеличение данного показателя относительно 

контроля (1,330,05*105мкм2, p<0,05; +31,5 %). Также установлено увеличение 

площади герминативного центра фолликула на 25,4 % (p<0,05). В то же время при 

изучении площади периартериальной зоны отмечено отсутствие значимых 

изменений по сравнению с контролем.  

При изучении среднего расстояния между центрами лимфоидных 

фолликулов отмечено, что данный показатель существенно не отличался от 

контрольных значений. 
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При анализе общей клеточности красной пульпы отмечено увеличение 

данного показателя по сравнению с контролем на 16,5 % (p<0,05). 

На 5 сутки после острой кровопотери у старых лабораторных животных со 

стороны белой и красной пульпы селезенки обнаружены схожие изменения с 

ранее выявленными у зрелых животных. Так, было отмечено увеличение площади 

лимфоидного фолликула на 19,5 % (p<0,05) по сравнению с группой контроля 

(интактными животными). 

При анализе площади герминативного центра и B- зоны лимфоидного 

фолликула установлено, что изучаемые показатели были увеличены 

соответственно на 21,9 % (p<0,05) и 21,7 % (p<0,05) относительно контроля. 

При изучении площади T- зоны лимфоидного фолликула выявлено 

отсутствие существенной разницы данного показателя по сравнению с группой 

контроля. 

При анализе расстояния между центрами лимфоидных фолликулов, 

установлено отсутствие существенных изменений данного показателя по 

сравнению с контролем. В то же время при изучении общей клеточности красной 

пульпы показано увеличение данного показателя относительно контроля 

(215,145,88 в 0,01мм2, p<0,05; +20,45 %) (таблица 5.21). 

Таблица 5.21 

Морфометрические параметры селезенки зрелых и старых мышей  

на 5 сутки после острой кровопотери (Mm, n = 9) 

Параметры 
Значения 

Зрелые Старые 

Площадь лимфоидного фолликула, (мкм2*105) 1,390,04* 0,730,05° 

Площадь В-зоны (мкм2*105) 1,330,05* 0,690,03° 

Площадь герминативной зоны лимфоидного 

фолликула, (мкм2*105) 
0,23 ± 0,02* 0,14 ± 0,007° 

Площадь T-зоны (мкм2*105) 0,090,008 0,060,007 

Расстояние между центрами фолликулов, мкм. 417,1416,12 329,8610,41 

Общая клеточность красной пульпы в 0,01мм2 283,0019,43* 215,145,88° 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05.°отличие от группы старых интактных животных, достоверно с p<0,05. 
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При изучении цитограммы селезенки зрелых мышей на 5 сутки после острой 

кровопотери выявлено увеличение содержания одних из основных элементов 

реактивного центра и мантийной зоны лимфатического фолликула – 

соответственно лимфобластов (2,50 ± 0,23, p<0,05; + 24,3 %) и пролимфоцитов 

(11,81 ± 1,01, p<0,05; + 24,5 %). Также доказано существенное увеличение 

количества эритроидных клеток на 35,4 %. В то же время следует отметить, что 

общая клеточность селезенки на 5 сутки после кровопотери достоверно не 

отличалась от контроля. 

При анализе цитограммы старых животных после острой кровопотери 

отмечено увеличение содержания лимфобластов (1,89 ± 0,08,p<0,05;+ 23,1 %,), 

пролимфоцитов (8,29 ± 0,49, p<0,05; + 22,4 %,), эритроидных клеток (22,36 ± 1,60, 

p<0,05; + 26,1 %,) (таблица 5.22). 

   Таблица 5.22 

Клеточный состав селезенки зрелых и старых мышей на 5 сутки после острой 

кровопотери (Mm, n = 9) 

Название клеточных элементов Содержание клеток, 106 

Зрелые Старые 

Общее число клеток 230,74 ± 5,64 167,98 ± 2,73 

Лимфобласты 2,50 ± 0,23* 1,89 ± 0,08° 

Пролимфоциты 11,81 ± 1,01* 8,29 ± 0,49° 

Лимфоциты 152,14 ± 7,27 111,39 ± 2,04 

Плазматические клетки 0,65 ± 0,06 0,46 ± 0,07 

Макрофаги 7,06 ± 0,55 5,09 ± 0,78 

Моноциты 2,74 ± 0,38 1,92 ± 0,17 

Гранулоцитарные клетки 12,19 ± 0,41 9,75 ± 0,68 

Эритроидные клетки 33,59 ± 4,33* 22,36 ± 1,60° 

Прочие 8,07 ± 0,65 6,84 ± 1,09 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05.°отличие от группы старых интактных животных, достоверно с p<0,05. 
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На 5 сутки после острой кровопотери на фоне сочетанной трансплантации 

ММСК и ГСК при анализе площади лимфоидного фолликула установлен эффект 

от введения стволовых клеток – отмечено уменьшение изучаемого показателя на 

25,72 % по сравнению с контрольной подгруппой. При этом площадь 

лимфоидного фолликула после введения ММСК и ГСК существенно не 

отличалась от значений нормы. 

При анализе площади герминативного центра и B-зоны лимфоидного 

фолликула выявлено уменьшение изучаемых показателей относительно 

контрольной подгруппы соответственно на 32,89 % (p<0,05) и 19,98 % (p<0,05). В 

то же время данные показатели не отличались от значений нормы. 

При изучении площади тимусзависимой зоны селезенки выявлено отсутствие 

эффекта от введения клеток. 

При анализе расстояния между центрами фолликулов выявлено увеличение 

данного показателя по сравнению с контрольной подгруппой (518,8632,73 мкм; 

+ 24,4 %, p<0,05). 

При изучении клеточности красной пульпы отмечено увеличение данного 

показателя на 27,86 % относительно контрольной подгруппы. 

У старых лабораторных животных на 5 сутки после острой кровопотери на 

фоне сочетанной трансплантации ММСК и ГСК при анализе общей площади 

лимфоидного фолликула, а также площади его B-зоны установлено, что 

изучаемые показатели существенно не отличались от данных в контрольной 

подгруппе. При анализе площади тимусзависимой зоны не выявлено значимых 

различий по сравнению с контрольной подгруппой. 

При анализе расстояния между герминативными центрами лимфоидных 

фолликулов отмечено увеличение данного показателя на 19,3 % (p<0,05). При 

анализе общей клеточности красной пульпы выявлен эффект от трансплантации 

ММСК и ГСК в виде увеличения изучаемого показателя относительно 

контрольной подгруппы на 20,5 % (p<0,05) (таблица 5.23). 
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Таблица 5.23 

Морфометрические параметры селезенки зрелых и старых мышей на 5 сутки 

после острой кровопотери на фоне сочетанной трансплантации ММСК и ГСК 

 (Mm, n = 9) 

Параметр 
Значение 

Зрелые Старые 

Площадь лимфоидного фолликула, 

(мкм2*105) 
1,040,08 ** 0,710,05 

Площадь В-зоны (мкм2*105) 1,070,10 ** 0,660,05 

Площадь герминативной зоны 

лимфоидного фолликула, (мкм2*105) 
0,15 ± 0,013** 0,13 ± 0,005 

Площадь T-зоны (мкм2*105) 0,080,008 0,050,007 

Расстояние между центрами фолликулов, 

мкм. 
518,86 ± 32,73* ** 392,2914,33°°° 

Общая клеточность красной пульпы в 

0,01мм2 
340,0021,43* ** 259,1412,20°°° 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05. ** отличие от подгруппы зрелых животных (после острой кровопотери), 

достоверно с p<0,05. °отличие от группы старых интактных животных, 

достоверно с p<0,05.°° отличие от подгруппы старых животных (после острой 

кровопотери), достоверно с p<0,05. 

 

При анализе цитологической картины селезенки зрелых животных получены 

данные, подтверждающие результаты морфометрического метода исследования. 

Было отмечено снижение содержания лимфобластов и пролимфоцитов 

соответственно на 34,86 % (p<0,05) и 25,25 % (p<0,05). В то же время доказано 

увеличение количества гранулоцитов и эритроидных клеток соответственно на 

32,36 % (p<0,05) и 46,6 % (p<0,05). При этом содержание моноцитов не 

отличалось от контрольных значений. Общая клеточность селезенки 

соответствовала значениям нормы. 

У старых лабораторных животных при изучении клеточного состава селезенки 

выявлено повышение содержания эритроидных элементов на 32,2 % относительно 

контроля. При этом общая клеточность селезенки и содержание отдельных фракций 

клеток достоверно не отличалось от значений нормы (таблица 5.24). 
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Таблица 5.24 

Клеточный состав селезенки зрелых и старых мышей на 5 сутки после острой 

кровопотери на фоне сочетанной трансплантации ММСК и ГСК  

(Mm, n = 9) 

Название клеточных элементов 
Содержание клеток, 106 

Зрелые Старые 

Общее число клеток 244,93 ± 3,05 171,24 ± 2,38 

Лимфобласты 1,63 ± 0,17 ** 1,67 ± 0,04 

Пролимфоциты 8,83 ± 0,40 ** 7,39 ± 0,33 

Лимфоциты 150,43 ± 4,50 110,31 ± 2,23 

Плазматические клетки 0,62 ± 0,05 0,44 ± 0,04 

Макрофаги 6,51 ± 0,69 4,64 ± 0,08 

Моноциты 2,65 ± 0,06 1,86 ± 0,14 

Гранулоцитарные клетки 16,13 ± 0,78** 8,60 ± 1,05 

Эритроидные клетки 49,23 ± 3,28 ** 29,56 ± 2,00°°° 

Прочие 8,90 ± 0,72 6,76 ± 0,38 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных, достоверно с 

p<0,05. ** отличие от подгруппы зрелых животных (после острой кровопотери), 

достоверно с p<0,05. °отличие от группы старых интактных животных, 

достоверно с p<0,05.°° отличие от подгруппы старых животных (после острой 

кровопотери), достоверно с p<0,05. 

 

Таким образом, полученные данные при проведении морфометрических 

исследований в селезенке зрелых и старых животных после острой кровопотери 

на фоне трансплантации ММСК и ГСК свидетельствуют о наличии эффекта от 

трансплантации клеток. Это действие у зрелых животных выражается в 

уменьшении площади лимфоидного фолликула за счет уменьшения площади B-

зоны селезенки, так как площадь тимусзависимой зоны существенно не 

отличалась от данных в контрольной подгруппе. Данный эффект можно 

объяснить иммуносупрессивными способностями ММСК через выработку ряда 

факторов (iNO-синтетаза, ЦОГ-2, TGFβ), снижающих способность T и B 

лимфоцитов к пролиферации. У старых лабораторных животных 

иммуносупрессивный эффект не был выражен в такой степени как у зрелых 

животных. Это может быть обусловлено снижением способности аллогенных и 
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аутологичных стволовых клеток с возрастом к хоумингу. Со стороны красной 

пульпы ответ на трансплантацию был более выражен у зрелых животных. При 

этом увеличение плотности клеток в красной пульпе было обусловлено 

повышением содержания лейкоцитов и эритроидных элементов. У старых 

животных повышение плотности клеток в красной пульпе вызвано увеличением 

количества преимущественно эритроидных клеток. Восстановление клеточности 

селезенки в обеих возрастных группах вызвано как миграцией 

трансплантированных стволовых клеток, так и хоумингом собственных клеток с 

последующей стимуляцией экстрамедуллярного кроветворения. 

 

5.7. Заключение 

Проведенные исследования позволили установить влияние сочетанной 

трансплантации плацентарных ММСК и ГСК на регенерацию селезенки зрелых и 

старых лабораторных животных в физиологических условиях, а также в условиях 

воздействия ионизирующего излучения и острой кровопотери. 

В проведенных исследованиях, было доказано, что совместное внутривенное 

введение стволовых плацентарных клеток ММСК и ГСК в физиологических 

условиях на 1, 5 и 7 сутки не приводит к изменению основных морфометрических 

и цитологических показателей селезенки. После облучения зрелых и старых 

лабораторных животных в дозе 4,0 Гр установлено уменьшение изучаемых 

морфометрических показателей селезенки: общей площади лимфоидного 

фолликула, площади T-зоны лимфоидного фолликула, площади герминативного 

центра, площади B-зоны лимфоидного фолликула, расстояния между центрами 

лимфоидных фолликулов, общей клеточности красной пульпы. Данные 

цитограммы также свидетельствуют, что в обеих возрастных группах на 1 сутки 

происходит снижение содержания всех клеточных элементов. Это приводит в 

свою очередь к снижению общей клеточности селезенки. Уменьшение количества 

клеточных элементов в селезенке происходит как вследствие прямого 

цитотоксического действия ИИ, так и в результате развития стресс-реакции на 

воздействие экстремального фактора. Полученные данные в селезенке 
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согласуются с описанными ранее изменениями в миелоидной ткани и 

периферической крови. 

В этих условиях на 1 сутки после трансплантации ММСК и ГСК зрелым 

животным выявлено увеличение клеточности красной пульпы. При этом у старых 

лабораторных животных на 1 сутки после лучевой нагрузки эффекта от 

трансплантации ММСК и ГСК не отмечено (рисунок 5.1). 

Клеточность  красной пульпы селезенки 

(в 0,01 мм
2
) зрелых лабораторных животных на 1 

сутки после воздействия ИИ дозой 4,0 Гр 
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Рисунок 5.1 

 

Значительные изменения в белой и красной пульпе селезенки в обеих 

возрастных группах происходят на 7 сутки после облучения на фоне 

трансплантации ММСК и ГСК. Со стороны белой пульпы у зрелых животных 

увеличивается площадь лимфоидного фолликула за счет увеличения площади 

герминативного центра фолликула, увеличения площади B-зоны. Реакция со 

стороны реактивного центра фолликула свидетельствует о том, что увеличение 

площади лимфоидного фолликула может быть обусловлена не только за счет 

миграции клеток крови в селезенку с последующим заселением ими 

соответствующих зон, но и за счет стимуляции пролиферативных процессов в 

белой пульпе. Это подтверждают данные цитологического исследования, 

согласно которым увеличивается количество лимфобластов, пролимфоцитов и 

лимфоцитов.  

В красной пульпе зрелых животных значительно увеличивается плотность 

клеток. При этом данные цитологического исследования свидетельствуют о 
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существенном увеличении количества эритроидных клеток и гранулоцитов. 

Указанные показатели восстанавливаются на фоне введения ММСК и ГСК до 

значений нормы. Содержание моноцитов и макрофагов в этот период также 

достоверно не отличается от значений нормы. Эти изменения в итоге приводят к 

увеличению общей клеточности селезенки. Следствием описанных изменений 

становится увеличение расстояния между центрами лимфоидных фолликулов. 

Однако данный показатель не достигает к 7 суткам значений нормы. 

У старых лабораторных животных по данным морфометрического метода и 

цитограммы селезенки наблюдается иная от зрелых животных картина 

регенерации селезенки. Так, в белой пульпе установлено менее выраженное 

действие сочетанной трансплантации на состояние белой пульпы селезенки. В 

данном случае площадь лимфоидного фолликула, а также площадь 

тимусзависимой и тимуснезависимой зон не отличается от значений в 

контрольной подгруппе (рисунок 5.2, рисунок 5.3). При этом при анализе 

клеточного состава селезенки установлено низкое содержание пролимфоцитов, 

лимфоцитов и лимфобластов. Однако следует отметить восстановление до 

значений нормы площади герминативного центра и восстановление до значений 

нормы количества лимфобластов, что может свидетельствовать об активации 

пролиферативных процессов в белой пульпе. В красной пульпе селезенки старых 

животных увеличивается плотность клеток, что обусловлено существенным 

увеличением эритроидных клеток. Увеличение количества эритроидных клеток и 

восстановление количества лимфобластов на фоне снижения остальных 

клеточных элементов не привело к восстановлению общей численности клеток в 

селезенке, и она оставалась достоверно меньше значений нормы (рисунок 5.4, 

рисунок 5.5). 
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Морфометрические показатели селезенки лабораторных 

животных на 7 сутки после воздействия ИИ
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Рисунок 5.2 

 

 

 
 

Некоторые показатели клеточного состава 

селезенки лабораторных животных после 

воздействия ИИ дозой 4,0 Гр
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Клеточность красной пульпы селезенки (в 0,01 мм
2
) 

лабораторных животных на 7 сутки после 

воздействия ИИ дозой 4,0 Гр
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Рисунок 5.4 

 

 

Некоторые показатели клеточности селезенки 
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Рисунок 5.5 

 

 

После моделирования острой кровопотери на 5 сутки у зрелых и старых 

лабораторных животных выявлено увеличение площади лимфоидного фолликула, 

площади зоны роста фолликула, а также площади тимуснезависимой зоны 

фолликула. При этом площадь T-зоны восстановилась до значений нормы. 

Обнаружено увеличение общей клеточности красной пульпы. Это обусловлено по 

данным цитограммы селезенки увеличением содержания лимфобластов, 

пролимфоцитов и эритроидных клеток. Данные изменения можно объяснить 

* 

* 
* 

* 
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процессами миграции форменных элементов крови в селезенку, а также 

активацией гемопоэза в данном органе. В условиях повреждения в ответ на 

выброс гормонов первой и второй стадии стресса усиливается миграция из 

костного мозга стволовых клеток крови (КОЕс) запускающих формирование 

колоний у данных лабораторных животных. Указанные механизмы определяют 

выявленные нами морфометрические изменения в селезенке в условиях острой 

кровопотери и, в целом, согласуются с данными ранее полученными другими 

авторами. 

Установлены различия морфометрических показателей селезенки белой 

пульпы зрелых и старых животных после трансплантации плацентарных ММСК и 

ГСК. Так, у зрелых в отличие от старых животных общая площадь лимфоидного 

фолликула, площадь герминативного центра и площадь B-зоны были достоверно 

меньше, чем в группе животных, которым не проводилась трансплантация ММСК 

и ГСК (рисунок 5.6). У старых животных не выявлено значимого действия 

сочетанной трансплантации ММСК и ГСК в условиях острой кровопотери на 

данные показатели. Эти изменения можно объяснить иммуносупрессивными 

свойствами трансплантированных ММСК. Возможность более выраженного 

иммуносупресситвного эффекта у зрелых животных относительно старых можно 

объяснить снижением способности к хоумингу трансплантированных клеток в 

старом организме. По данным цитограммы селезенки у зрелых лабораторных 

животных отмечалось снижение количества лимфобластов, пролимфоцитов в 

органе (рисунок 5.7). 
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Морфометрические показатели селезенки 

лабораторных животных на 5 сутки после острой 

кровопотери
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Рисунок 5.6 

 

 

 

Некоторые показатели клеточности селезенки 

лабораторных животных на 5 сутки после острой 

кровопотери
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Рисунок 5.7 

 

Изменения в красной пульпе селезенки в обеих возрастных группах 

характеризовались увеличением расстояния между центрами лимфоидных 

фолликулов, увеличением плотности клеток. В то же время в красной пульпе 

установлены возраст зависимые различия на проведенную трансплантацию 

ММСК и ГСК (рисунок 5.8). У зрелых животных по данным цитограммы 

значительно увеличилось количество, как гранулоцитов, так и эритроидных 
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клеток (рисунок 5.9). У старых животных доказано увеличение содержания 

эритроидных клеток без изменений со стороны количества других фракций 

клеток. 
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Рисунок 5.8 

 

Некоторые показатели клеточности селезенки 

на 5 сутки после острой кровопотери
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Рисунок 5.9 

 

Важно учитывать, что способность к миграции и дифференцировке 

аутологичных КОЕс у старых лабораторных животных существенно ниже, чем в 

зрелом возрасте (А.В. Сидоренко, 1985). Трансплантируемые ММСК способны 

усиливать миграцию ГСК (в данном случае КОЕс) в ткань селезенки из костного 

мозга за счет секреции хемоаттрактанта (SDF-1). Это действие может развиваться 

* 
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как в отношении собственных КОЕс, так и трансплантированных ГСК, что 

определяет включение более выраженных компенсаторных механизмов в 

селезенке старых животных в ответ на острую кровопотерю. 

Иммуносупрессивный эффект ММСК, позволяет проводить аллогенную 

трансплантацию стволовых клеток с уменьшением вероятности развития 

иммунологических конфликтов. 
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ГЛАВА 6. 

ВЛИЯНИЕ СОЧЕТАННОЙ ТРАНСПЛАНТАЦИИ ПЛАЦЕНТАРНЫХ 

ММСК И ГСК НА РЕГЕНЕРАЦИЮ ЭПИТЕЛИЯ ТОЩЕЙ КИШКИ 

ЗРЕЛЫХ И СТАРЫХ ЛАБОРАТОРНЫХ ЖИВОТНЫХ В 

ФИЗИОЛОГИЧЕСКИХ УСЛОВИЯХ И В УСЛОВИЯХ ВОЗДЕЙСТВИЯ 

ЭКСТРЕМАЛЬНЫХ ФАКТОРОВ. 

 

С целью оценки состояния регенерации эпителия тощей кишки в 

физиологических условиях, а также после воздействия ионизирующего излучения и 

острой кровопотери проводилось определение пролиферативной активности 

криптального эпителия тощей кишки, запрограммированной гибели эпителиоцитов, а 

также среднее содержание эпителиоцитов в 1 крипте. 

 

6.1. Состояние регенерации эпителия тощей кишки зрелых и старых 

лабораторных животных на 1 сутки после сочетанной трансплантации 

плацентарных ММСК и ГСК в физиологических условиях 

С целью изучения действия сочетанной трансплантации ММСК и ГСК на 

регенерацию эпителия тощей кишки зрелых и старых лабораторных животных в 

физиологических условиях были определены показатели интактных мышей 

(таблица 6.1). 

Таблица 6.1 

Показатели регенераторной активности эпителия тощей кишки зрелых и старых 

интактных лабораторных мышей, Mm, n = 9 

Параметры 
Значения 

Зрелые Старые 

Пролиферативный индекс, % 22,671,78 15,502,17 

Апоптотический индекс, % 14,501,83 17,003,33 

Средняя клеточность 1 крипты 40,404,10 27,782,08 
 

Проведенные морфометрические исследования препаратов слизистой 

оболочки кишечника зрелых и старых лабораторных животных показали 



199 
 

 

отсутствие значимых изменений в пролиферативной активности эпителиоцитов 

крипт, выраженности запрограммированной клеточной гибели эпителиоцитов 

тощей кишки, а также в содержании эпителиоцитов крипт относительно контроля 

(таблица 6.2). 

Таблица 6.2 

Показатели регенераторной активности эпителия тощей кишки зрелых и старых 

лабораторных мышей на 1 сутки на фоне сочетанной трансплантации  

ММСК и ГСК, Mm, n = 9 

Параметры 
Значения 

Зрелые Старые 

Пролиферативный индекс, % 22,672,00 14,502,17 

Апоптотический индекс, % 14,831,17 16,503,35 

Средняя клеточность 1 крипты 41,383,88 28,953,33 

 

6.2. Состояние регенерации эпителия тощей кишки зрелых и старых 

лабораторных животных на 1 сутки после воздействия ИИ дозой 4,0 Гр  

на фоне сочетанной трансплантации плацентарных ММСК и ГСК 

При анализе пролиферативного индекса Ki-67 в эпителиоцитах крипт зрелых 

лабораторных животных выявлено угнетение пролиферативной активности (ИП: 

14,431,50 %, p<0,05) на 36,3 % относительно контроля. В то же время 

зафиксировано существенное увеличение уровня запрограммированной гибели 

клеток (АИ: 40,142,33 %, p<0,05). Указанные изменения соответствовали 

снижению значения показателя, характеризующего среднюю клеточность 1 

крипты (СКК: 20,561,17, p<0,05), данный показатель был на 49,1 % меньше 

контрольных значений. 

У старых животных при гистологическом исследовании слизистой оболочки 

кишечника на 1 сутки после воздействия ИИ в дозе 4,0 Гр выявлено снижение 

индекса пролиферации Ki-67 (- 43,01%, p<0,05), обнаружено существенное 

увеличение выраженности апоптоза. Следствием выявленных нарушений было 

снижение количества клеток в криптах (- 35,45 %, p<0,05) (таблица 6.3). 
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Таблица 6.3 

Показатели регенераторной активности эпителия тощей кишки зрелых 

лабораторных мышей на 1 сутки после воздействия ионизирующего излучения 

дозой 4,0 Гр, Mm, n = 9 

Параметры 
Значения 

Зрелые Старые 

Пролиферативный индекс, % 14,431,50* 8,831,61° 

Апоптотический индекс, % 40,142,33* 43,835,17° 

Средняя клеточность 1 крипты 20,561,17* 17,931,37° 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных (контрольная 

группа), достоверно с p<0,05. °отличие от группы старых интактных животных 

(контрольная группа), достоверно с p<0,05. 
 

При проведении морфометрического исследования выявлен эффект от 

проведенной сочетанной трансплантации у старых лабораторных животных на 1 

сутки после лучевой нагрузки. Этот эффект был выражен в угнетении 

запрограммированной клеточной гибели на 21,67 % относительно контрольной 

подгруппы. Тем не менее, выраженность апоптоза оставалась существенно выше 

значений нормы. Несмотря на антиапоптогенное действие сочетанной 

трансплантации ММСК и ГСК на 1 сутки после воздействия ИИ общее 

содержание эпителиоцитов крипт не отличалось от аналогичного показателя в 

контрольной подгруппе, и было меньше значений нормы. 

У зрелых животных при определении пролиферативного индекса Ki-67 в 

эпителиоцитах крипт, подсчете эпителиоцитов в состоянии апоптоза, подсчете 

средней клеточности в 1 крипте не выявлено значимых отличий изучаемых 

показателей относительно контрольной подгруппы (таблица 6.4). 
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Таблица 6.4 

Показатели регенераторной активности эпителия тощей кишки зрелых 

лабораторных мышей на 1 сутки после воздействия ионизирующего излучения 

дозой 4,0 Гр на фоне сочетанной трансплантации ММСК и ГСК, Mm, n = 9 

Параметры 
Значения 

Зрелые Старые 

Пролиферативный индекс, % 14,141,56* 9,331,33° 

Апоптотический индекс, % 40,713,00* 34,333,22°°° 

Средняя клеточность 1 крипты 19,671,17* 17,622,08° 

  Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных (контрольная 

группа), достоверно с p<0,05. °отличие от группы старых интактных животных 

(контрольная группа), достоверно с p<0,05.°° отличие от контрольной подгруппы 

старых животных (после воздействия ИИ), достоверно с p<0,05. 
 

Таким образом, проведенные исследования на зрелых и старых 

лабораторных мышах выявили эффект от проведенной трансплантации ММСК и 

ГСК на 1 сутки. У старых животных этот эффект реализуется в условиях 

воздействия ИИ и выражается в угнетении запрограммированной клеточной 

гибели клеток. В то же время в физиологических условиях в обеих возрастных 

группах в эпителии тощей кишки не выявлено значимого действия от 

проведенной сочетанной трансплантации клеток (рис.6.1, 6.2). 

 

Рисунок 6.1. Апоптоз эпителия тощей кишки старых мышей на 1 сутки  

после воздействия ИИ. Микрофотография ув. х100. 
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Рисунок. 6.2. Апоптоз эпителия тощей кишки зрелых мышей на 1 сутки после 

воздействия ИИ. Микрофотография ув. х100. 

 

6.3. Состояние регенерации эпителия тощей кишки зрелых и старых 

лабораторных животных на 5 сутки после сочетанной трансплантации 

плацентарных ММСК и ГСК в физиологических условиях 

С целью изучения действия сочетанной трансплантации ММСК и ГСК на 

регенерацию эпителия тощей кишки зрелых и старых лабораторных животных в 

физиологических условиях были определены показатели интактных мышей  

(таблица 6.5). 

 Таблица 6.5 

Показатели регенераторной активности эпителия тощей кишки зрелых и старых 

интактных лабораторных животных, Mm, n = 9 

Параметры 
Значения 

Зрелые Старые 

Прорлиферативный индекс, % 23,002,00 16,25±3,06 

Апоптотический индекс, % 13,671,33 17,88±2,16 

Средняя клеточность 1 крипты 43,023,28 27,39±1,90 

 

При изучении обзорной гистологической картины стенки тощей кишки 

зрелых лабораторных животных на 5 сутки после сочетанной трансплантации 

ММСК и ГСК установлено повышение пролиферативной активности по Ki-67 на 
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22,5 % относительно группы контроля. При этом количество клеток в состоянии 

апоптоза и средняя клеточность крипты существенно не изменились относительно 

значений нормы. 

Иная картина наблюдалась при изучении гистологических препаратов тощей 

кишки старых лабораторных животных. Так, при определении величины 

апоптотического индекса на 5 сутки после сочетанной трансплантации ММСК и 

ГСК обнаружено его достоверное снижение по сравнению с уровнем 

контрольных значений на 21,7 %. При подсчете индекса пролиферации Ki-67, а 

также при определении средней клеточности 1 крипты выявлено отсутствие 

значимой разницы изучаемых показателей по сравнению с контролем  

(таблица 6.6). 

Таблица 6.6 

Показатели регенераторной активности эпителия тощей кишки зрелых и старых 

лабораторных животных на 5 сутки после сочетанной трансплантации ММСК и 

ГСК, Mm, n = 9 

Параметры 
Значения 

Зрелые Старые 

Пролиферативный индекс, % 28,173,22* 14,86±1,88 

Апоптотический индекс, % 14,001,67 14,00±0,86° 

Средняя клеточность 1 крипты 41,973,00 26,44±4,20 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных (контрольная 

группа), достоверно с p<0,05. °отличие от группы старых интактных животных 

(контрольная группа), достоверно с p<0,05. 

 

6.4. Состояние регенерации эпителия тощей кишки зрелых и старых 

лабораторных животных на 7 сутки после сочетанной трансплантации 

плацентарных ММСК и ГСК в физиологических условиях 

С целью изучения действия сочетанной трансплантации ММСК и ГСК на 

регенерацию эпителия тощей кишки зрелых и старых лабораторных животных в 

физиологических условиях были определены показатели интактных мышей  

(таблица 6.7). 
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Таблица 6.7 

Показатели регенераторной активности эпителия тощей кишки зрелых и старых 

интактных лабораторных мышей, Mm, n = 9 

Параметры 
Значения 

Зрелые Старые 

Пролиферативный индекс, % 22,002,00 17,172,17 

Апоптотический индекс, % 14,831,50 16,171,17 

Средняя клеточность 1 крипты 41,583,88 25,682,49 
 

При проведении морфометрических исследований в тощей кишке на 7 сутки 

после трансплантации ММСК и ГСК у зрелых животных выявлен 

пролиферативный эффект на проведенную сочетанную трансплантацию клеток 

(ИП: 30,333,11%, p<0,05). Также установлено повышение количества 

эпителиоцитов крипт на 27,8% относительно контрольной группы. При этом 

уровень апоптоза оставался в пределах значений нормы. 

У старых животных проведенные морфометрические исследования 

препаратов слизистой оболочки тощей кишки показали, что число клеток в 

состоянии апоптоза существенно уменьшилось (- 22,7%; АИ: 12,500,83%, 

p<0,05). В то же время пролиферативная активность достоверно не отличалось от 

контрольных значений. При определении средней клеточности 1 крипты 

выявлено увеличение данного показателя относительно контроля на 38,9% (СКК: 

35,573,04%, p<0,05) (таблица 6.8).    

Таблица 6.8 

Показатели регенераторной активности эпителия тощей кишки зрелых и старых 

лабораторных животных на 7 сутки после сочетанной трансплантации ММСК и 

ГСК, Mm, n = 9 

Параметры 
Значение 

Зрелые Старые 

Пролиферативный индекс, % 30,333,11* 16,172,56 

Апоптотический индекс, % 14,170,89 12,500,83° 

Средняя клеточность 1 крипты 53,134,37* 35,573,04° 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных (контрольная 

группа), достоверно с p<0,05. °отличие от группы старых интактных животных 

(контрольная группа), достоверно с p<0,05. 
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6.5. Состояние регенерации эпителия тощей кишки зрелых и старых 

лабораторных животных на 7 сутки после воздействия ИИ дозой 4,0 Гр  

на фоне сочетанной трансплантации плацентарных ММСК и ГСК 

При морфометрическом исследовании слизистой оболочки тощей кишки 

зрелых мышей на 7 сутки после воздействия ИИ выявлено восстановление до 

значений нормы пролиферативной активности эпителиоцитов. Однако уровень 

запрограммированной гибели клеток оставался повышенным (АИ: 34,294,50 %, 

p<0,05). Содержание эпителиоцитов крипт было на 34,3 % (СКК: 27,342,43, 

p<0,05) меньше, чем в контроле. 

В то же время у старых животных при проведении морфометрического 

исследования гистологических препаратов тощей кишки также отмечено 

восстановление индекса пролиферации эпителиоцитов крипт до значений нормы 

и повышенное содержание клеток в состоянии апоптоза (АИ: 34,673,67 %, 

p<0,05). К 7 суткам после воздействия ИИ не произошло восстановления 

количества клеток в криптах, их содержание было на 18,2 % меньше значений 

интактных животных (таблица 6.9). 

Таблица 6.9 

  Показатели регенераторной активности эпителия тощей кишки зрелых и старых 

лабораторных мышей на 7 сутки после воздействия ионизирующего излучения 

дозой 4,0 Гр, Mm, n = 9 

Параметры 
Значения 

Зрелых Старых 

Пролиферативный индекс, % 25,002,50 15,501,83 

Апоптотический индекс, % 34,294,50* 34,673,67° 

Средняя клеточность 1 крипты 27,342,43* 21,02±1,18 

Примечание: * отличие от группы зрелых интактных животных (контрольная 

группа), достоверно с p<0,05. °отличие от группы старых интактных животных 

(контрольная группа), достоверно с p<0,05. 
 

При морфометрическом исследовании слизистой оболочки тощей кишки 

зрелых животных на 7 сутки после ИИ на фоне сочетанной трансплантации 

ММСК и ГСК установлен пролиферативный ответ со стороны эпителиоцитов 
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крипт на сочетанную трансплантацию клеток (ИП: 33,863,11 %, p<0,05; + 35,4 % 

по сравнению с контрольной подгруппой). При подсчете клеток в состоянии 

апоптоза выявлено, что содержание таких клеток восстановилось до значений 

нормы и на 46,7 % было меньше, чем в контрольной подгруппе. Указанные 

изменения соответствовали восстановлению содержания эпителиоцитов крипт до 

значений нормы.   

В то же время у старых животных на фоне введения ММСК и ГСК при 

гистологическом исследовании слизистой оболочки кишечника выявлено 

восстановление пролиферативной активности эпителиоцитов крипт до значений 

нормы. При подсчете клеток в состоянии апоптоза установлено снижение уровня 

запрограммированной клеточной гибели до значений нормы. При этом уровень 

апоптоза был на 50,5 % ниже, чем в контрольной подгруппе. Следует отметить, 

что произошло восстановление содержания эпителиоцитов крипт до значений 

нормы. Данный показатель был на 38,5 % больше, чем в контрольной подгруппе 

(таблица 6.10), (рис. 6.3, 6.4). 

Таблица 6.10 

Показатели регенераторной активности эпителия тощей кишки зрелых и старых 

лабораторных животных на 7 сутки после воздействия ионизирующего излучения 

дозой 4,0 Гр на фоне сочетанной трансплантации ММСК и ГСК, Mm, n = 9 

Параметры 
Значение 

Зрелые Старые 

Пролиферативный индекс, % 33,863,11** 17,333,44 

Апоптотический индекс, % 18,294,56** 17,17±2,83** 

Средняя клеточность 1 крипты 34,692,48** 27,50±1,77** 

Примечание: ** отличие от подгруппы зрелых лабораторных животных (после 

воздействия ИИ) дозой 4,0 Гр, достоверно с p<0,05.°° отличие от контрольной 

подгруппы старых животных (после воздействия ИИ), достоверно с p<0,05. 
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Рисунок. 6.3. Апоптоз эпителия тощей кишки старых мышей на 7 сутки после 

воздействия ИИ на фоне сочетанной трансплантации ММСК (6 млн. клеток/кг) 

и ГСК (330 тыс. клеток/кг). Микрофотография ув. х100. 

 

 

Рис. 6.4. Апоптоз эпителия тощей кишки зрелых мышей на 7 сутки после 

воздействия ИИ на фоне сочетанной трансплантации ММСК (6 млн.клеток/кг) 

и ГСК (330 тыс. клеток/кг). Микрофотография ув. х100. 
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6.6. Состояние регенерации эпителия тощей кишки зрелых и старых 

лабораторных животных на 5 сутки после острой кровопотери на фоне 

сочетанной трансплантации плацентарных ММСК и ГСК 

При проведении морфометрических исследований слизистой оболочки 

тощей кишки на 5 сутки после острой кровопотери у зрелых и старых 

лабораторных мышей установлено достоверное снижение индекса пролиферации 

криптального эпителия в ответ на острую кровопотерю соответственно на 29,2 % 

и 24,4 %. В обеих изучаемых возрастных группах при подсчете клеток в 

состоянии апоптоза выявлено, что их содержание превышало значения нормы. 

Указанные изменения привели к изменению клеточности крипт. Так, было 

отмечено, что средняя клеточность 1 крипты у зрелых животных была на 35,7 %, а 

у старых животных на 26,7 % меньше, чем в контроле (таблица 6.11).  

Таблица 6.11 

Показатели регенераторной активности эпителия тощей кишки зрелых и старых 

лабораторных животных на 5 сутки после острой кровопотери, 

Mm, n = 9 

Параметры 
Значение 

Зрелые Старые 

Пролиферативный индекс, % 16,290,90* 12,29±2,53° 

Апоптотический индекс, % 35,294,24* 37,00±2,86° 

Средняя клеточность 1 крипты 27,671,82* 20,07±2,31° 

Примечание: *отличие от группы зрелых интактных животных (контрольная 

группа), достоверно с p<0,05.°отличие от группы старых интактных животных 

(контрольная группа), достоверно с p<0,05. 

 

При проведении морфометрического исследования гистологических 

препаратов тощей кишки у зрелых животных на 5 сутки после острой 

кровопотери обнаружен пролиферативный ответ на проведенную трансплантацию 

клеток. При этом пролиферативный индекс был существенно больше, чем в 

контрольной подгруппе и соответствовал значениям нормы. В то же время при 

подсчете клеток в состоянии апоптоза выявлено, что апоптотический индекс был 

существенно меньше, чем в контрольной подгруппе. Тем не менее, содержание 

клеток в состоянии апоптоза к 5 суткам не восстановилось и было выше значений 
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нормы. Указанные изменения привели к увеличению количества эпителиоцитов 

крипт относительно контрольной подгруппы на 30,1 %.  

В то же время у старых животных на фоне сочетанной трансплантации 

ММСК и ГСК при проведении морфометрических исследований в 

гистологических срезах тощей кишки отмечено увеличение содержания 

эпителиоцитов крипт на + 34,16 % (p<0,05) по сравнению с контрольной 

подгруппой. При подсчете пролиферативного индекса установлено 

восстановление митотической активности до значений нормы, подобный эффект 

был обнаружен и в контрольной подгруппе. При подсчете клеток в состоянии 

апоптоза отмечено антиапоптогенное действие сочетанной трансплантации 

клеток, что было выражено в существенном уменьшении значения 

апоптотического индекса на 29,3 % (p<0,05) по сравнению с контрольной 

подгруппой (таблица 6.12). 

Таблица 6.12 

Показатели регенераторной активности эпителия тощей кишки зрелых и старых 

лабораторных животных на 5 сутки после острой кровопотери на фоне 

сочетанной трансплантации ММСК и ГСК, Mm, n = 9 

Параметры 
Значение 

Зрелые Старые 

Пролиферативный индекс, % 23,293,00** 15,14±2,67 

Апоптотический индекс, % 23,433,67* ** 26,14±3,50°° 

Средняя клеточность 1 крипты 36,001,53** 26,93±1,82°° 

Примечание: *отличие от группы зрелых интактных животных (контрольная 

группа), достоверно с p<0,05.** отличие от подгруппы зрелых животных (после 

острой кровопотери), достоверно с p<0,05. °отличие от группы старых интактных 

животных (контрольная группа), достоверно с p<0,05.°° отличие от подгруппы 

старых животных (после острой кровопотери), достоверно с p<0,05. 
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6.7. Заключение 

Проведенные исследования позволили установить влияние сочетанной 

трансплантации плацентарных ММСК и ГСК на регенерацию эпителия тощей 

кишки зрелых и старых лабораторных животных в физиологических условиях, а 

также в условиях воздействия ионизирующего излучения и острой кровопотери. 

Было установлено, что в физиологических условиях на 1 сутки аллогенная 

трансплантация плацентарных ММСК и ГСК у зрелых и старых лабораторных 

животных не оказывает существенного влияния на пролиферативную активность 

эпителиоцитов крипт, на уровень запрограммированной гибели эпителия тощей 

кишки и, как следствие, на количество эпителиоцитов крипт. 

После воздействия ИИ в дозе 4,0 Гр на 1 сутки у зрелых и старых 

лабораторных животных отмечается существенное угнетение пролиферативного 

индекса, повышение выраженности апоптоза эпителиоцитов. Содержание 

эпителиоцитов крипт в обеих изучаемых группах было меньше значений нормы. 

В то же время, после трансплантации плацентарных ММСК и ГСК в условиях 

воздействия данного экстремального фактора старым животным происходит 

угнетение запрограммированной клеточной гибели эпителия тощей кишки (- 21,7 

%, p<0,05) (рисунок 6.5). При этом пролиферативная активность эпителия 

оставалась без изменений, также, как и содержание эпителиоцитов крипт 

(рисунок 6.6). Трансплантация аллогенных ММСК и ГСК на 1 сутки после 

воздействия ИИ зрелым лабораторным животным не приводит к существенному 

изменению регенерации слизистой оболочки тощей кишки. 
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Рисунок 6.5 
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Рисунок 6.6 

 

В физиологических условиях на 7 сутки у зрелых и старых животных выявлен 

ответ на проведенную трансплантацию плацентарных ММСК и ГСК. Так у животных 

зрелого возраста происходит увеличение пролиферативной активности в криптах на 

27,8 % (рисунок 6.7). Выраженность апоптоза при этом остается без изменений. 

Содержание эпителиоцитов крипт существенно увеличивается (+ 27,8 %) по 

сравнению с животными, которым не проводилась трансплантация клеток. У старых 

животных также обнаружено увеличение содержания эпителиоцитов крипт (+ 38,9 %, 

p<0,05) (рисунок 6.9). Однако этот эффект реализуется не за счет влияния на 

пролиферативную активность клеток, а через регулирование выраженности апоптоза 

(рисунок 6.8). Данный показатель снижается на 22,7 %. 
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Пролиферативный индекс эпителия тощей 

кишки лабораторных животных на 7 сутки в 
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Рисунок 6.7 

 

Апоптотический индекс эпителия тощей 

кишки лабораторных животных на 7 

сутки в физиологических условиях
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Рисунок 6.8 
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Средняя клеточность крипты тощей 

кишки лабораторных животных на 7 

сутки в физиологических условиях
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Рисунок 6.9 

 

На 7 сутки после воздействия ИИ введение плацентарных ММСК и ГСК 

зрелым и старым лабораторным животным способствует восстановлению 

содержания эпителиоцитов крипт до значений нормы (рисунок 6.12). При этом 

механизм восстановления содержания криптального эпителия у зрелых и старых 

животных различный. У зрелых животных это достигается за счет увеличения 

пролиферативной активности эпителия (+ 35,4 %) (рисунок 6.10), снижения 

выраженности апоптоза (- 46,7 %, p<0,05) (рисунок 6.11). В то время как у старых 

животных пролиферативный индекс существенно не изменяется, а ключевым 

фактором в восстановлении регенерации является ингибирование апоптоза (- 50,5 

%, p<0,05). 
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Рисунок 6.10 

 

 

7. 

Апоптотический индекс эпителия тощей кишки 

лабораторных животных на 7 сутки после 

воздействия ИИ дозой 4,0 Гр

0

10

20

30

40

50

Зрелые Старые

%

NaCl

ММСК и ГСК

 

Рисунок 6.11 
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Рисунок 6.12 

 

Исследования по моделированию острой кровопотери, проведенные на 

лабораторных животных обеих возрастных групп дополняют полученные ранее 

данные полученные в условиях воздействия ИИ. Так, доказано, что в 

физиологических условиях на 5 сутки зрелые и старые животные реагируют на 

трансплантацию плацентарных ММСК и ГСК изменением активности 

разнонаправленных процессов – пролиферативной активности и апоптоза. У 

зрелых животных происходит увеличение пролиферативной активности на 22,7 

%, у старых животных снижение апоптоза на 21,7 %. Однако, указанных 

изменений недостаточно для увеличения содержания эпителиоцитов крипт в 

обеих изучаемых группах. 

На 5 сутки после острой кровопотери у зрелых и старых животных не 

происходит естественного восстановления численности клеток в криптах. В обеих 

возрастных группах остается повышенным уровень апоптоза и остается меньше 

значений нормы пролиферативный индекс (рисунок 6.13, рисунок 6.14). 
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Рисунок 6.13 
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Рисунок 6.14. 

 

 

На фоне проведенной аллогенной трансплантации в обеих возрастных 

группах происходит восстановление содержания эпителиоцитов крипт до 

значений нормы. Но если у зрелых лабораторных животных этот эффект 

реализуется через повышение пролиферативной активности криптального 

эпителия и через угнетение апоптоза. То у старых животных, только через 

снижение запрограммированной гибели клеток. 
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ОБЩЕЕ ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Проведенные исследования позволили установить особенности процессов 

регенерации в миелоидной ткани, эпителии кишечника, в красной и белой пульпе 

селезенки в физиологических условиях и после воздействия экстремальных 

факторов. Особенности регенерации быстрообновляющихся тканей зрелого и 

старого организма на фоне проведения трансплантации стволовых клеток 

изучались в условиях воздействия ионизирующего излучения, а также после 

острой кровопотери. 

В настоящем исследовании была изучена возможность активации 

регенерации быстрообновляющихся тканей в условиях старения проведением 

сочетанной трансплантации мультипотентных мезенхимальных стромальных 

клеток и гемопоэтических стволовых клеток. Трансплантация стромальных 

клеток здорового донора способна ускорить процесс приживления ГСК и, 

соответственно, процесс восстановления гемопоэза.  

В ранее проведенных нами исследованиях была доказана эффективность 

ММСК в дозе 6 млн. клеток/кг в отношении активации регенерации 

быстрообновляющихся тканей. Это количество соответствует терапевтической 

дозе ММСК определенной и в других лабораториях. Однако нет единого мнения о 

минимальной терапевтической дозе ГСК. По данным разных авторов значение 

минимальной терапевтической дозы ГСК имеет размах от 100 тыс. клеток/кг до 5 

млн. клеток/кг. Использование при трансплантации больших доз ГСК 

способствует лучшему приживлению трансплантата. Проблема заключается 

именно в получении необходимого количества ГСК для трансплантации, а также 

в том, чтобы эта трансплантация не была сопряжена с развитием осложнений. В 

течение последних лет к наиболее важным потенциальным источникам ГСК 

относят пуповинную кровь. Несмотря на сравнительно небольшое количество 

пуповинной крови, остающейся в плаценте после родов (50-150 мл) концентрация 

стволовых и прогениторных клеток является достаточной для успешного 

приживления трансплантата детям с массой до 40 кг. Актуальным является 
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проведение такой клеточной терапии, которая бы обладала низкими 

иммуногенными свойствами (источник – фетальные ткани) и в то же время 

обеспечивала приживление трансплантата с последующим восстановлением 

регенерации поврежденной ткани. 

Учитывая способность ММСК обеспечивать направленный хоуминг ГСК, а 

также повышать их жизнеспособность через выработку биологически активных 

веществ и через формирование соответствующих «ниш», в настоящем 

исследовании при проведении сочетанной трансплантации клеток было изучено 

действие минимальных доз ГСК. Было изучено действие следующих доз ГСК 

вводимых совместно с ММСК: 250 тыс. клеток/кг, 300 тыс. клеток/кг и 330 тыс. 

клеток/кг. Экспериментальным путем было доказано, что минимальная 

терапевтическая доза ГСК обеспечивающая усиление регенерации 

быстрообновляющихся тканей при сочетанном введении с ММСК составляет 330 

тыс. клеток/кг. Следует отметить, что эффект от трансплантации определяется не 

только количеством введенных клеток, но и зависит от условий в которых 

проводится их введение. Проведенные исследования на животных зрелого 

возраста позволили установить, что доза ГСК 250 тыс. клеток/кг при совместном 

введении с ММСК не оказывает существенного влияния на гемопоэз. Однако доза 

ГСК 300 тыс. клеток/кг при сочетанной трансплантации с ММСК в условиях 

воздействия ионизирующего излучения обусловливает повышение митотической 

активности клеток эритроидного и гранулоцитарного ростков. В ранние сроки это 

не приводит к изменению количества как отдельных фракций клеток, так и в 

целом к изменению активности эритро- и гранулоцитопоэза. После острой 

кровопотери трансплантация ММСК и ГСК (300 тыс. клеток/кг) в костном мозге 

обуславливает увеличение пролиферативной активности в эритроидном ростке. 

Но при этом в ранние сроки также не изменяется клеточный состав миелоидной 

ткани. В физиологических условиях митотическая активность в костном мозге 

при вышеуказанных дозах оставалась без изменений. Введение ГСК в дозе 330 

тыс. клеток/кг вызывает изменения в физиологических условиях и в условиях 

воздействия экстремального фактора. В физиологических условиях помимо 
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пролиферативного ответа на трансплантацию ММСК и ГСК увеличивается общее 

количество эритроидных клеток, что свидетельствует об активации эритропоэза. 

После воздействия ионизирующего излучения эффект от введенных клеток более 

выраженный. В этом случае активируется и эритропоз и гранулоцитопоэз. 

Различный механизм действия сочетанной трансплантации ММСК и ГСК 

определяется свойствами этих клеток. Именно под действием провоспалительных 

факторов ММСК способны существенно увеличивать выработку хемоаттрактанта 

для ГСК – SDF-1, а также значительно увеличивать на своей поверхности 

количество молекул адгезии для ГСК. Также под действие провоспалительных 

факторов ММСК индуцируют выработку белков теплового шока в клетках, что 

обеспечивает их выживание. Таким образом, оказывая иммуносупрессивное 

действие, усиливая миграцию ГСК, формируя микроокружение для клеток 

ММСК способны обеспечивать эффект при меньших вводимых дозах ГСК. 

С возрастом происходят не только количественные, но и качественные 

изменения со стороны стволовых клеток. При старении способность стволовых 

клеток к самообновлению и дифференцировке снижается. Это ведёт, с одной 

стороны, к истощению пула стволовых клеток, а с другой – к уменьшению 

количества выделяемых ими факторов. В связи с этим представлялось важным 

изучить возможность активации регенерации тканей не только в условиях 

воздействия на организм экстремальных факторов, но и в условиях возрастной 

инволюции. 

В настоящем исследовании было изучено влияние сочетанной 

трансплантации ММСК (6 млн. клеток/кг) и ГСК (330 тыс. клеток/кг), 

выделенных из ткани плаценты на регенерацию миелоидной ткани, белой и 

красной пульпы селезенки и эпителия тощей кишки в физиологических условиях, 

а также после воздействия ИИ и острой кровопотери. Влияние сочетанной 

аллогенной трансплантации на регенерацию тканей была изучена в условиях 

старения, то есть эксперименты были проведены на лабораторных животных 

зрелого и старого возраста. С целью оценки регенерации миелоидной ткани 

производилось определение содержания клеток костного мозга, а также 
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содержание форменных элементов периферической крови. Оценка содержания 

цитогенетически измененных клеток осуществлялась по микроядерному 

тестированию в физиологических условиях и после воздействия экстремальных 

факторов. Учет микроядер отражает частоту аберраций и отставших хромосом в 

поздней телофазе из ацентрических фрагментов и целых отставших хромосом. 

Поскольку эритроидные элементы в костном мозге находятся на разных стадиях 

созревания, то и определение микроядер возможно на разных стадиях созревания: 

только в полихроматофильных эритроцитах или отдельно в полихроматофильных 

и нормохромных эритроцитах. В селезенке производилось определение основных 

морфометрических показателей: общая площадь лимфоидного фолликула, площадь 

B-зоны лимфоидного фолликула, площадь герминативного центра фолликула, 

площадь T-зоны лимфоидного фолликула, общая клеточность красной пульпы, 

расстояние между центрами лимфоидных фолликулов. Помимо 

морфометрического исследования для оценки регенерации селезенки были 

проведены цитологические исследования. Производился подсчет общей 

клеточности селезенки и определение абсолютных значений содержания 

лимфобластов, пролимфоцитов, лимфоцитов, макрофагов, моноцитов, 

гранулоцитарных и эритроидных клеток. Для определения регенерации в 

слизистой оболочке тощей кишки производилось определение пролиферативной 

активности клеток, а также оценивалось выраженность апоптоза эпителиоцитов. 

С целью определения эффективности указанных процессов было изучено 

численное содержание эпителиоцитов в криптах. 

Проведенные исследования позволили установить, что в физиологических 

условиях на 1 сутки сочетанное введение ММСК и ГСК зрелым и старым 

лабораторным животным не приводит к существенным изменениям в изучаемых 

быстрообновляющихся тканях. 

На 5 сутки в физиологических условиях у зрелых и старых животных в 

изучаемых тканях отмечены изменения на проведенную сочетанную 

трансплантацию стволовых клеток. В обеих возрастных группах выявлено 

увеличение пролиферативной активности в эритроидном ростке костного мозга. 
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При этом у зрелых животных в миелоидной ткани установлено увеличение 

содержания эритробластов на 71,1 % (p<0,05). У старых животных в миелоидной 

ткани отмечено увеличение содержания эритробластов и базофильных 

нормобластов на 69,2 % и 27,2 % (p<0,05) соответственно. Однако это не привело 

к изменению общего содержания эритроидных элементов в костном мозге 

животных. Содержание отдельных клеточных элементов и общее содержание 

клеток в гранулоцитарном ростке у старых и зрелых животных не отличалось от 

значений нормы. Следует отметить, что у старых животных, в отличие от 

животных зрелого возраста в костном мозге на 5 сутки обнаружено уменьшение 

содержания цитогенетически измененных клеток на 24,9 % (p<0,05). Данный 

эффект можно объяснить способностью трансплантированных ММСК 

индуцировать выработку цитопротективных факторов – белков теплового шока 

(HSP 32 и HSP 70). Данные факторы способны поддерживать исходную 

конформацию белков, повышать устойчивость ферментов репарации, следствием 

чего будет снижение количества патологических митозов и, как результат, 

уменьшение содержания цитогенетически измененных клеток. 

Изучая состояние быстрообновляющихся тканей зрелых животных на 5 

сутки в физиологических условиях, также установлено увеличение 

пролиферативной активности в эпителии тощей кишки на 22,5 % (p<0,05). У 

старых животных пролиферативная активность клеток оставалась без изменений. 

Однако уровень запрограммированной клеточной гибели существенно снизился (- 

21,7 %, p<0,05). Ингибирование апоптоза в настоящем случае можно также 

объяснить выработкой ММСК цитопротективных факторов, которые 

поддерживая работу ферментов репарации, косвенно приводят к снижению 

запрограммированной клеточной гибели. Несмотря на выявленные изменения, 

содержание криптального эпителия в обеих возрастных группах оставалось без 

существенных изменений. 

В физиологических условиях на 7 сутки после проведения аллогенной 

сочетанной трансплантации плацентарных ММСК и ГСК у зрелых и старых 

лабораторных животных обнаружены изменения показателей регенерации 
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быстрообновляющихся тканей. Так, у зрелых и старых лабораторных животных в 

костном мозге установлено повышение митотической активности в эритроидном 

диффероне на 30,9 % (p<0,05) и 28,4 % (p<0,05) соответственно. Указанные 

изменения в обеих возрастных группах привели к увеличению общего 

содержания эритроидных элементов в костном мозге на 41,6 % (p<0,05) и 25,8 % 

(p<0,05). У лабораторных животных зрелого возраста активация эритропоэза 

достигалась за счет увеличения базофильных и полихроматофильных 

нормобластов соответственно на 27,5 % и 49,8 %. У животных старого возраста 

активация эритропоэза была обеспечена увеличением содержания 

полихроматофильных нормобластов (+ 37,04 %, p<0,05).  Данные периферической 

крови подтверждают ранее установленные изменения в костном мозге. 

Существенное повышение содержания ретикулоцитов отмечено у зрелых и 

старых животных. Активацию эритропоэза, наблюдаемую после сочетанной 

трансплантации плацентарных ММСК и ГСК, можно объяснить 

взаимоотношением этих клеток, основанным на их биологических свойствах. В 

частности, за счет способности ММСК обеспечивать хоуминг как собственных 

(аутологичных), так и трансплантированных (аллогенных) ГСК в 

соответствующие ниши. Этот механизм реализуется через выработку SDF-1 

(stromal derived factor-1), который взаимодействует со своим рецептором CXCR4 

на поверхности ГСК. Процесс приживления ГСК обусловлен способностью 

ММСК синтезировать экстрацеллюлярный матрикс (коллаген I, III, IV, V типов, 

фибронектин, протеогликаны), формирующий костномозговое микроокружение, 

необходимое клеткам гемопоэза. Синтез ММСК таких факторов как SCF, ИЛ-3, 

ИЛ-6, ИЛ-11 обеспечивает пролиферацию и дифференцировку стволовых 

гемопоэтических клеток и клеток предшественников в эритроидном направлении. 

На 7 сутки в физиологических условиях показатель МЯТ у зрелых и старых 

животных сохранил ту же тенденцию, что имела место на 5 сутки. Так, было 

установлено, что после сочетанной трансплантации клеток показатель МЯТ у 

старых животных был значительно меньше, чем в контроле (- 30,0 %, p<0,05). В 
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то же время данный показатель у зрелых животных не изменился и не отличался 

от контрольных значений. 

В то же время при изучении основных морфометрических показателей 

селезенки у зрелых и старых лабораторных животных установлено отсутствие 

изменений: общей площади лимфоидного фолликула, площади T-зоны лимфоидного 

фолликула, площади B-зоны лимфоидного фолликула, общей клеточности красной 

пульпы, расстояния между центрами лимфоидного фолликула, а также 

содержания эритроцитов и лейкоцитов в красной пульпе. 

При анализе процессов регенерации в эпителии тощей кишки лабораторных 

животных выявлен эффект на проведенную сочетанную трансплантацию клеток. 

У зрелых и старых лабораторных животных произошло увеличение содержания 

эпителиоцитов крипт. Однако механизмы этого увеличения в изучаемых 

возрастных группах разные. У зрелых животных это увеличение достигается за 

счет повышения пролиферативной активности эпителиоцитов на 37,9 % (p<0,05), 

в то время как у старых животных за счет угнетения выраженности апоптоза на 

22,7 % (p<0,05). 

При изучении состояния быстрообновляющихся тканей на 1 сутки после 

воздействия ИИ в дозе 4,0 Гр в обеих возрастных группах обнаружены 

характерные изменения. Так, в костном мозге произошло уменьшение 

клеточности костного мозга бедренной кости. Данные миелограммы 

свидетельствуют об угнетении всех ростков кроветворения. В этот период 

отмечено существенное ингибирование пролиферативной активности клеток 

эритроидного и гранулоцитарного дифферонов. Следствием мутагенного 

действия ионизирующего излучения является повышение содержания 

полихроматофильных эритроцитов с микроядрами. В селезенке происходит 

уменьшение диаметров лимфоидных фолликулов, падает плотность клеток в 

красной пульпе. В периферической крови у зрелых и старых животных 

установлено увеличение содержания ретикулоцитов и гранулоцитов. В то время 

как содержание лимфоцитов было меньше значений нормы. Обнаруженные 

изменения обусловлены развитием стресс - реакции системы крови на 
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воздействие данного экстремального фактора. Механизмами опустошения 

кроветворных органов является не только установленное угнетение 

пролиферации клеток, но также гибель их путем некроза и апоптоза, усиление 

миграции клеток в периферическую кровь. В случае воздействия ИИ не 

наблюдается типичное для стресс – реакции увеличение содержания лимфоцитов 

в костном мозге, что обусловлено гибелью данных клеточных форм. В кишечнике 

старых и зрелых лабораторных животных установлено угнетение 

пролиферативной активности клеток и повышение выраженности апоптоза, что 

привело в обеих возрастных группах к снижению содержания эпителиоцитов 

крипт. 

На 1 сутки после воздействия ИИ в ответ на проведение сочетанной 

трансплантации ММСК и ГСК у лабораторных животных произошли изменения в 

быстрообновляющихся тканях. У зрелых животных в костном мозге при подсчете 

МЯТ установлено снижение содержания цитогенетически измененных клеток на 

25, 0 % (p<0,05). У старых животных также обнаружено существенное 

уменьшение данного показателя на 23,8 % (p<0,05). Показатели миелограммы и 

основные морфометрические показатели селезенки в этот период не отличались 

от данных лабораторных животных, которым не проводилось введение ММСК и 

ГСК. При определении активности апоптоза в эпителии кишечника у старых 

животных выявлено снижение данного показателя на 21,7 % (p<0,05). Однако это 

не привело к изменению численного содержания эпителиоцитов крипт. У зрелых 

животных в отличие от старых на 1 сутки после воздействия ИИ на фоне 

сочетанной трансплантации клеток существенных изменений в эпителии тощей 

кишки установлено не было. 

На 7 сутки после воздействия ИИ у старых и зрелых животных выявлены 

изменения в состоянии быстрообновляющихся тканей. В костном мозге общее 

содержание лимфоцитов, гранулоцитов и эритроидных клеток не восстановилось 

и оставалось меньше значений нормы. Это привело к тому, что не восстановилась 

и общая клеточность костного мозга бедренной кости. В то же время уровень 

митозов в гранулоцитарном и эритроидном дифферонах соответствовал 
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значениям нормы. При анализе данных периферической крови установлено 

низкое содержание ретикулоцитов, лимфоцитов, моноцитов. В селезенке в это 

время отмечено уменьшение диаметров лимфоидных фолликулов, снижение 

плотности клеток в красной пульпе селезенки. В эпителии тощей кишки к 7 

суткам произошло восстановление пролиферативной активности эпителиоцитов 

крипт. Тем не менее, уровень запрограммированной гибели клеток превышал, а 

содержание эпителиоцитов в криптах было меньше контрольных значений. 

На 7 сутки после воздействия ИИ на фоне проведения сочетанной 

трансплантации ММСК и ГСК у зрелых и старых животных выявлена активация 

эритропоэза и гранулоцитопоэза. При этом установлено, увеличение 

пролиферативной активности клеток данных ростков и увеличение общего 

количества эритроидных и гранулоцитарных элементов. Активация эритропоэза у 

старых животных обусловлена увеличением количества эритробластов, 

базофильных и полихроматофильных нормобластов. У животных зрелого 

возраста – увеличение полихроматофильных нормобластов. При анализе данных 

периферической крови в обеих возрастных группах отмечалось увеличение 

количества ретикулоцитов. Активация гранулоцитопоэза у зрелых животных 

обусловлена увеличением количества миелобластов (+ 75,3 %, p<0,05), 

миелоцитов (+ 51,1 %, p<0,05), палочкоядерных и сегментоядерных форм 

лейкоцитов (+ 21,7 %, p<0,05). Повышенное количество гранулоцитарных 

лейкоцитов у старых лабораторных животных реализовано за счет увеличения 

содержания миелоцитов (+ 60,0 %, p<0,05), метамиелоцитов (+ 19,5 %, p<0,05), 

палочкоядерных и сегментоядерных форм лейкоцитов (+ 29,8, p<0,05). Указанные 

изменения привели к увеличению общей клеточности костного мозга у зрелых и 

старых животных соответственно на 26,1 % и 24,4 %. Активацию 

гранулоцитопоэза можно объяснить способностью трансплантированных ММСК 

синтезировать ранее описанные факторы, которые обеспечивают направленный 

хоуминг трансплантированных и аутологичных ГСК в соответствующие ниши. А 

также выработкой ММСК физиологически активных веществ, способствующих 

лучшему приживлению ГСК. Синтез ММСК таких факторов как ИЛ-6, ГМ-КСФ, 
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Г-ГСК, регулирует дифференцировку ГСК в гранулоцитарном направлении. 

Указанные свойства ММСК в совокупности с ранее описанными их 

иммуносупрессивными свойствами обеспечивают активацию гранулоцитопоэза. 

В то же время при подсчете цитогенетически измененных клеток в костном мозге 

обнаружено существенное снижение количества полихроматофильных 

эритроцитов с микроядрами. Это свидетельствует о снижении выраженности 

индуцированного мутагенеза в костном мозге. Обнаружены изменения у зрелых и 

старых со стороны белой и красной пульпы селезенки. У зрелых лабораторных 

животных в это время наблюдается восстановление морфометрических и 

цитологических показателей белой и красной пульпы селезенки. Ответ на 

проведенную трансплантацию выражен в восстановлении площади лимфоидных 

фолликулов, площади герминативных центров, площади B-зоны лимфоидных 

фолликулов. Увеличение площади зоны роста фолликула свидетельствует, что 

увеличение площади фолликула обусловлено не только миграцией клеток крови в 

селезенку, но и активацией гемопоэза в самом органе. Это подтверждается 

увеличением количества лимфобластов при оценке цитологической картины 

селезенки. Также было доказано восстановление отдельных фракций клеток: 

лимфобластов, лимфоцитов, эритроидных клеток, гранулоцитов, макрофагов и 

моноцитов. По сравнению с животными без трансплантации ММСК и ГСК, в 

опытной группе со стороны красной пульпы отмечено увеличение плотности 

клеток за счет большего количества эритроидных элементов и гранулоцитов. 

Указанные изменения привели к увеличению клеточности селезенки. Следствием 

реакции красной пульпы на сочетанную трансплантацию стало увеличение 

расстояния между центрами лимфоидных фолликулов. 

В то же время у старых животных в отличие от животных зрелого возраста не 

происходит выраженного эффекта на регенерацию белой пульпы на фоне 

трансплантации ММСК и ГСК. Общая площадь фолликула и площадь B – зоны и 

площадь T – зоны фолликула остаются существенно меньше нормы и не 

отличаются от аналогичных параметров животных без трансплантации ММСК и 

ГСК. Выявлены изменения у старых животных в красной пульпе. Здесь в отличие 
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от зрелых животных не обнаружено увеличения гранулоцитов и восстановления 

до значений нормы моноцитов и макрофагов, но также имеет место быть 

увеличение количества эритроидных клеток. Это приводит к увеличению 

клеточности красной пульпы и последующему увеличению расстояния между 

центрами лимфоидных фолликулов.  Учитывая, что в костном мозге мышей с 

возрастом уменьшается не только концентрация ГСК, но и их способность 

мигрировать в селезенку, полученные результаты свидетельствуют о способности 

ММСК усиливать регенерацию селезенки при сочетанном введении с ГСК в 

условиях возрастной инволюции. ММСК за счет выработки хемоаттрактанта 

обеспечивают направленный хоуминг не только трансплантированных ГСК в 

селезенку и последующую там активацию гранулоцитопоэза и эритропоэза, но и 

хоуминг аутологичных ГСК. 

Анализ регенерации эпителия тощей кишки также позволил обнаружить 

ответ лабораторных животных на проведенную трансплантацию. При этом 

механизм регенерации на введение стволовых клеток в изучаемых возрастных 

группах различный. Так, у зрелых лабораторных животных увеличение 

количества эпителиоцитов крипт обеспечивалось увеличением пролиферативной 

активности клеток крипт на 35,4 % (p<0,05), а также снижением 

запрограммированной клеточной гибели на 46,7 % (p<0,05). У старых 

лабораторных животных на 7 сутки после воздействия ИИ трансплантация 

ММСК и ГСК не приводит к существенному изменению уровня пролиферативной 

активности. Увеличение эпителиоцитов крипт на 30,8 % (p<0,05) достигалось за 

счет снижения уровня апоптоза. Выявленное стимулирующее действие 

трансплантированных ММСК и ГСК у зрелых и старых животных на 

регенерацию кишечного эпителия можно объяснить биологическими свойствами 

данных клеток. В частности, возможностью слияния ГСК с данными клетками. 

Впервые слияние гемопоэтических клеток с клетками кишечного эпителия было 

изучено исследователями из Oregon StemCell Center (USA). Американскими 

исследователями была доказана возможность слияния клеток костного мозга с 

клетками кишечного эпителия, а также изучено в этих условиях содержание 
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цитогенетически измененных клеток в кишечнике. В эксперименте реципиентам 

вводили гемопоэтические стволовые клетки. Трансплантированные ГСК были 

выявлены в криптах и в эпителии ворсинок тонкого кишечника. Слияние ГСК с 

клетками эпителия тонкого кишечника приводило к морфологически нормальной 

эпителиальной популяции. Причем интеграцию донорских клеток обнаруживали 

с разными типами эпителиальных клеток кишечника одной ворсинки. Совместная 

экспрессия антигенов донора и реципиента была обнаружена во всех четырех 

типах клеток кишечного эпителия. В связи с этим, исследователи предполагают, 

что первично ГСК сливаются со стволовыми клетками кишечного эпителия, 

которые затем дифференцируются в зрелые энтероциты. 

В настоящем исследовании было отмечено, что на 5 сутки после острой 

кровопотери в обеих изучаемых возрастных группах в костном мозге произошло 

восстановление митотической активности клеток гранулоцитарного ростка до 

значений нормы и повышение пролиферативной активности клеток в 

эритроидном диффероне. При подсчете общего количества гранулоцитарных 

элементов выявлено отсутствие естественного восстановления общего 

содержания гранулоцитов до контрольных значений. У зрелых животных 

оставалось сниженным количество миелоцитов (- 26,9 %, p<0,05), 

метамиелоцитов (- 31,2 %, p<0,05), палочкоядерных и сегментоядерных форм 

нейтрофилов (- 20,3 %, p<0,05). У старых лабораторных животных не 

восстановилось содержание миелобластов (- 60,1 %, p<0,05), промиелоцитов (- 

61,1 %, p<0,05), миелоцитов (- 37,7 %, p<0,05), метамиелоцитов (- 21,7 %, p<0,05), 

палочкоядерных и сегментоядерных форм нейтрофилов (- 21,8 %, p<0,05). 

Содержание лимфоидных клеток в возрастных группах существенно не 

отличалось от значений интактных животных. Общая клеточность костного мозга 

в изучаемых возрастных группах существенно не отличалась от значений нормы. 

Это было обусловлено увеличением количества эритроидных клеток. У зрелых 

лабораторных животных установлена активация эритропоэза обусловленная 

увеличением количества эритробластов (+ 45,2, %, p<0,05), базофильных (+ 35,2 

%, p<0,05) и полихроматофильных нормобластов (+ 44,6 %, p<0,05). У старых 
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животных также следует отметить увеличение содержания эритробластов, 

базофильных и полихроматофильных нормобластов. Описанные изменения 

привели к увеличению количества эритроидных клеток у зрелых и старых 

животных соответственно на 42,7 % и 27,4 %. Анализ данных периферической 

крови подтверждает ранее выявленные изменения в костном мозге. У зрелых и 

старых животных в крови установлено достоверное увеличение содержания 

ретикулоцитов соответственно на 76,4 % и 21,3 %. 

Анализ основных морфометрических показателей селезенки в обеих 

возрастных группах позволил установить общую тенденцию в изменении 

изучаемых параметров. Так, у зрелых и старых лабораторных животных было 

установлено увеличение площади лимфоидных фолликулов (соответственно на 

25,3 % и 19,5 %, p<0,05), площади B-зоны лимфоидных фолликулов (+ 31,5 % и 

21,7 %, p<0,05). В изучаемых возрастных группах отмечено достоверное 

увеличение общей клеточности красной пульпы и расстояния между центрами 

лимфоидных фолликулов. При этом увеличение общей клеточности было 

обусловлено как существенным увеличением содержания эритроидных 

элементов, так и клеток белого ряда. Механизмы описанных изменений 

заключаются в способности селезенки мышей после острой кровопотери принять 

большее число как аутологичных КОЕс, так и аллогенных КОЕс, что 

способствует активации кроветворения в данном органе. К механизмам активации 

кроветворения в селезенке в условиях острой кровопотери также следует отнести 

хоуминг форменных элементов крови в этот орган. 

На 5 сутки после острой кровопотери в эпителии тощей кишки зрелых и 

старых животных отмечается снижение пролиферативной активности и 

повышение выраженности запрограммированной клеточной гибели. Указанные 

изменения привели к тому, что в этот период средняя клеточность крипты в обеих 

возрастных группах была соответственно на 35,67 % и 26,7 % меньше, чем в 

контроле. 

Проведение сочетанной трансплантации ММСК и ГСК привело к 

существенным изменениям в состоянии быстрообновляющихся тканей зрелых и 
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старых лабораторных животных на 5 сутки после острой кровопотери. В обеих 

возрастных группах в костном мозге было выявлено снижение содержания 

цитогенетически измененных клеток. У зрелых животных этот показатель был 

снижен на 23,3 %, а у старых животных на 19,6 % по сравнению с контролем. В 

миелограмме зрелых и старых животных обнаружено стимулирующее действие 

проведенной сочетанной трансплантации клеток на гранулоцитопоэз и 

эритропоэз. В гранулоцитарном ростке зрелых и старых животных установлено 

увеличение содержания миелоцитов (+ 72,4 %, p<0,05 и  + 50,0 %, p<0,05), 

метамиелоцитов (+ 31,4 %, p<0,05 и + 34,4 %, p<0,05), а также палочкоядерных и 

сегментоядерных форм нейтрофилов (+ 28,5 %, p<0,05 и + 24,4 %, p<0,05). 

Указанные изменения привели к увеличению общего содержания гранулоцитов 

на 34,6 % и 25,7 % соответственно. В то же время в эритроидном ростке зрелых и 

старых животных обнаружено увеличение содержания полихроматофильных 

нормобластов на 48,1 % и 31,0 % соответственно. Следствием выявленных 

изменений было увеличение общего содержания эритроидных элементов в 

костном мозге на 34,6 % и 25,4 % соответственно. Изменения в миелоидной ткани 

нашли свое подтверждение при анализе данных периферической крови. В 

периферической крови зрелых и старых лабораторных животных отмечено 

увеличение содержания ретикулоцитов и лейкоцитов (за счет гранулоцитов). 

На 5 сутки после острой кровопотери на фоне сочетанной трансплантации 

ММСК и ГСК при анализе основных морфометрических показателей селезенки 

зрелых и старых животных выявлены некоторые отличия. В частности, у зрелых 

животных установлено уменьшение площади лимфоидных фолликулов на 25,72 

%, площади B-зоны лимфоидных фолликулов на 19,98 %, площади 

герминативного центра на 32,89 %. В то же время данные показатели 

существенно не отличались от значений нормы. При изучении цитологической 

картины селезенки установлено снижение содержания лимфобластов, 

пролимфоцитов. Уменьшение указанных показателей у зрелых животных можно 

объяснить иммуносупрессивными свойствами ММСК. В частности, 

способностью ММСК вырабатывать ЦОГ-2, TGF-β которые являются мощными 
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ингибиторами клеточного деления B-лимфоцитов, а также снижают секрецию 

иммуноглобулинов активированными B–лимфоцитами. У старых лабораторных 

животных не отмечено значительного изменения морфометрических показателей 

белой пульпы относительно животных, которым не проводилось введение ММСК 

и ГСК. При этом количество лимфоидных клеток различной степени зрелости 

также не отличалось от данных в контрольной подгруппе. Это может быть 

обусловлено уменьшением хоуминга трансплантированных ММСК в селезенку и, 

как следствие, менее выраженными иммуносупрессивным эффектами ММСК в 

этом органе. При анализе показателей красной пульпы у зрелых и старых 

животных доказано увеличение расстояния между центрами лимфоидных 

фолликулов (+ 22,3 % и + 18,9 %, p<0,05), увеличение общей клеточности красной 

пульпы (+ 27,9 % и + 20,5 %, p<0,05). При анализе цитограммы селезенки у 

зрелых и старых лабораторных животных на фоне трансплантации ММСК и ГСК 

отмечено увеличение количества эритроидных клеток соответственно на 46,6 % 

(p<0,05) и 32,2 % (p<0,05). 

С возрастом способность ГСК к миграции и дифференцировке значительно 

уменьшается, при этом трансплантируемые ММСК способны усиливать 

миграцию ГСК (в том числе КОЕс) в ткань селезенки за счет выработки 

хемоаттрактанта (SDF-1). Этот эффект реализуется как в отношении собственных 

КОЕс, так и трансплантированных ГСК, что определяет включение более 

выраженных компенсаторных механизмов в селезенке в ответ на острую 

кровопотерю. 

На 5 сутки после острой кровопотери также отмечены изменения в 

регенерации эпителия тощей  кишки на сочетанную трансплантацию ММСК и 

ГСК. В обеих возрастных группах на 5 сутки установлено снижение 

выраженности запрограммированной клеточной гибели соответственно на 33,6 % 

и 29,3 % (p<0,05). При этом у старых лабораторных животных в отличие от 

зрелых животных не установлено повышение пролиферативной активности 

клеток. Пролиферативный индекс у зрелых животных был на 43,0% выше, чем в 

контрольной подгруппе. Указанные изменения привели к увеличению содержания 
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криптального эпителия на 30,1% и 34,2% (p<0,05). Таким образом, в изучаемых 

возрастных группах механизм активации регенерации криптального эпителия 

различный. 

Полученные данные о влиянии сочетанной трансплантации ММСК и ГСК на 

быстрообновляющиеся ткани зрелых и старых лабораторных животных 

свидетельствуют о существенной активации регенерации в этих тканях, о 

различном механизме восстановления регенерации у зрелых и старых 

лабораторных животных. Также следует отметить различный ответ 

быстрообновляющихся тканей на проведенную сочетанную трансплантацию 

ММСК и ГСК в зависимости от вида экстремального повреждения этих тканей. 

Результаты собственных исследований позволили предложить схему, 

(рисунок) демонстрирующую возможность использования аллогенной сочетанной 

трансплантации ММСК и ГСК для активации регенерации быстрообновляющихся 

тканей в возрастном аспекте. 
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