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РЕЗЮМЕ

Клеточная трансплантация является одним из перспективных подходов в лечении повреждений спинного мозга. Целью работы было 
изучение влияния трансплантации криоконсервированных нейральных клеток плодов крыс в составе суспензии и агрегатов на вос-
становление двигательной активности крыс с экспериментальным повреждением спинного мозга.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Клетки выделяли из тканей головного мозга плодов крыс 15-16 дней гестации. Формирование агрегатов 
осуществляли в процессе краткосрочного культивирования клеток в концентрации 8•106/мл среды в присутствии 10 % сыворотки 
крыс. Трансплантацию клеток проводили в зону повреждения спинного мозга в составе агрегатов и суспензии. Для фиксации 
трансплантированных клеток в зоне повреждения использовали альгинатный гель. 

РЕЗУЛЬТАТЫ. При трансплантации в зону повреждения гетерогенной суспензии криоконсервированных нейральных клеток плодов 
крыс, заключенных в альгинатный гель, наблюдалась положительная динамика восстановления двигательной активности крыс, 
что проявлялось в обширной подвижности трех суставов одной конечности и ограниченной подвижности двух суставов другой,  
с одновременным восстановлением чувствительности задних конечностей. 

ВЫВОДЫ. На модели повреждения спинного мозга у крыс криоконсервированные агрегаты фетальных нейральных клеток обладают 
более высоким терапевтическим потенциалом по сравнению с суспензией клеток, улучшая структуру формируемой нервной ткани  
и увеличивая скорость восстановления подвижности задних конечностей.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: культура нейральных клеток, криоконсервирование клеток, повреждение спинного мозга, трансплантация клеток.

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

жения, так и с не вполне понятными механизмами их интеграции  
в поврежденную ткань спинного мозга. Эти проблемы перекликаются  
также с вопросом определения оптимального источника клеток [1]  
и выбором оптимального способа трансплантации клеток, способ-
ствующего их выживанию и восстановлению поврежденной цитоар-
хитектоники ткани спинного мозга.

В настоящее время определенные надежды возлагаются на 
использование в клеточной терапии трехмерных клеточных систем  
[2-4]. В качестве таких систем, используемых для терапии повреждений 

В настоящее время не существует эффективных методов лече-
ния повреждений спинного мозга. Это объясняется отсутствием эф-
фективных способов регенерации погибших нейронов и восстанов-
ления поврежденной структуры спинного мозга. Одним из методов, 
позволяющих надеяться на решение данной проблемы, является 
клеточная терапия. Однако на сегодняшний день положительный 
опыт применения стволовых клеток (СК) для лечения травматиче-
ской болезни спинного мозга минимален. Это связано как с низкой 
степенью их выживания, вследствие неблагоприятного микроокру-
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спинного мозга, могут выступать многоклеточные агрегаты, форми- 
руемые изолированными нейральными клетками (НК), в которых соз-
даются условия для выживания и эффективного функционирования 
нейральных стволовых/прогениторных клеток [5-7]. 

Широкое применение СК в клеточной терапии повреждений 
спинного мозга также невозможно без создания доступного запаса 
клеток, что требует разработки способов их длительного хранения, 
наиболее предпочтительным из которых является криоконсервиро-
вание.

Таким образом, целью настоящего исследования явилось из-
учение влияния трансплантации агрегатов криоконсервированных 
нейральных клеток плодов крыс на восстановление двигательной 
активности задних конечностей крыс с экспериментальным повреж-
дением спинного мозга.

В исследованиях были использованы новорожденные белые 
беспородные крысы, содержащиеся в условиях вивария Института 
проблем криобиологии и криомедицины НАН Украины. Работа с жи-
вотными проводилась в соответствии с «Общими принципами экспе-
риментов на животных», одобренными V Национальным конгрессом 
по биоэтике (г. Киев, 2013 г.) и согласованными с положением IV Евро-
пейской конвенции о защите позвоночных животных, используемых 
для экспериментальных и других научных целей (ETS 123, Страсбург, 
1986), и разрешением Комитета по биоэтике Института проблем крио-
биологии и криомедицины НАН Украины.

Нейральные клетки выделяли из тканей головного мозга пло-
дов крыс 15-16 дней гестации (первым днем беременности считали 
выявление спермиев в вагинальных мазках после подсадки самок  
к самцам). Для этого ткань головного мозга извлекали из черепной  
коробки, промывали стерильной средой DMEM/F12 (Sigma, США), по-
сле чего помещали в 0,25 % раствор трипсина и инкубировали при  
37 ˚С на протяжении 5 мин. После этого ткань переносили в среду 
DMEM/F12, содержащей 10 % сыворотки взрослых крыс (СВК), и ме-
ханически дезагрегировали на единичные клетки с использованием 
вибрации [8]. Полученную суспензию фильтровали через стерильный 
фильтр одноразовой системы переливания крови и кровезамените-
лей (Пластимед, Украина). После этого клетки отмывали от трипсина 
центрифугированием при 150х g на протяжении 5 мин. Полученный 
осадок клеток ресуспендировали в среде DMEM/F12, содержащей  
0,6 % глюкозы, 2 mM глутамина, 3 мМ бикарбоната натрия, с 10 % СВК.

Для формирования агрегатов НК вносили в 24-луночный пла-
стиковый планшет (Corning, США) в концентрации 4•106 клеток/лунку  

и культивировали на протяжении двух часов в 0,5 мл питательной сре-
ды DMEM/F12, содержащей 10 % СВК [9], каждые 15 мин ресуспенди-
руя пипеткой осевшие клетки.

В качестве экспресс метода определения жизнеспособности ис-
пользовали окрашивание клеток 0,4 % суправитальным красителем 
трипановым синим. Подсчет жизнеспособности и количества НК  
производили в камере Горяева. Определение жизнеспособности НК 
в составе агрегатов проводили после их дезагрегации на единичные 
клетки пипетированием.

Криоконсервирование суспензий и многоклеточных агрегатов 
НК проводили в поликарбонатном контейнере для замораживания 
Nalgene Mr. Frosty (Sigma-Aldrich, США) со скоростью 1 ˚С/мин до  
-80 ˚С в криоконтейнерах (Corning, США) под защитой 10 % ДМСО  
в среде DMEM/F12 (Sigma, США) в присутствии 10 % СВК. При этом ко-
нечная концентрация клеток суспензии составляла 4•106/мл, а их объ-
ем – 200 мкл. При криоконсервировании агрегатов в криоконтейнер 
помещали агрегаты, образованные в одной лунке в процессе кратко-
срочного культивирования исходных НК. Через сутки НК, заморожен-
ные до -80 ˚С, помещали в жидкий азот. Отогрев клеток проводили на 
водяной бане при +40 ˚С. После отогрева с целью отмывки от ДМСО 
ко всем пробам с клетками добавляли 10-кратное количество среды 
DMEM/F12, после чего суспензии НК центрифугировали при 100х g на 
протяжении 3 мин, а пробы с агрегатами подвергали мягкому центри-
фугированию на ручной центрифуге при 100 об/мин на протяжении  
5 мин. Надосадок удаляли, а осадок суспензий и агрегатов НК ресу-
спендировали в 50 мкл DMEM/F12 и использовали для трансплантации. 
Для оценки функциональной активности НК исходные и криоконсер-
вированные агрегаты, образованные в одной лунке, культивировали  
в обогащенной среде DMEM/F12 с 10 % СВК. 

Для проведения иммунофлуоресцентных исследований кле-
точные культуры фиксировали на протяжении 20 мин при комнатной 
температуре в 4 % параформальдегиде. Фиксированные клетки пер-
меабилизировали в 100 % этиловом спирте, промывали в фосфат-
ном буфере (ФБ) и инкубировали 60 мин при комнатной температуре 
в 5 % растворе нормальной козлиной сыворотки (НКС) в ФБ с 0,1 % 
Тритоном Х-100. После этого клетки инкубировали на протяжении 
ночи при +4 ˚С с первичными антителами в растворе 1 % НКС в ФБ 
с 0,1 % Тритоном Х-100. Затем клетки промывали в ФБ и культиви-
ровали с вторичными антителами в растворе 1 % НКС в ФБ с 0,1 % 
Тритоном Х-100 в течение 30 мин при комнатной температуре в тем-
ноте. В качестве первичных были использованы мышиные антитела 
против β-тубулина III (Sigma, США), GFAP (Abcam, Великобритания), 
нестина (Abcam, Великобритания) и кроличьи против виментина 
(Abcam, Великобритания). В качестве вторичных антител исполь-
зовали Chromeo 546 goat anti-mouse и Chromeo 488 goat anti-rabbit 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

НАРУШЕНИЯ ДВИГАТЕЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ *
ИНДЕКС

НАРУШЕНИЙ

Обе конечности неподвижны 0

Слабая подвижность одной конечности, у другой сохранен тонус 1

Слабая подвижность обеих конечностей 2

Ограниченная подвижность одной конечности, слабая другой 3

Ограниченная подвижность одной конечности, волочение другой 4

Ограниченная подвижность одной конечности, на другую не опирается 5

Умеренная подвижность одной конечности, на другую слабо опирается 6

Обширная подвижность одной конечности, слабая подвижность другой 7

Обширная подвижность одной конечности, ограниченная подвижность другой 8

Обширная подвижность обеих конечностей 9

Полное восстановление подвижности 10

Примечания:  
слабая подвижность – слабая подвиж-
ность одного сустава;  
ограниченная подвижность – ограни-
ченная подвижность одного или двух 
суставов;  
умеренная подвижность – ограниченная 
подвижность трех суставов;  
обширная подвижность – обширная под-
вижность трех суставов или обширная 
подвижность двух суставов и ограничен-
ная подвижность одного сустава.

Таблица 1. Оценка нарушений  
двигательной активности задних  
конечностей крыс при повреждении  
спинного мозга (модифицированный  
метод Basso [11]).
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Рис. 4. Микрофотография 
недифференцированных НК 
(стрелки), мигрирующих  
по отросткам клеток из  
прикрепленных агрегатов. 
Световая микроскопия,  
масштабная линейка –  
50 мкм.

геля, смешанного с 50 мкл суспензии деконсервированых НК, содержа-
щей 4•106 клеток. Животным опытной группы 3 вводили 50 мкл 13 % 
альгинатного геля, смешанного с 50 мкл суспензии деконсервирован-
ных агрегатов, образованных в результате прекультивирования суспен-
зии НК (4•106 клеток). Для введения использовали шприц объемом 100 
мкл (Hamilton, США) с диаметром иглы 0,5 мм.

Гистологическое исследование тканей спинного мозга проводили 
после их фиксации в 10 % растворе нейтрального формалина. Серий-
ные срезы толщиной 6-8 мкм окрашивали гематоксилином и эозином. 
Для микрофотосъемки культур и гистологических препаратов исполь-
зовали микроскоп Axio Observer Zl (Carl Zeiss, Германия).

Статистическую обработку полученных данных и анализ результа-
тов проводили с помощью программы Statistika (версия 6.0). Для срав-
нения и оценки различий использовали параметрический t-критерий 
Стьюдента. Достоверными считались различия при р < 0,05.

В экспериментах использовали суспензию изолированных НК 
со средней жизнеспособностью, равной 44,5 %. Краткосрочное куль-
тивирование таких клеток в присутствии 10 % СВК без митогенов 
приводило к формированию многоклеточных агрегатов (рис. 2, А). 

При этом агрегаты формировали в основном жизнеспособные 
клетки, так как в составе агрегатов их жизнеспособность в среднем 

(Abcam, Великобритания). Ядра клеток окрашивали Hoechst 33342 
(Sigma, США).

Формирование модели травматического повреждения спинного 
мозга проводили на 6-8-месячных беспородных белых крысах-самцах 
весом 300-400 г. За сутки до операции животных не кормили. Ане-
стезия осуществлялась внутримышечным введением животному 1 мл 
смеси, состоящей из 0,18 мл 2 % ксилазина, 0,36 мл 10 % кетамина и 
0,46 мл 0,5 % раствора новокаина. Операции проводили в стерильных 
условиях. Повреждение формировали путем удаления правого сег-
мента спинного мозга длиною около 2 мм на уровне 10 позвонка груд-
ного отдела [10]. После этого прилегающие участки спинного мозга 
изолировали от окружающих тканей подкожно-жировой клетчаткой и 
ушивали вначале глубокие слои мышц, а затем поверхностные мышцы 
и фасции. Трансплантацию НК проводили после ушивания мышц в об-
ласть образовавшегося дефекта спинного мозга.

Регистрацию двигательной активности задних конечностей прово-
дили через 1, 3, 14, 30, 60 и 180 суток после операции при помощи 
модифицированного метода оценки движения крыс в открытом про-
странстве Basso [11] (табл. 1). 

Для приготовления альгинатного гидрогеля использовали 13 %  
раствор альгината натрия, приготовленный на физиологическом 
растворе, содержащем 25 мМ HEPES (рН 7,2). Альгинат натрия рас-
творяли на водяной бане при температуре 100 °С и постоянном пере-
мешивании. Все приготовления проводили в стерильных условиях 
бокса. Растворы предварительно стерилизовали фильтрованием через  
0,22 мкм фильтр (Millipore, США).

Исследование было проведено на 50 крысах, 5 из которых после 
операции умерли. Все экспериментальные животные были разделены 
на 5 групп: две контрольные и три опытные (рис. 1).

Сразу после операции животным контрольной группы 1 в область 
дефекта спинного мозга вводили 100 мкл среды DMEM/F12, животным 
контрольной группы 2 вводили 50 мкл 13 % альгинатного геля, предва-
рительно смешанного с 50 мкл среды DMEM/F12. Животным опытной 
группы 1 в область дефекта спинного мозга вводили 50 мкл деконсер-
вированной суспензии НК 15-16 дневных плодов крыс, содержащей 
4•106 клеток, животным опытной группы 2 – 50 мкл 13 % альгинатного 

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Рис. 1. Схема эксперимента  
по трансплантации крио- 
консервированных НК крысам  
с травматическим повреждением 
спинного мозга.

Рис. 2. Микрофотографии агрегатов, сформированных в процессе 
культивирования очищенной (А) и загрязненной эритроцитами (Б) 
суспензий НК. Световая микроскопия, масштабная линейка  
А – 100 мкм, Б – 50 мкм.

Рис. 3. Микрофотографии прикрепленных агрегатов НК, клетки кото-
рых формируют β-тубулин III положительные отростки (зеленая  
окраска); иммунофлуоресцентное окрашивание препарата. А – свето-
вая микроскопия, масштабная линейка – 200 мкм; Б – люминесцент-
ная микроскопия, масштабная линейка – 50 мкм.

ХИРУРГИЧЕСКОЕ ПОВРЕЖДЕНИЕ СПИННОГО МОЗГА

ОПЫТ 3
N = 10

ОПЫТ 2
N = 10

ОПЫТ 1
N = 7

КОНТРОЛЬ 2
N = 10

КОНТРОЛЬ 1
N = 8

ДЕКОНСЕРВИРОВАННЫЕ 
НК

АГРЕГАТЫ
НК

13 %  
АЛЬГИНАТНЫЙ ГЕЛЬ

DMEM/F12
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равнялась 85,4 %. Проведенные эксперименты также продемон-
стрировали, что эритроциты, которыми иногда были загрязнены 
суспензии НК, в состав агрегатов не включались (рис. 2, Б).

В процессе культивирования агрегаты прикреплялись к под-
ложке (рис. 3, А), после чего, подобно нейросферам, наблюда-
лось опережающее формирование клетками длинных β-тубулин 
III положительных отростков (рис. 3, Б), по которым мигрировали 
недифференцированные клетки (рис. 4), формирующие после 
дифференциации монослой, состоящий из клеток глии (рис. 5)  
и нейронов (рис. 6). 

Когда площадь монослоя достигала 70 % конфлюэнтности, 
появлялись вначале β-тубулин III положительные нейробластопо-
добные клетки (рис. 7) и затем колонии недифференцированных 
нестин- или виментин-положительных клеток (рис. 8).

Полученные данные указывают на то, что в агрегаты объеди-
няются жизнеспособные стволовые/прогениторные и слабо диф-
ференцированные клетки, которые более устойчивы к действию 
повреждающих факторов процедуры выделения по сравнению  
с дифференцированными клетками вследствие более простой 
морфологической структуры и более слабых межклеточных свя-
зей. Зрелые дифференцированные НК в процессе выделения,  
вероятнее всего, повреждаются и погибают. 

Таким образом, формирование многоклеточных агрегатов по-
зволяет проводить селекцию жизнеспособных слабо дифференци-
рованных и недифференцированных (стволовых/прогениторных) 
НК, решая вопрос их стандартизации и унификации перед исполь-
зованием.

Криоконсервированные агрегаты после оттаивания и удаления 
ДМСО сохраняли свою целостность, структуру и размер (рис. 9).

Рис. 8. Микрофотографии иммунофлуоресцентного окрашивания 
колоний НК (10 суток культивирования агрегатов НК плодов крыс) на 
нестин (красная окраска) и виментин (зеленая окраска); ядра клеток 
окрашены красителем Hoechst 33342 (синяя окраска). А – световая 
микроскопия, Б-Г – люминесцентная микроскопия. Масштабная ли-
нейка – 50 мкм.

Рис. 5. Микрофотографии монослоя, сформированного НК прикре-
пленных агрегатов, иммунофлуоресцентное окрашивание на маркер 
астроцитов GFAP (зеленая окраска). А – световая микроскопия,  
Б – люминесцентная микроскопия. Масштабная линейка – 50 мкм.

Рис. 7. Микрофотографии нейробластоподобных клеток, образующих-
ся на 6-е сутки культивирования агрегатов НК; иммунофлуоресцентное 
окрашивание на β-тубулин III (зеленая окраска). А – световая микроско-
пия, Б – люминесцентная микроскопия. Масштабная линейка – 50 мкм.

Рис. 6. Микрофотографии монослоя, сформированного НК прикре-
пленных агрегатов; иммунофлуоресцентное окрашивание на маркер 
нейронов β-тубулин 3 (зеленая окраска). А – световая микроскопия, 
Б – люминесцентная микроскопия. Масштабная линейка – 50 мкм.

Рис. 9. Микрофотография криоконсервированных агрегатов НК после 
удаления ДМСО. Световая микроскопия, масштабная линейка – 100 мкм.
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показано, что альгинат увеличивает скорость роста аксонов нейронов 
и астроцитов в травмированном спинном мозге [16, 17]. Также было 
продемонстрировано, что трансплантированные нейральные стволо-
вые клетки (НСК), инкапсулированные в альгинате, способны выжи-
вать, дифференцироваться, мигрировать и интегрироваться в ткань 
спинного мозга реципиента [18-19].

Через сутки после повреждения спинного мозга у всех животных 
отмечался паралич задних конечностей с уменьшением чувствитель-
ности тела. Задняя часть туловища была неподвижной. При этом на-
блюдалась резко выраженная гипотония мышц. Ответа задних конеч-
ностей на тактильные и болевые раздражения не отмечалось. К 3-м 
суткам после трансплантации НК у некоторых животных отмечалось 
появление мышечного тонуса задних конечностей. К 14-м суткам  
у животных всех исследуемых групп наблюдалась положительная 
динамика восстановления двигательной активности задних конечно-
стей. Индекс движения при этом колебался в пределах 3,6-4,5 единиц 
(табл. 2) и характеризовался незначительными движениями в одном 
или двух суставах левой конечности и полным отсутствием движений 
или слабыми движениями одного сустава правой конечности при от-
сутствии болевой чувствительности. 

На 30-е сутки у животных всех исследуемых групп наблюдалась 
незначительная положительная динамика улучшения движений зад-
них конечностей по сравнению с 14-ми сутками. Индекс движения при 
этом увеличивался до 4,4-5,2 единиц (табл. 2). 

На 60-е сутки наблюдалось достоверное увеличение индекса дви-
жений задних конечностей во второй и третьей экспериментальных 
группах по сравнению с контрольными группами. При этом индекс 
движений в опытной группе 2 увеличивался до 6,2, а в опытной группе 
3 – до 6,8 (табл. 2), что характеризовалось умеренной подвижностью 
трех суставов одной ноги и одного сустава другой. 

К 180-м суткам наблюдения индекс двигательной активности  
в контрольных группах 1 и 2 составлял 5,2 и 5,0 (табл. 2) соответствен-
но, что характеризовалось заметным движением одного или двух 
суставов одной задней конечности и незначительными движениями 
одного сустава другой. Средний индекс движения задних конечностей 
животных опытной группы 1 (трансплантация суспензии НК) практи-
чески не изменялся и составлял 6,0, что не достоверно отличалось от 
показателей обеих контрольных групп. Данный индекс характеризо-
вался умеренной подвижностью трех суставов одной ноги и одного 
сустава другой. 

Средний индекс движения задних конечностей животных опытной 
группы 2 (трансплантация суспензии НК совместно с альгинатным ге-
лем) к 180-м суткам наблюдения увеличивался до 6,8 (табл. 2), что до-
стоверно отличалось от показателей обеих контрольных групп. При этом 
наблюдалась обширная подвижность всех трех суставов одной конечно-
сти и незначительная или умеренная подвижность двух суставов другой. 
Чувствительность задних конечностей при этом восстанавливалась, 
хотя реакция на болевое раздражение левой (поврежденной) стороны 
была отсрочена. Средний индекс движения задних конечностей живот-
ных опытной группы 3 (трансплантация деконсервированных агрегатов 
НК совместно с альгинатным гелем) к 180-м суткам наблюдения увели-
чивался до 7,7 (табл. 2), что также достоверно превышало показатели 
контрольных групп. При этом наблюдалась обширная подвижность всех 
трех суставов одной конечности и ограниченная подвижность двух су-
ставов другой. Чувствительность задних конечностей и их реакция на 
болевое раздражение при этом восстанавливалась.

Через 120 суток после операции некоторых животных опытных 
и контрольных групп выводили из эксперимента путем декапитации. 
Фрагменты спинного мозга извлекали и проводили морфологический 
анализ их срезов. Как видно из рис. 12, структура нервной ткани, кото-
рая формировалась в области повреждения, у различных эксперимен-
тальных групп животных отличалась между собой. При этом наиболее 
упорядоченные структуры нервной ткани в области повреждения фор-
мировались после трансплантации криоконсервированных агрегатов 
НК совместно с альгинатным гелем (рис. 12). 

Также они сохраняли способность прикрепляться к подложке. 
Через 3 суток культивирования прикреплялось более 70 % криокон-
сервированных агрегатов, после чего, как и у исходных агрегатов, 
наблюдалось опережающее формирование НК длинных β-тубулин 
III положительных отростков (рис. 10, А), по которым мигрировали 
недифференцированные клетки (рис. 10, Б).

В процессе культивирования отростки клеток агрегатов объеди-
нялись в сеть, при этом некоторые из них сливались между собой 
(рис. 11).

Таким образом, высокая криоустойчивость, а также способность 
в условиях in vitro НК в составе агрегатов формировать отростки, 
по которым мигрируют недифференцированные клетки, послужили 
основанием считать перспективным использование их транспланта-
ции с целью восстановления поврежденной нервной ткани спинного 
мозга крыс.

Для фиксации трансплантированных НК в зоне повреждения 
спинного мозга мы использовали альгинат – линейный анионный по-
лисахарид, который в присутствии двухвалентных катионов образует 
сетчатый гель [12]. Являясь биосовместимым гидрогелем, альгинаты 
широко используются для инкапсуляции клеток и срезов с целью им-
муноизоляции [13-15]. При этом альгинатная матрица является прони-
цаемой для питательных веществ, кислорода, углекислого газа, про-
дуктов метаболизма и биологически активных веществ, которые могут 
секретироваться инкапсулированными клетками. Помимо этого было 

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Рис. 11. Микрофотография прикрепленных криоконсервированных 
агрегатов НК с длинными отростками клеток, формирующими сеть. 
Световая микроскопия, масштабная линейка – 100 мкм.

Рис. 10. Микрофотография иммунофлуоресцентного окрашивания 
β-тубулин III положительных отростков (зеленая окраска), 
образованных в процессе культивирования прикрепленных 
криоконсервированных агрегатов НК, по которым мигрируют 
недифференцированные клетки (стрелки).  
А – люминесцентная микроскопия, масштабная линейка – 100 мкм;  
Б – световая микроскопия, масштабная линейка – 20 мкм.
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Таким образом, проведенные эксперименты продемонстриро-
вали, что введение альгинатного геля практически не оказывало 
положительного действия на восстановление двигательной актив-
ности животных и на процесс формирование нервной ткани в об-
ласти повреждения. При введении суспензии НК, начиная с 60-х 
суток, наблюдалась тенденция к улучшению двигательной активно-
сти животных по сравнению с контролями. Однако при этом также 
не наблюдалось выраженного положительного влияния введения 
суспензии НК на формирование нервной ткани в области повреж-
дения. 

Трансплантация в зону повреждения спинного мозга суспензии 
или многоклеточных агрегатов НК, смешанных с альгинатным гелем, 
достоверно улучшала восстановление двигательной активности жи-
вотных, начиная с 60-х суток после введения. 

При этом в случае введения альгинатного геля с агрегатами НК 
наблюдалась тенденция к увеличению двигательного индекса зад-
них конечностей животных по сравнению с животными, которым 
вводили альгинатный гель с супензией НК. Также при введении 
альгинатного геля с агрегатами НК формирующаяся нервная ткань 
характеризовалась более упорядоченной структурой по сравнению 
с животными, которым вводили альгинатный гель с клетками в со-
ставе суспензии. 

Отсутствие достоверного улучшения двигательной активности  
у экспериментальных животных после трансплантации суспензии 
НК можно объяснить тем, что трансплантированные клетки не фик-
сируются в зоне повреждения, вследствие чего их действие прояв-
ляется минимальным образом. Использование же НК, смешанных 
с альгинатным гелем, позволяет, с одной стороны, зафиксировать 
трансплантированные клетки в зоне повреждения, а с другой – по-
средством инкапсуляции достигается защита клеток от действия не-

ВРЕМЯ 
ПОСЛЕ 

ОПЕРАЦИИ

ИНДЕКС ДВИЖЕНИЯ ЗАДНИХ КОНЕЧНОСТЕЙ

КОНТРОЛЬ 1
(N = 8)

КОНТРОЛЬ 2
(N = 10)

ОПЫТ 1
(N = 7)

ОПЫТ 2
(N = 10)

ОПЫТ 3
(N = 10)

1 сутки 0,2±0,2 0,7±0,4 0,7±0,5 0,8±0,7 0,7±0,6

3 суток 0,7±0,3 1,0±0,01 0,8 ±0,4 0,8±0,5 0,9±0,5

14 суток 4,3±0,5 4,0±0,5 3,6±0,5 3,8±0,8 4,5±0,9

30 суток 4,6±0,6 4,4±0,4 5,0±0,4 4,4±0,7 5,2±0,6

60 суток 5,0±0,5 4,9±0,5 5,2±0,4 6,2±0,4*+ 6,8±0,5*+

180 суток 5,2±0,5 5,0±0,1 6,0±0,9 6,4±0,7*+ 7,8±0,6*+#

Примечания: контроль 1 – без трансплантации;  
контроль 2 – введение раствора альгината;  
опыт 1 – трансплантация суспензии НК;  
опыт 2 – трансплантация суспензии НК в растворе альгината; 
опыт 3 – трансплантация агрегатов НК в растворе альгината. 
* – различия достоверны по сравнению с контролем 1, p < 0,05;
+ – различия достоверны по сравнению с контролем 2, p < 0,05; 
# – различия достоверны по сравнению с опытом 2, p < 0,05.

Таблица 2. Динамика восстановления двигательной  
активности задних конечностей крыс после повреждения 
спинного мозга. 

Рис. 12. Микрофотография гисто-
логических срезов участков ткани 
спинного мозга в норме (А), после 
повреждения (Г) и через 120 суток 
в экспериментальных группах 
крыс после трансплантации в зону 
повреждения альгинатного геля  
с криоконсервированными НК  
в составе агрегатов (Б), альгинат-
ного геля с криоконсервирован-
ными НК в составе суспензии (В), 
альгинатного геля (Д) и криокон-
сервированных НК в составе  
суспензии (Е). Г – микрофотогра-
фия участка ткани спинного мозга 
крысы после травматического по-
вреждения. Световая микроскопия.

благоприятных условий в зоне трансплантации. Помимо этого, аль-
гинатный гель может в некоторой степени заменять изолированным 
НК утерянный внеклеточный матрикс, способствуя их выживанию  
и нормализации функционирования. 

Проведенные исследования показали, что трансплантация аль-
гинатного геля с агрегатами НК приводит к более эффективному 
восстановлению двигательной активности экспериментальных жи-
вотных, а также способствует формированию более упорядоченных 
тканевых структур в области повреждения по сравнению с транс-
плантацией альгинатного геля с суспензией НК. Эти данные указы-
вают на важную роль клеточного микроокружения для эффектив-
ного функционирования трансплантированных НК. Как известно, 
для нормального функционирования трансплантированных клеток 
(как стволовых/прогениторных, так и дифференцированных) очень 
важным является их микроокружение – как клеточное, так и вне-
клеточное. Нейральные СК без своего микроокружения (стволовой 
ниши) функционировать не могут. Если в зону повреждения транс-
плантировать «очищенную» суспензию НСК, то, скорее всего, в свя-
зи с отсутствием адекватного микроокружения, они погибнут, либо 
будут функционировать неправильно. Вероятно, этим и объясняется 
низкая клиническая эффективность трансплантации «очищенных» 
суспензий НСК при клеточной терапии нейродегенеративных забо-
леваний. 

При отсутствии соответствующих вспомогательных клеток НСК 
не способны мигрировать в необходимом направлении. Например, 
в эмбриогенезе миграция НСК и их коммитированных потомков осу-
ществляется по отросткам клеток радиальной глии. Поэтому для эф-
фективного восстановления нервной ткани целесообразным являет-
ся воссоздание условий эмбриогенеза в поврежденной области, при 
котором возможно образование не только всего комплекса клеток, 
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необходимых для восстановления поврежденной нервной ткани, но  
и путей, по которым происходит миграция этих клеток. Для воссозда-
ния таких условий ранее уже использовали трансплантацию нейросфер 
в область повреждения [19, 20]. Но, как показали наши эксперименты, 
такими структурами могут быть также и агрегаты, сформированные 
изолированными гетерогенными суспензиями НК. При этом, в отличие 
от нейросфер, в агрегатах микроокружение НСК (клеточное и внекле-
точное) является более приближенным к микроокружению в условиях 
in vivo, что позволяет надеяться на более эффективную и адекватную 
дифференциацию НСК в необходимые клетки. 

В экспериментах для трансплантации мы использовали гетеро-
генную суспензию клеток головного мозга плодов, состоящую из 
стволовых, прогениторных и дифференцированных НК. Преимуще-
ством такой суспензии перед очищенными стволовыми или диффе-
ренцированными НК является присутствие не только нейральных 
стволовых/прогениторных клеток, но и клеток, составляющих их 
нишу, что позволяет надеяться на более эффективное функциони-
рование трансплантированных СК в травмированном спинном моз-
ге. Процесс формирования агрегатов, по нашему мнению, как раз 
и сопровождается воссозданием микроокружения, подобного нерв-
ной ткани in vivo, что позволяет НСК выживать и более эффективно 
функционировать не только в культуре, но и после трансплантации.

Следует также отметить, что помимо замены погибших ней-
ральных клеток трансплантация функциональных НК может также 
оказывать влияние на регенерацию повреждений спинного мозга 
посредством секреции нейротрофических факторов [21-23], а также 
факторов, приводящих к разрушению молекул, ингибирующих рост 
аксонов [24, 25]. Было показано, что НСК, полученные из различных 
источников, секретировали фактор роста нервов (NGF), нейротро-
фический фактор головного мозга (BDNF), глиальный нейротро-
фический фактор (GDNF) и матричную металлопротеазу -2 (matrix 
metalloprotease-2), которая разрушает хондроитинсульфат протео-
гликан (молекулу, ингибирующую рост аксонов) [21-26]. Таким об-
разом, трансплантированные нейральные стволовые/прогениторные 
клетки могут не только выполнять функцию замещения ткани, но  
и могут оказывать терапевтический эффект. 

Проведенные исследования показали, что трансплантация крио-
консервированой гетерогенной суспензии НК плодов крысам с по-
вреждением спинного мозга является эффективной при условии их 
фиксации в зоне повреждения. Также проведенные исследования 
продемонстрировали перспективность использования для транс-
плантации многоклеточных агрегатов, которые, являясь трехмерной 
микромоделью нервной ткани, увеличивают клиническую эффек-
тивность пересаженных клеток.

ВЫВОДЫ

1. У крыс с травматическим повреждением спинного мозга, начиная с 60-х суток после трансплантации в зону повреждения гетерогенной 
суспензии криоконсервированных нейральных клеток плодов крыс, заключенных в альгинатный гель, наблюдается положительная дина-
мика восстановления двигательной активности. 

2. Криоконсервированные агрегаты из суспензии нейральных клеток плодов обладают более высоким терапевтическим потенциалом при 
клеточной терапии травм спинного мозга крыс по сравнению с криоконсервированной суспензией нейральных клеток, улучшая структуру 
формируемой нервной ткани и достоверно увеличивая скорость восстановления подвижности задних конечностей через 180 суток после 
трансплантации. 
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