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РЕЗЮМЕ

По данным ВОЗ, от инсультов ежегодно умирают 6,7 миллиона человек, поэтому поиск новых нейропротекторных средств остается 
актуальной задачей современной регенеративной медицины. 

ЦЕЛЬЮ данной работы было изучение нейропротекторной активности факторов плацентарного происхождения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. В in vitro модели глутаматной эксайтотоксичности на нейральных клетках крыс изучали нейропротекторную 
активность сред, кондиционированных с криоконсервированными мезенхимальными стволовыми клетками (МСК) плаценты, органоти-
пической культурой плаценты и экстрактом плаценты человека. Нейральные клетки подвергали воздействию плацентарных факторов без 
глутамата, до воздействия глутамата и после глутамата. Оценивали метаболическую активность нейральных клеток методом МТТ-теста. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ. Показано, что плацентарные факторы повышают показатели МТТ-теста, предотвращают токсичес-
кое действие глутамата на нейральные клетки и способствуют их восстановлению. Показана термолабильность факторов плацентар-
ного происхождения и оценена эффективность различных препаратов плаценты. 

ВЫВОДЫ. Кондиционные среды МСК плацентарного происхождения, органотипической культуры плаценты и экстракт плаценты че-
ловека обладают нейропотекторной активностью в отношении клеток головного мозга крысы in vitro.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: мезенхимальные стволовые клетки; плацента; экстракт плаценты; нейральные клетки; нейропротекторный 
эффект

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

зано, что терапия мезенхимальными стволовыми клетками (МСК),  
в том числе плацентарного происхождения, может быть эффективна 
при различных заболеваниях нервной системы, включая инсульты 
и травмы [3, 5, 19]. Кроме того, показано положительное действие 
на нервную систему тканевых, клеточных факторов [4, 16], женских 
половых гормонов и экстракта плаценты [2, 15, 18]. При этом меха-
низм нейропротекторного действия МСК связывают с паракринны-
ми взаимодействиями, влиянием на нейроны и глию [4, 8]. Можно 
предположить, что производные плаценты, как стволовые клетки, 
так и экстракт и экспланты (органотипическая культура), будут иметь 
нейропротекторное и лечебное действие. Плацента является одним 

По данным ВОЗ, инсульт занимает 2-е место среди причин смерт-
ности после заболеваний сердечно-сосудистой системы – от него 
ежегодно умирают более 6 миллионов человек. Вклад инсультов  
в структуру смертности увеличился за последние 10 лет, поскольку 
они являются одними из наименее курабельных заболеваний. Кроме 
того, в развитых странах на четвертое место среди причин смертно-
сти выходят старческие деменции и демиелинизирующие заболева-
ния [17]. Актуальной задачей современной медицины является поиск 
новых эффективных способов лечения, которые уменьшают по-
вреждения, предотвращают гибель и способствуют восстановлению 
нейронов и глии [5, 7, 8]. Многочисленными исследованиями пока-
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из наиболее доступных и перспективных источников биоматериала, 
однако использование плацентарных препаратов невозможно без 
создания низкотемпературного банка, который обеспечивает надле-
жащее количество и качество препаратов, кроме того, криоконсерви-
рование меняет свойства плацентарного биоматериала [10-13].

Целью данной работы было исследование нейропротекторной 
активности криоконсервированных органотипической культуры вор-
син плаценты (эксплантов), мезенхимальных стволовых клеток пла-
центы и экстракта плаценты.

Дизайн эксперимента. Для изучения нейропротекторного дей-
ствия плацентарных факторов была выбрана модель глутаматной 
эксайтотоксичности (повреждение через перевозбуждение нейроме-
диатором), которая имеет место в патогенезе ряда неврологических 
заболеваний (ишемия, травматические повреждения, нейродегене-
ративные заболевания) и является стандартным методом исследова-
ния нейропротекторной активности [6, 9]. Исследование было разде-
лено на 3 этапа (табл.1.). На первом этапе исследовали влияние сред, 
кондиционированных с эксплантами плаценты, МСК плаценты и сре-
ды с добавлением 10 % экстракта плаценты на нейральные клетки 
(НК) без воздействия глутамата. На втором этапе исследовали ней-
ропротекторное (профилактическое) действие тех же сред, путем 
инкубирования с ними НК в течение 1 сут до воздействия глутамата. 
На третьем этапе исследовали регенерирующее (лечебное) влияние 
веществ на НК после воздействия глутамата. Во всех случаях иссле-
довали как влияние нативных сред, так и сред, инактивированных на-
греванием до 90 °С в течение 30 минут. Использовали среды, конди-
ционированные с МСК и эксплантами плаценты в течение 1 суток по 
ранее использованным методикам [10, 12]. Концентрация экстракта 
плаценты была ранее эмпирически подобрана и составляла 10 % от 
культуральной среды [1]. Предполагали, что суток достаточно для 
поступления в среду паракринных факторов, однако при этом среда 
не успевает истощиться или насытиться продуктами метаболизма. 

Плаценты получали с информированного согласия женщин по-
сле операции кесарева сечения. Эксперименты были проведены  
в соответствии с «Общими принципами экспериментов на живот-
ных», одобренными V конгрессом по биоэтике (г. Киев, 2013 г.),  
с положением «Европейской Конвенции о защите позвоночных жи-
вотных, используемых для экспериментальных и других научных 
целей» (г. Страсбург, 1986 г.) и согласованы с комитетом по биоэти-
ке Института проблем криобиологии и криомедицины НАН Украины 
(протокол №2 от 03.06.2013 г.). 

Культура нейральных клеток. НК выделяли из головного мозга 
новорожденных крыс линии Wistar в первые сутки после рождения 
ранее разработанным методом [14]. Для этого ткань дезагрегирова-
ли в течение 15 мин в 0,25 % растворе трипсина (BioWest, Франция) 
на фосфатно-солевом буфере (PBS) при 37 °С. Клетки культивиро-
вали в 6-луночных планшетах (SPL, Корея) в среде DMEM с высоким 

содержанием глюкозы и L-глутамином (BioWest, Франция), обога-
щенной 10 % фетальной бычьей сыворотки – FBS (Lonza, Германия) 
в СО2 инкубаторе при 37 0С в атмосфере 5 % CO2. Через 5 суток после 
адгезии неадгезированные клетки удаляли промыванием PBS, остав-
шиеся снимали раствором 0,25 % трипсина и Версена в соотношении 
1:1 и использовали в модели глутаматной эксайтотоксичности. Для 
данного эксперимента была выбрана культура, содержащая раз-
личные клетки головного мозга, поскольку механизм повреждения  
и регенерации рассматривается рядом авторов как процессы взаи-
модействия нейронов с глией [4, 8].

Модель глутаматной эксайтотоксичности. Для моделирования 
глутаматной эксайтотоксичности нейральные клетки переносили  
в 96-луночный планшет в концентрации 20000 на лунку на 1 сут для 
прикрепления, после чего среду заменяли на свежую с добавлени-
ем глутамата (Sigma, США) с конечной концентрацией 10 мМоль  
и инкубировали 1 сут в прежних условиях. Для оценки метаболиче-
ской активности клеток использовали МТТ-тест. Лунки промывали 
дважды PBS, среду меняли на свежую, добавляли МТТ (Sigma, США)  
в конечной концентрации 0,5 мг/мл. Инкубировали 4 часа, после чего 
среду аккуратно отбирали, кристаллы формазана растворяли 10 % 
раствором додецилсульфата натрия (SDS) на диметилсульфоксиде 
(Sigma, Франция). Абсорбцию измеряли на планшетном спектрофо-
тометре Utrao SM600 (Китай) при длине волны 570 нм. Каждый экс-
перимент повторяли на трех различных культурах клеток, по каждой 
из которых учитывали 8 проб. При этом показатель МТТ-теста для 
клеток без воздействия принимали за 100 %.

Получение криоэкстракта плаценты. Экстракт плаценты полу-
чали ранее описанным методом [13]. Для этого плаценту человека, 
доставленную в течение 3 часов после операции кесарева сечения, 
фрагментировали, к одной части ткани плаценты добавляли 2 части 
PBS, трижды охлаждали погружением в жидкий азот и отогрева-
ли на водяной бане при температуре 37 °С, центрифугировали при  
1500 об/мин, отбирали надосадок. 

Получение среды, кондиционированной с криоконсервированны-
ми эксплантами плаценты. Среду, кондиционированную с эксплан-
тами плаценты, получали ранее описанным методом [12]. Для этого 
10 мг криоконсервированных эксплантов плаценты культивировали 
1 сутки в 24-луночных планшетах (SPL, Корея) в 1 мл среды DMEM  
с высоким содержанием глюкозы и L-глутамином (BioWest, Франция), 
обогащенной 10 % FBS (Lonza, Германия) в СО2 инкубаторе при 37 0С 
в атмосфере 5 % CO2. 

Получение среды, кондиционированной с криоконсервированны-
ми мезенхимальными клетками плаценты. МСК плаценты получали 
из плодных оболочек ферментативным методом с использованием 
0,25 % трипсина [10]. Клетки ранее фенотипированы, на их поверх-
ности присутствуют маркеры CD90, CD73, CD105, отсутствует CD34, 
они имеют способность к дифференцировке в остеогенном, адипо-
генном и хондрогенном направлении [10, 11]. Для получения сре-
ды, кондиционированной с криоконсервированными МСК плаценты, 
клетки размораживали на водяной бане при 37 °С, по достижении 
монослоя – около 1•106 клеток на 5 мл среды на 25 см2 флаконах 
(SPL, Корея) – среду меняли, культивировали 1 сут в среде DMEM  
с высоким содержанием глюкозы и L-глутамином (BioWest, Фран-
ция), обогащенной 10 % FBS (Lonza, Германия) в СО2 инкубаторе при 
37 0С в атмосфере 5 % CO2. 

Криоконсервирование клеток и эксплантов плаценты. Экспланты 
плаценты и МСК плаценты 3-4 пассажей криоконсервировали по ра-
нее использованной программе [10, 12], эффективность которой по-
казана в предыдущих работах [10, 11, 12]. В качестве криозащитной 
среды использовали среду DMEM с высоким содержанием глюкозы 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

ГРУППА ДЕНЬ 1 ДЕНЬ 2 ДЕНЬ 3

Положительный контроль - - MTT

Отрицательный контроль - Глу MTT

Этап 1 (действие на интактные НК) - Среды MTT

Этап 2 (нейропротекторное действие) Среды Глу MTT

Этап 3 (регенеративное действие) Глу Среды MTT

Таблица 1. Дизайн эксперимента
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и L-глутамином (BioWest, Франция), обогащенной 10 % FBS (Lonza, 
Германия) и 10 % диметилсульфоксидом (Sigma, США), заморажива-
ли в криопробирках (Nunc, США) с использованием контейнеров Mr. 
Frosty™ Freezing Container (Thermo Fisher Scientific, США), заполняе-
мых изопропанолом, со скоростью 1 °С до -70 °С с последующим по-
гружением в жидкий азот. Размораживали на водяной бане при 37 °С.

Статистическая обработка результатов. Результаты статистиче-
ски обрабатывали с использованием критерия Манна-Уитни с по-
мощью программного обеспечения Past V. 3.15 (University of Oslo, 
Norway). Достоверным считали различия при p < 0,05.

На первом этапе исследовали влияние сред с плацентарными 
факторами на метаболическую активность НК. После добавления 
среды, кондиционированной с МСК, показатель МТТ возрастал бо-
лее чем на 20 %. Среда с 10 % экстракта плаценты увеличивала по-
казатель МТТ на 30 %, а среда, кондиционированная эксплантами 
плаценты, повышала его более чем на 25 %. В то же время все эти 
факторы после инактивации нагреванием не изменяли метаболи-
ческую активность НК (рис. 1.). Такой результат согласуется с лите-
ратурными данными по исследованию нейропротекторных свойств 
тканевых факторов [16], где приводится гипотеза о белково-пептид-
ной природе веществ, влияющих на клетки. 

На втором этапе исследовали нейропротекторное действие сред, 
содержащих плацентарные факторы, путем инкубирования с ними 
НК до воздействия глутамата. Было выяснено, что предварительное 
воздействие среды с плацентарными МСК или 10 % экстрактом пла-
центы делает НК практически нечувствительными к глутамату, среда 
же, кондиционированная с органотипической культурой плаценты, 
значительно понижает чувствительность НК к глутамату. Те же среды, 
инактивированные нагреванием, не имеют защитных свойств (рис. 2).

На третьем этапе исследования изучали регенерирующее вли-
яние факторов плацентарного происхождения на культуру НК. По-
казано, что после воздействия глутамата и последующей регенера-
ции в средах, содержащих плацентарные факторы, метаболическая  

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Рис. 1. Влияние факторов плацентарного происхождения на метабо-
лическую активность нейральных клеток по результатам МТТ-теста. 
К – контроль, нейральные клетки без воздействия. МСК – нейральные 
клетки со средой, кондиционированной МСК, ЭП – нейральные клетки 
с добавлением в среду 10 % экстракта плаценты, П – нейральные 
клетки со средой, кондиционированной эксплантами плаценты.  
МСК и, ЭП и, П и – те же среды, инактивированные нагреванием. 

Примечание: * – p < 0,05 по сравнению с контролем.
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Рис. 2. Влияние предварительной инкубации с кондиционной средой  
с последующим воздействием 10 мМоль глутамата на метаболиче-
скую активность нейральных клеток по результатам МТТ-теста.  
К – контроль, НК без воздействия глутамата. 10 Глу – нейральные 
клетки после воздействия 10 мМоль глутамата, МСК – нейральные 
клетки после 10 мМоль глутамата, со средой, кондиционированной 
МСК, ЭП – нейральные клетки после 10 мМоль глутамата,  
с добавлением в среду 10 % экстракта плаценты, П – нейральные 
клетки после 10 мМоль глутамата, со средой, кондиционированной 
эксплантами плаценты. МСК и, ЭП и, П и – те же среды,  
инактивированные нагреванием. 

Примечание:  
* – p < 0,05 по сравнению с контролем;  
** – p < 0,05 по сравнению с 10 Глу.

Рис. 3. Влияние кондиционных сред на метаболическую активность 
нейральных клеток после воздействия 10мМоль глутамата по резуль-
татам МТТ-теста. К – контроль, нейральные клетки без воздействия 
глутамата. 10 Глу – нейральные клетки после воздействия 10 мМоль 
глутамата, МСК – нейральные клетки после 10 мМоль глутамата,  
со средой, кондиционированной МСК, ЭП – нейральные клетки после 
10 мМоль глутамата, с добавлением в среду 10 % экстракта плаценты, 
П – нейральные клетки после 10 мМоль глутамата, со средой,  
кондиционированной эксплантами плаценты. МСК и, ЭП и, П и –  
те же среды, инактивированные нагреванием. 

Примечание:  
* – p < 0,05 по сравнению с контролем; 
** – p < 0,05 по сравнению с 10 Глу.
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активность клеток восстанавливается, однако не более чем на 50 % 
от контрольного значения (рис. 3). При этом среды, инактивированные 
нагреванием, такого действия не оказывают. Достоверных различий 
между средами, содержащими экстракт плаценты, и средами, конди-
ционированными МСК плаценты и эксплантами, не обнаружено.

Таким образом на всех трех этапах эксперимента показано, что 
факторы плацентарного происхождения повышают метаболическую 
активность НК по данным МТТ-теста, независимо от их источника: 
как среды, кондиционированные культурой клеток, либо органоти-
пической культурой плаценты, так и экстракта плаценты. Это под-
тверждает мнение о паракринном влиянии МСК на нейральные 
клетки. Результаты исследования согласуются с литературными 
данными о нейропротекторном действии МСК [3, 5, 7, 8], плацен-
тарных факторов [3, 15, 19], тканевых факторов [16]. Показано, что 
нейропротекторный эффект достигается гуморальным воздействи-
ем непосредственно на НК, а не на целый организм [5, 7, 8, 15, 19]. 

Термолабильность заставляет предположить, что эффект достигает-
ся за счет веществ белково-пептидной природы, а не эстрогенов, что 
показано рядом исследователей [2, 18]. По данным экспериментов 
нельзя сказать о преимуществах тех или иных агентов, поскольку 
для этого требуется подбор концентраций, который может отличать-
ся для культур клеток, в экспериментах на животных и в клинических 
исследованиях. В то же время профилактическое использование 
производных плаценты более эффективно, чем их использование 
после токсического воздействия, что можно расценивать именно как 
нейропротекторное действие. Целесообразно рассматривать произ-
водные плаценты, прежде всего, как профилактическое и нейропро-
текторное средство в отношении нейральных клеток. На наш взгляд, 
на следующих этапах исследования перспективным является выяв-
ление нейропротекторного действия на разных типах нервных клеток 
с последующим выявлением действующих веществ и механизмов их 
влияния.

ВЫВОДЫ

Проведенные исследования показали следующее:

1. Среды, кондиционированные с мезенхимальными стволовыми клетками плаценты, эксплантами плаценты или обогащенные 
экстрактом плаценты, характеризуются нейропротекторной активностью in vitro.

2. Нейропротекторный эффект сред, кондиционированных с мезенхимальными стволовыми клетками плаценты, эксплантами плаценты 
или обогащенных экстрактом плаценты, более выражен при их воздействии на культуру нейральных клеток до воздействия глутамата, 
чем после глутаматной токсичности.

3. Факторы плацентарного происхождения, характеризующиеся нейропротекторным действием, являются термолабильными.
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