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Основные положения
• Предложен способ определения жизнеспособности мезенхимальных стволовых клеток в со-

ставе тканеинженерных конструктов, который может стать эффективным инструментом регене-
ративной медицины и тканевой инженерии для оценки механизмов регенеративного процесса 
при использовании данных конструктов и прогнозировании их эффективности в системе in vitro.

СПОСОБ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ЖИЗНЕСПОСОБНОСТИ МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ 
СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК В СОСТАВЕ ТКАНЕИНЖЕНЕРНЫХ КОНСТРУКТОВ 

В ПРОЦЕССЕ РЕГЕНЕРАЦИИ: ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЕ ОБОСНОВАНИЕ 
ЭФФЕКТИВНОСТИ

Цель
Экспериментальное обоснование эффективности способа определения жиз-
неспособности мезенхимальных стволовых клеток в составе тканеинженер-
ных конструктов (ТИК) в процессе регенерации.

Материалы 
и методы

Экспериментальное исследование проведено на 12 животных (самцы крыс). 
Животным формировали полнослойную скальпированную рану диаметром 
3 см. В рану имплантировали ТИК на основе криопреципитата плазмы крови 
человека, в состав которого вводили суспензию мезенхимальных стволовых 
клеток (МСК) крыс, предварительно окрашенных трейсером DiOC14(3). В 
контрольные сроки (3, 7–8, 14 и 21-е сутки) животные были выведены из экс-
перимента. В ходе операции вырезалась область раневого дефекта для про-
ведения ex tempore исследования методом широкопольной флуоресцентной 
микроскопии с визуализацией образцов с 40, 100 и 200-кратным увеличени-
ем по GFP-каналу флуоресценции. 

Результаты

При исследовании материала, полученного от животных на 3-и сутки, внешние 
характеристики подавляющего большинства выявленных объектов с флуорес-
центным свечением соответствовали морфологическим характеристикам МСК 
– веретенообразные клетки с характерными отростками. В материале, получен-
ном от экспериментальных животных на 7–8 сутки, также выявляли большое 
количество клеток, окрашенных трассирующим флуоресцентным мембранным 
красителем, которые имели зеленое флуоресцентное свечение и характерную 
морфологию. В биоматериале, полученном на 14 сутки эксперимента, количе-
ство объектов с характерной для МСК морфологией, окрашенных трейсером 
DiOC14(3), значительно меньше, чем на 3 и 7–8 сутки эксперимента. На 21 сут-
ки также детектировали сигнал, специфический для трейсера DiOC14(3), од-
нако визуализировать хотя бы единичные клетки с характерной для МСК мор-
фологией не удалось, вероятно, сигнал был обусловлен фрагментами мембран, 
элиминированных МСК, меченных флуоресцентным красителем.

Заключение

Показано, что МСК в имплантированном на рану животного ТИК сохраняют 
жизнеспособность и характерную морфологию как минимум в течение 14 
суток. Важно, что предложенный способ позволяет прижизненно визуали-
зировать и фотофиксировать жизнеспособные МСК с характерной морфо-
логией, и таким образом, избежать искажений, которые могут быть связаны 
с фиксацией биологического материала. Предложенный способ может стать 
эффективным инструментом регенеративной медицины и тканевой инжене-
рии в отношении оценки механизмов регенеративного процесса при исполь-
зовании ТИК и прогнозирования их эффективности в системе in vitro.
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Aim
Еxperimental substantiation of the efficiency of the method for determining 
the viability of mesenchymal stem cells in tissue-engineered constructs during 
regeneration

Methods

The experimental study was conducted on 12 animals (rats). A full-layer scalped 
wound with a diameter of 3 cm was formed in the animals. A tissue-engineering 
construct based on human plasma cryoprecipitate was implanted into the wound, 
with the composition of which a suspension of rat mesenchymal stem cells (MSCs) 
pre-stained with the DiOC14(3) tracer was introduced. At the control periods (3, 
7–8, 14 and 21 days), the animals were withdrawn from the experiment. During 
the operation, the wound defect area was cut out for ex-tempore examination using 
wide-field fluorescence microscopy with visualization of samples with 40×, 100×, 
200× magnification in the GFP fluorescence channel. 

Results

When examining the material obtained from animals on day 3, the external characteristics 
of the overwhelming majority of identified objects with characteristic fluorescent glow 
corresponded to the morphological characteristics of MSCs – spindle-shaped cells 
with characteristic processes. In the material obtained from experimental animals on 
days 7–8, a large number of cells stained with a tracer fluorescent membrane dye were 
also detected, which had a green fluorescent glow and characteristic morphology. In 
the biomaterial obtained on day 14 of the experiment, the number of objects with 
characteristic MSC morphology stained with the DiOC14(3) tracer was significantly 
less than on days 3 and 7–8 of the experiment. On day 21, a signal specific for the 
DiOC14(3) tracer was also detected, but it was not possible to visualize even single 
cells with the morphology characteristic of MSCs; the signal was probably due to 
fragments of membranes of eliminated MSCs labeled with a fluorescent dye.

Conclusion

It was shown that MSCs in tissue-engineering constructas implanted on the 
animal wound retain viability and characteristic morphology for at least 14 days. 
It is important that the proposed method allows for intravital visualization and 
photofixation of viable MSCs with characteristic morphology, and thus avoiding 
distortions that may be associated with fixation of biological material. The 
proposed method can become an effective tool for regenerative medicine and 
tissue engineering in relation to assessing the mechanisms of the regenerative 
process using TECs and predicting their effectiveness in the in vitro system. 

Keywords Tissue-engineered construct • DiOC14(3) tracer • Mesenchymal stem cells • 
Viability • Morphology • Imaging
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Highlights
• A method for determining the viability of mesenchymal stem cells in the composition of tissue-

engineering constructs is proposed, which can become an effective tool for regenerative medicine and 
tissue engineering for assessing the mechanisms of the regenerative process when using tissue-engineered 
constructs and predicting their effectiveness in an in vitro system.
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Список сокращений
ТИК – тканеинженерный конструкт МСК – мезенхимальные стволовые клетки

Введение 
Важным инструментом регенеративной меди-

цины является тканевая инженерия, которая пред-
полагает разработку конструкций из специальных 
материалов (матриксов, скаффолдов) и культивиро-
вание на них стволовых или тканеспецифических 
клеток [1]. Дальнейшее развитие регенеративной 
медицины будет тесно связано с использованием 
тканеинженерных конструктов (ТИК) сложного со-
става. Эти конструкты могут включать клетки, био-
совместимые материалы, биоактивные молекулы, 
которые вместе создают среду, способствующую 
регенерации ткани. Наиболее распространенным 
типом клеток, вводимых в состав ТИК, являются 
мезенхимальные стволовые клетки (МСК). МСК 
демонстрируют широкие перспективы применения 
не только за счет способности к самообновлению 
in vitro и мультипотентной дифференциации, но во 
многом благодаря модулирующим свойствам и па-
ракринной активности [2, 3].

Ранее считалось, что МСК, введенные экзогенно, 
оказывают защитное действие, мигрируя к повре-
жденным тканям, приживаясь и взаимодействуя с 
другими клетками после введения. Однако недавние 
доклинические исследования и клинические испы-
тания показали, что терапевтический эффект МСК 
проявляется через паракринную выработку факто-
ров роста, хемо- и цитокинов [4, 5]. МСК вырабаты-
вают множество внеклеточных везикул – экзосомы, 
микровезикулы и апоптотические тельца, которые 
служат паракринными посредниками между МСК 
и их клетками-мишенями [6, 7]. МСК благодаря 
производству трофических факторов с различными 
свойствами могут способствовать заживлению ран, 
уменьшению повреждения тканей и защите ткани от 
дальнейшей деградации, усилению процесса восста-
новления и ремоделирования ткани [5, 8]. Так, S.S. 
Hashemi и коллегами [9] показано, что жизнеспособ-
ные МСК, помещенные на децеллюляризированную 
амниотическую мембрану человека (DHAM) и им-
плантированные на ожоги 3-й степени у крыс (20% 
площади поверхности тела с полным поражением 
всех слоев кожи), значительно повышали скорость 
заживления, реэпителизацию, грануляцию ран. На 
месте ожога формировалась зрелая рубцовая ткань, 
уменьшались кровоизлияния и воспаления по срав-
нению с контрольными группами.

Эффективность применения МСК подтвержде-
на в ряде клинических исследований. Например, G. 
Marino с коллегами [10] провели клиническое иссле-
дование на группе из 20 пациентов в возрасте от 60 
до 70 лет (20 человек), страдавших хроническими 

язвами нижних конечностей. Показано, что инъ-
екции МСК в края язвенного дефекта приводили к 
уменьшению диаметра и глубины язв, уменьшению 
болевого синдрома, а в шести из десяти случаев язва 
полностью зажила. E.V. Zinovev с коллегами [11] 
описали успешные случаи лечения глубоких ожогов 
кожи II–III степени с применением культур МСК. 
Авторы применяли МСК как самостоятельный спо-
соб лечения, так и в сочетании с природными ране-
выми покрытиями (коллагеновый биодеградируе-
мый гель) и хирургическими методами лечения. У 
всех пациентов была показана терапевтическая эф-
фективность трансплантации жизнеспособных ме-
зенхимальных клеток в сочетании с коллагеновым 
гелем: сокращалась продолжительность периода 
эпителизации пограничных (дермальных) ожоговых 
поражений, окончательный срок заживления таких 
ран сокращался в 2 раза, а частота развития гнойно-
го воспаления – в 4 раза. Введение суспензии МСК в 
зону глубокого ожога повышала частоту приживле-
ния кожных трансплантатов, стимулировала ангио-
генез и пролиферацию фибробластов в поверхност-
ных и глубоких слоях дермы.

Известно, что важным условием успешного про-
текания регенеративного процесса при применении 
МСК является сохранение жизнеспособности кле-
ток в процессе регенерации. Только живые клетки 
могут длительно осуществлять паракринную функ-
цию, вырабатывать факторы роста, хемокины, ци-
токины и другие биологически активные вещества 
и таким образом поддерживать регенеративный 
процесс на протяжении длительного времени. 

Оценка жизнеспособности и пролиферации кле-
ток – необходимый этап многих биомедицинских ис-
следований. Такая оценка обязательна при производ-
стве и контроле качества клеточных продуктов [12]. 
Жизнеспособность, оцениваемая после различных 
манипуляций с клетками, является одним из важней-
ших показателей, который может служить критерием 
качества тканеинженерных конструктов сложного 
состава (включающих скаффолд-носитель и клетки). 
Все существующие методы оценки жизнеспособно-
сти клеток можно разделить на следующие группы: 
методы исключающего окрашивания, методы колори-
метрического анализа, методы флуорометрического 
анализа, методы люминометрического анализа, ана-
лиз с помощью проточной цитометрии [13]. Каждый 
метод имеет преимущества и недостатки, что необхо-
димо иметь в виду при проведении исследования. 

В настоящее время большинство исследовате-
лей, работающих с 3D-конструкциями, по-прежне-
му прибегают к протоколам определения жизнеспо-
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ность клеток в составе ТИК после трансплантации 
in vivo на протяжении регенеративного процесса, 
что позволит прогнозировать эффективность раз-
рабатываемых ТИК на этапах доклинических ис-
следований на животных.

Цель работы – экспериментальное обоснова-
ние эффективности способа определения жизне-
способности МСК в составе ТИК в процессе реге-
нерации.

Материалы и методы
Культура МСК крысы
Культуры клеток МСК получали из подкожной 

жировой ткани интактного животного. Клетки вы-
деляли с помощью механической дезагрегации и 
тепловой ферментативной обработки раствором 
коллагеназы (Sigma-Aldrich, США) с последую-
щей фильтрацией и культивированием в полной 
ростовой среде в условиях CO2-инкубатора (5% 
CO2, +37 °С, абсолютная влажность). Полная ро-
стовая среда имела следующий состав: DMEM 
F-12 (Gibco™, Thermo Fisher, США), 10% телячьей 
эмбриональной сыворотки (FBS) (Gibco™, Thermo 
Fisher, США), 2% глутамин, антибиотики (пени-
циллин/стрептомицин) (LLC PanEco, Россия). Для 
пересева использовали 0,25% раствор трипсина в 
Версене (Gibco™, Thermo Fisher, США). По дости-
жении субконфлюэнтного монослоя (до 80%) куль-
туру пересевали. В работе использовали культуры 
3–4-го пассажа.

Фенотипирование МСК крыс проводили на про-
точном цитофлуориметре FACS Canto II (Becton 
Dickinson США), используя специфические моно-
клональные антитела с соответствующими изопи-
ческими контролями. По результатам фенотипи-
рования более 90% клеток имели характеристики, 
свойственные МСК: CD90+, CD 45–. Жизнеспособ-
ность клеток перед введением в ТИК составляла 
98–99%.

Формирование ТИК
Для формирования ТИК использовали композит 

на основе криопреципитата плазмы крови челове-
ка. С целью ПЭГилирования белковой части кри-
опреципитата вводили PEG-NHS (Sigma-Aldrich, 
США). К ПЭГилированному криопреципитату до-
бавляли 2% раствор коллагена (морской коллаген, 
выделенный из шкур трески; pH = 7,2 – 7,4) [19]. 

В состав композита вводили суспензию МСК 
крыс в PBS, меченных трейсером DiOC14(3) 
гидроксиэтансульфонат (Biotium Inc., США). 
DiOC14(3) является производным красителя DiO, 
но более растворим в водной среде, поскольку име-
ет более короткие углеводородные цепи. Окраску 
МСК крыс трейсером проводили по инструкции 
производителя. Концентрация клеток крыс состав-
ляла 1,2 × 105 на 1 мл композита. 

собности, разработанным для 2D-культур и суспен-
зии клеток, что может быть связано с относительно 
недавним началом развития новых подходов оцен-
ки для 3D-конструкций [12]. Определение жизне-
способности клеток в 3D-конструкциях представ-
ляет собой сложную задачу, которая требует учета 
специфики трехмерной структуры и особенностей 
клеточного поведения в таких условиях [14]. Чаще 
всего такие исследования проводятся in vitro, а ис-
пользуемые методы предполагают выделение кле-
точного компонента из состава ТИК [15–17]. 

В то же время встречаются работы, в которых 
проводится оценка жизнеспособности клеток в 
составе ТИК. Решить эту проблему R.С. Dittmar с 
коллегами [17] предлагают с помощью измерения 
различия в аутофлуоресценции, которая возникает 
из-за изменений метаболической активности (уров-
ня восстановленного никотинамидадениндинукле-
отида) в клетках. В этом исследовании полученные 
данные аутофлуоресцентного излучения живых и 
мертвых клеток различались как по интенсивно-
сти, так и по спектру [17]. Однако такой тип ис-
следований требует дорогостоящего оборудования 
(двухфотонный и/или конфокальный микроскоп), 
которое не всегда доступно для лабораторий.

Неоднозначные результаты получили F. Bonnier с 
коллегами [18] при сравнении методов, основанных 
на восстановлении резазурина в 2D- и 3D-моделях. 
Для данного типа анализов существенным критери-
ем оказался выбор 3D-каркаса. Так, при использова-
нии коллагеновых матриц наблюдалось искажение 
результатов тестов на основе резазурина в сравне-
нии с 2D-структурами, так как молекулы резазурина 
застревали в порах носителя, тем самым снижалась 
эффективная концентрация, взаимодействующая с 
клетками. Авторы сделали вывод о том, что необхо-
димо учитывать диффузию и биодоступность иссле-
дуемых веществ в трехмерных матрицах и адапти-
ровать протоколы, используемые на двухмерных 
моделях, с учетом данных особенностей [18].

Методы исследования in vitro широко примени-
мы и очень популярны, они позволяют проводить 
относительно несложный, удобный и подробный 
анализ жизнеспособности клеток. Однако нуж-
но понимать, что внутри живой системы, в ткани 
клетки могут функционировать иначе, чем in vitro. 
Не вызывает сомнения, что изменение окружения 
при переходе ТИК из условий in vitro со стабиль-
ными параметрами культивирования в условия in 
vivo при трансплантации ТИК могут существенно 
повлиять на жизнеспособность клеток, вплоть до 
полной гибели в первые часы после транспланта-
ции. Поэтому показатели жизнеспособности кле-
ток, полученные вне организма методами in vitro, 
не всегда соответствуют реальной картине in vivo. 
Последнее обусловливает необходимость разработ-
ки методов, позволяющих оценивать жизнеспособ-
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Исследование биоматериала
Образцы тканей, полученные из области имплан-

тации, проанализированы на имиджере Cytation 5 с 
диспетчером задач Gen + (BioTek Instruments Inc., 
США). Образец помещали в чашку Петри и пере-
мещали на ридер-столик. С помощью модуля ми-
кроскопии проводили визуализацию образцов с 40, 
100 и 200- кратным увеличением по зеленому кана-
лу флуоресценции (GFP).

Гистологическое исследование
Образцы ТИК были зафиксированы в рас-

творе нейтрального 10% формалина (BioVitrum, 
Россия). Стандартная гистологическая проводка 
осуществлялась на аппарате Excelsior ES (Thermo 
Scientific, США) [20]. После проводки изготов-
лялись парафиновые блоки с использованием за-
ливочной станции HistoStar (Thermo Scientific, 
США). Срезы толщиной 4–6 мкм получали на 
микротоме Microm HM 325 (Thermo Scientific, 
США). Срезы окрашивались гематоксилином и 
эозином (ООО «ЭргоПродакшн», Россия). Окра-
шивание проводили в соответствии с инструкцией 
производителя.

Результаты
МСК крыс перед введением в эксперимент ме-

тили трейсером DiOC14(3) гидроксиэтансульфо-
нат по протоколу производителя. При проведении 
флуоресцентной микроскопии на поверхности 
пластика визуализировали монослой, сформиро-
ванный клетками типичной веретеновидной фор-
мы с выраженными отростками. Клетки были не 
токсированы, окрашивались трейсером в ярко-зе-
леный цвет (рис. 1).

Перед началом эксперимента ТИК с введенными 
в их состав мечеными клетками трехкратно отмы-
вали фосфатным буферным раствором и проводили 
фотофиксацию внешнего вида клеток в структуре 
скаффолда. Для этого скаффолд с клетками поме-
щали на предметный столик имиджера Cytation 5 и 
проводили фотосъемку по зеленому каналу флуо-
ресценции (GFP). Клетки в структуре ТИК хорошо 
визуализировались, имели характерную для МСК 

Затем композит переносили в форму – чаш-
ку Петри диаметром 3,5 см. Для полимеризации 
композита в него добавляли тромбин-кальциевую 
смесь: 80 МЕ/мл тромбина (Sigma-Aldrich, США) 
в 1% растворе CaCl2. ТИК культивировали в тече-
ние 4 суток в полной ростовой среде в условиях 
CO2-инкубатора с 5% содержанием CO2, темпе-
ратурой +37 °С и абсолютной влажностью. Перед 
началом эксперимента ТИК трехкратно отмывали 
фосфатным буферным раствором. 

Экспериментальное исследование на животных
Протокол исследования одобрен локальным эти-

ческим комитетом ФГБОУ ВО «ПИМУ» Минздра-
ва России (Нижний Новгород, Россия) (протокол № 
5 от 10 марта 2021 г.).

Экспериментальное исследование проведено на 
12 животных (самцы крыс, аутбредные, нелиней-
ные, стока Wistar, породы Вильсон, весом 200–250 
г): по три животных на четыре контрольных срока 
(3, 7–8, 14, 21-е сутки). 

Животным вдоль позвоночника с использова-
нием трафарета размечали области формирования 
раневых дефектов. Моделировали одну полнослой-
ную скальпированную рану диаметром 3 см. Для 
предотвращения контракции раны к окружающей 
рану коже крысы фиксировали специальное коль-
цо, подшивая его нерассасывающимся шовным ма-
териалом. В сформированную рану помещали ТИК 
с МСК крыс, меченных трейсером DiOC14(3).

Все раны закрывались силиконизированным за-
щитным покрытием (Transparent dressing, Winner 
medical, Китай) и влагоудерживающей повязкой 
(Cosmopor Е, Германия). Чтобы снизить риск слу-
чайного срывания повязок и дальнейшего инфи-
цирования ран, накладывались дополнительные 
защитные повязки.

На протяжении послеоперационного перио-
да ежедневно проводилось наблюдение за общим 
клиническим состоянием животного (поведением, 
степенью активности, потреблением корма и воды, 
температурой тела). 

В контрольные сроки на 3, 7–8, 14-е сутки жи-
вотные были выведены из эксперимента (по 3 жи-
вотных на 3-и, 7–8-е и 14-е сутки). При выведении 
оценивалось общее состояние животных, внешний 
вид ран и окружающих тканей, цвет ткани, призна-
ки воспаления в области импланта. После выве-
дения животного из эксперимента осуществлялся 
забор тканей области раневых дефектов. Проводи-
лась фотодокументация всех этапов процедуры за-
бора биоматериала. 

Все манипуляции с животными выполняли под 
общим наркозом. Общую анестезию осуществляют 
внутримышечным введением «Золетила 100» в дозе 
60 мг/кг (Virbac Sante Animale, Франция) и «Ксила-
Вета» в дозе 6 мг/кг (Pharmamagist Ltd, Венгрия).

Рисунок 1. Внешний вид клеток на поверхности культураль-
ного пластика, окрашенных трейсером DiOC14(3): А – увели-
чение 40×; B – увеличение 100×
Figure 1. Appearance of cells on the surface of culture plastic 
stained with DiOC14(3) tracer: A – 40× magnification; B – 100× 
magnification
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При исследовании материала, полученного от 
животных на 3-е сутки, внешние характеристики 
подавляющего большинства выявленных объек-
тов с флуоресцентным свечением соответствовали 
морфологическим характеристикам МСК. Визуа-
лизировались множественные веретенообразные 
клетки с характерными отростками (рис. 4, А). В 
материале, полученном от экспериментальных жи-
вотных на 7–8-е сутки, также выявляли достаточно 
большое количество клеток, окрашенных трассиру-
ющим флуоресцентным мембранным красителем, 
которые имели зеленое флуоресцентное свечение 
и характерную морфологию. В них также хорошо 
просматривалось ядро овальной формы (см. рис. 4, 
В). При проведении широкопольной флуоресцент-
ной микроскопии на биоматериале, полученном от 
животных на 14-е сутки эксперимента, отмечено, 
что количество объектов с характерной для МСК 
морфологией окрашенных мембранным трейсером 
DiOC14(3) значительно меньше, чем визуализирова-
ли на 3-и и 7–8-е сутки эксперимента (см. рис. 4, С).

Жизнеспособность и функциональная актив-
ность МСК, как и любых других клеток, зависят от 
условий микросреды. В ранах, как правило, наблю-
даются неблагоприятные условия для функциони-
рования клеток, часто повреждение тканей сопрово-
ждается воспалением, гипоксией, выбросом цитоки-

форму с длинными отростками и формировали 
межклеточные контакты (рис. 2). 

Экспериментальным животным на подготов-
ленную операционную область с использованием 
шаблона формировали полнослойную скальпиро-
ванную рану диаметром 3 см (рис. 3, A). По краю 
раны подшивали антиретракционное кольцо, ко-
торое предотвращало стягивание раны (см. рис. 3, 
B). В подготовленную рану имплантировали ТИК 
с меченными трейсером DiOC14(3) клетками (см. 
рис. 3, C).

В контрольные сроки (3, 7–8, 14, 21-е сутки) жи-
вотных подвергли эвтаназии и осуществили забор 
образцов тканей, выделенных из области имплан-
тации ТИК. Затем ex tempore, в течение часа после 
выделения образцов, чашку с образцом тканей пе-
реносили на оборудование, позволяющее проводить 
широкопольную флуоресцентную микроскопию 
– имиджер Cytationᵀᴹ 5. После чего проводили ви-
зуализацию жизнеспособных клеток, окрашен-
ных мембранным трейсером DiOC14(3), используя 
GFP-канал для регистрации «зеленого» сигнала 
(длина волны возбуждения – 477 нм, длина волны 
эмиссии – 525 нм). При выявлении объектов с харак-
терным флуоресцентным свечением их фотофикси-
ровали. Поиск и визуализацию светящихся объектов 
осуществляли, перемещаясь вдоль оси Z на фикси-
рованную глубину 500 мкм от дна чашки Петри.

Рисунок 2. Визуализация меченных трейсером DiOC14(3) 
клеток в структуре ТИК перед имплантацией животным: А – 
увеличение 40×; B – увеличение 200×
Figure 2. Visualization of cells labeled with the DiOC14(3) tracer 
in the structure of the TEC before implantation into animals: A – 
40× magnification; B – 200× magnification

Рисунок 3. Введение животных в эксперимент: А – мар-
кировка раневого дефекта с использованием шаблона; B – 
формирование полнослойной скальпированной раны; B–C 
– аппликация в область раневого дефекта ТИК с клетками, 
меченными трейсером DiOC14(3)
Figure 3. Introduction of animals into the experiment: A – 
marking of the wound defect using a template; B – formation of 
a full-layer scalp wound; B–C – application of TEC with cells 
labeled with the DiOC14(3) tracer to the wound defect area

Рисунок 4. Исследование биологического материала, по-
лученного от экспериментальных животных из области 
имплантации ТИК: А – 3-и сутки от начала эксперимента 
(увеличение 40×); В – 7-е сутки от начала эксперимента (уве-
личение 100× и 200×); С – 14-е сутки от начала эксперимента 
(увеличение 40×, 100×)
Figure 4. Study of biological material obtained from experimental 
animals from the area of TIC implantation: A – 3 days from the 
beginning of the experiment (magnification 40×); B – 7 days from 
the beginning of the experiment (magnification 100× and 200×); 
C – 14 days from the beginning of the experiment (magnification 
40×, 100×)
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ние флуоресцентного сигнала осуществлялось на 
гистологических препаратах предварительно замо-
роженных тканей в парах азота. На данном сроке 
хорошо визуализировались как МСК, введенные в 
форме суспензии, так и в виде пласта. Однако на 
21-й день в группе введения суспензии МСК сигна-
ла PKH26 обнаружено не было. Это соотносится с 
представлениями о том, что элиминация клеток по-
сле инъекционного введения происходит в течение 
первых 12–14 дней. В противовес этому в группе 
трансплантации клеточных пластов на срезах уда-
лось визуализировать специфичный сигнал РКН26. 
Автор заключил, что наиболее вероятным источни-
ком сигнала являются выжившие или интегриро-
вавшиеся МСК, доставленные в составе ТИК [24].

На 21-е сутки мы также детектировали сигнал, 
специфический для трейсера DiOC14(3) (рис. 6). Од-
нако визуализировать хотя бы единичные клетки с 
характерной для МСК морфологией нам не удалось. 
Вероятнее всего, этот сигнал был обусловлен фраг-
ментами мембран, элиминированных МСК, мечен-
ных трейсером. В связи с этим нельзя утверждать, 
что получение сигнала на 21-е сутки свидетельству-
ет об интеграции МСК в ткани или наличии жизне-
способных, функционально активных клеток. 

Обсуждение
Известно, что регенеративный процесс включа-

ет три последовательных фазы. Первая фаза – вос-
палительная. Воспалительная фаза разделена на 
сосудистую (гемостаз) и клеточную (воспаление) 

нов и ферментов [21, 22]. Все это может приводить к 
гибели МСК, имплантируемых в составе ТИК.

Известно, что нормальная морфология МСК при 
благоприятных условиях осуществления их жизне-
деятельности представляет собой распластанные 
клетки веретенообразной или звездчатой формы с 
несколькими длинными тонкими отростками, а так-
же большим ядром. Однако при неблагоприятных 
условиях морфология клеток резко меняется: клетки 
ошариваются, уплощаются, что зачастую сопрово-
ждается их гибелью. Безусловно, неблагоприятные 
условия влияют не только на жизнеспособность, но 
и функциональную активность клеток [23]. Клетки 
могут еще оставаться живыми, но уже не осущест-
влять своей паракринной функции. Таким образом, 
по морфологии МСК можно судить о жизнеспособ-
ности и косвенно о поддержании клетками функци-
ональной активности. Последнее в конечном счете 
и обусловливает успешность протекания регенера-
тивного процесса в присутствии ТИК. Морфоло-
гия МСК в структуре ТИК представляет собой рас-
пластанные клетки фибробластоподобной формы со 
множественными отростками, то есть клетки имеют 
характерную морфологию жизнеспособных клеток 
(см. рис. 2). Данный факт подтверждают результаты 
гистологического исследования ТИК, культивируе-
мого in vitro (рис. 5). 

При проведении представленного исследования 
in vivo клетки в структуре ТИК, имплантированного 
в рану экспериментальных животных, с характер-
ным флуоресцентным свечением и соответствую-
щей морфологией визуализировались до 14 суток 
после имплантации ТИК в область раневого дефек-
та. Таким образом, на 3, 7–8 и 14-е сутки после им-
плантации ТИК в процессе регенерации определя-
лись жизнеспособные мезенхимальные стволовые 
клетки. Это позволяет сделать заключение о том, что 
МСК в имплантированном ТИК сохраняют жизне-
способность и функциональную активность как ми-
нимум в течение 14 суток в процессе регенерации.

Наши результаты коррелируют с данными, полу-
ченными коллегами из Московского государствен-
ного университета имени М.В. Ломоносова. Так, 
П.И. Макаревич выполнил прижизненное мечение 
МСК с помощью мембранного красителя PKH26 
(Sigma-Aldrich, США) в клеточной суспензии или 
в форме клеточных пластов для оценки удержания 
мезенхимных стромальных клеток, трансплантиро-
ванных в зону раневого дефекта в виде суспензии 
или в составе пласта. В случае формирования кле-
точных пластов МСК метили перед началом сбор-
ки ТИК. Эксперимент проводился in vivo на самцах 
крыс линии Wistar, на модели глубокой раны, ко-
торым имплантировали суспензию МСК или ТИК 
в зону раны. На препаратах тканей, забранных 
через 14 дней после трансплантации МСК, автор 
обнаружил МСК, меченные PKH26. Детектирова-

Рисунок 5. Фрагмент ТИК, культивируемого in vitro (окраска 
гематоксилин-эозин): А – увеличение 200×; B – увеличение 
400× 
Figure 5. Fragment of TEC cultured in vitro (hematoxylin and 
eosin staining): A – magnification 200×; B – magnification 400×

Рисунок 6. Внешний вид клеток из области имплантации 
ТИК с окрашенными трейсером DiOC14(3) МСК (21-е сутки 
от начала эксперимента): А – увеличение 100×; В – увеличе-
ние 200×
Figure 6. Appearance of cells from the area of TIC implantation 
with MSC stained with DiOC14(3) tracer (21 days from the 
beginning of the experiment): A – magnification 100×; B – 
magnification 200× 
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В то же время на стадии доклинических иссле-
дований важно понимание о поддержании жиз-
неспособности и функциональной активности 
МСК, имплантируемых в составе ТИК в область 
дефекта. Последнее дает возможность обоснова-
ния эффективности разрабатываемых продуктов, 
понимания механизмов их действия и прогнози-
рования их эффективности.

Заключение
Предложенный в работе способ определения 

жизнеспособности МСК в составе ТИК в процессе 
регенерации, включающий окрашивание флуорес-
центным красителем DiOC14(3) мезенхимальных 
стволовых клеток до формирования ТИК, позволя-
ет эффективно визуализировать меченые клетки на 
биологическом материале, полученном от экспери-
ментальных животных. Показано, что МСК в им-
плантированном на рану животного ТИК сохраняют 
жизнеспособность и характерную морфологию как 
минимум в течение 14 суток. На 21-е сутки мы также 
детектировали сигнал, специфический для трейсера 
DiOC14(3), однако визуализировать хотя бы единич-
ные клетки с характерной для МСК морфологией 
нам не удалось – вероятно, сигнал был обусловлен 
фрагментами мембран, элиминированных МСК, 
меченных флуоресцентным красителем. Важно, что 
предложенный способ позволяет прижизненно ви-
зуализировать и фотофиксировать жизнеспособные 
МСК с характерной морфологией и таким образом 
избежать искажений, которые могут быть связаны 
с фиксацией биологического материала. Наличие 
характерной морфологии при визуализации МСК 
позволяет судить не только о жизнеспособности, но 
и косвенно сделать вывод об их функциональной 
активности. Таким образом, предложенный способ 
может стать эффективным инструментом регенера-
тивной медицины и тканевой инженерии в отноше-
нии оценки механизмов регенеративного процесса 
при использовании ТИК и прогнозировании их эф-
фективности в системе in vivo.
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реакцию. Как только кровотечение остановлено, в 
рану мигрируют воспалительные клетки и начина-
ется воспалительная фаза, которая характеризуется 
последовательной инфильтрацией нейтрофилов, 
макрофагов и лимфоцитов [21], высвобождением 
провоспалительных цитокинов и факторов ро-
ста, таких как трансформирующий фактор роста 
(TGF-β), фактор роста тромбоцитов (PDGF), эпи-
дермальный фактор роста (EGF), фактор роста фи-
бробластов (FGF) и интерлейкин 8 (IL8/CXCL-8), 
из фибринового сгустка и непосредственно из по-
врежденной ткани [25]. Воспаление возникает сра-
зу после повреждения тканей, и основная цель этой 
фазы – предотвратить инфекцию.

Вторая фаза – репаративная, связана с приходом 
фибробластов и МСК [26]. Пролиферативная стадия 
заживления начинается примерно через 2–10 дней по-
сле ранения и определяется взаимодействием разных 
типов клеток, кроме того, в этом процессе участвуют 
трофические и ростовые факторы, среди которых 
ключевую роль играет фактор роста эндотелия сосу-
дов (VEGF) [25]. Третья, завершающая фаза – фаза 
ремоделирования, начинается через 2–3 недели после 
травмы и продолжается до нескольких лет. Данная 
фаза включает восстановление структуры и функ-
ции ткани, на этом этапе меняется состав матрикса, в 
частности коллаген III типа разрушается и заменяется 
коллагеном I типа, что происходит под действием ма-
триксной металлопротеиназы (MMP) [22].

Таким образом, при заживлении раны без уча-
стия внешних факторов МСК играют ключевую 
роль на втором этапе регенеративного процесса. 
В то же время при имплантации МСК в область 
раневого дефекта они сразу же начинают участво-
вать в регенеративном процессе. МСК являются 
источником разнообразных цитокинов (IL-6, IL-7, 
IL-8, IL-11, IL-14, IL-15, IL-10, TNFα), хемокинов 
(CXCL9, CXCL10 и CXCL11, способствующие хе-
мотаксису иммунных клеток) [27] и трофических 
факторов (MCP-1, VEGF, OPG, TIMP-2 и др.) [23], 
которые стимулируют ангиогенез и способствуют 
раннему формированию грануляционной ткани. 
Таким образом, имплантированные МСК ускоряют 
протекание регенерации и сокращают сроки каж-
дого из этапов регенеративного процесса. Вполне 
вероятно, что к 21-м суткам МСК уже выполнили 
паракринную функцию в обеспечении регенерации 
и привлечении в очаг повреждения из прилежащих 
тканей живых клеток. На завершающем этапе реге-
неративного процесса не критично наличие живых 
и функционально активных имплантированных 
МСК, так как их паракринная роль в регенератив-
ном процессе завершена. Заключительные фазы 
процесса могут осуществляться без экзогенных 
МСК, так как в область раны уже пришли другие 
клетки из окружающих тканей, которые сами могут 
обеспечить завершение процесса регенерации.
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