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Использование клеточных продуктов и технологий
для стимуляции заживления дефектов мягких тка�
ней различного генеза остается одной из наибо�
лее актуальных областей биомедицины. Несмотря
на внушительные результаты, полученные на эта�
пе экспериментальной разработки, многие иссле�
дователи вынуждены констатировать, что пер�
спективы применения клеток в клинической прак�
тике зачастую оказываются намного ниже ожи�
даний. В последнее десятилетие значительное
внимание уделялось технологии “клеточных плас�
тов” (cell sheets), которые изначально использо�
вали для решения проблемы низкой эффектив�
ности доставки клеток с помощью инъекций. Кле�
точные пласты (КП) представляют собой жизне�
способные клетки в комплексе с наработанным
ими внеклеточным матриксом (ВКМ), поэтому в
качестве объекта для их получения большое вни�
мание привлекали стромальные клетки, в част�
ности мезенхимные стромальные клетки (МСК)

КЛЕТОЧНЫЕ ПЛАСТЫ ИЗ МЕЗЕНХИМНЫХ
СТРОМАЛЬНЫХ КЛЕТОК ЭФФЕКТИВНО

СТИМУЛИРУЮТ ЗАЖИВЛЕНИЕ ГЛУБОКИХ
ДЕФЕКТОВ МЯГКИХ ТКАНЕЙ

Н.А.Александрушкина1,2, Н.В.Данилова3, О.А.Григорьева1, П.Г.Мальков3,
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На модели шинированного дефекта кожи и мягких тканей крысы проведено сравнительное исследование
применения мезенхимных стромальных клеток в виде клеточных пластов и в суспензии для лечения ран
кожи и подлежащих мягких тканей. Трансплантация мезенхимных стромальных клеток значительно ускорила
заживление ран по сравнению с контролем. Закрытие дефекта в группе применения клеточных пластов из
мезенхимных стромальных клеток наблюдалось к 287м суткам, в группе применения суспензии клеток — к
357м суткам, в группе контроля — после 497х суток эксперимента. Гистологическая оценка полученных об7
разцов ткани показала более ранние сроки образования грануляционной ткани и быстрое начало стадии
фиброза в группах применения мезенхимных стромальных клеток. Доставка мезенхимных стромальных клеток
в виде клеточных пластов показала высокую эффективность в восстановлении тканей, что позволяет рас7
сматривать этот подход в качестве перспективного метода заживления ран кожи и мягких тканей.

Ключевые слова: клеточный пласт, мезенхимные стромальные клетки, раны кожи, ранозаживление,
фиброзирование
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из жировой ткани и других источников. Получен�
ные нами ранее результаты указывают на высо�
кую выживаемость клеток при имплантации КП
из МСК в организм животных с ишемической па�
тологией [2,7]. Это позволило нам предположить,
что КП из МСК могут быть использованы для сти�
муляции ранозаживления, учитывая высокую вы�
живаемость клеток и содержание в них значи�
тельного количества белков ВКМ.

Цель данной работы — провести сравнитель�
ное исследование эффективности доставки МСК
в виде суспензии (инъекции) и КП (аппликации)
для стимуляции заживления тканей на оригиналь�
ной животной модели глубокого дефекта мягких
тканей у крысы.

Методика исследования
Животные. Для выделения МСК жировой ткани
и моделирования глубокого шинированного де�
фекта кожи и мягких тканей использовали сам�
цов крыс Вистар массой 300�400 г. Исследование
одобрено этическим комитетом МГУ им. М.В.Ло�
моносова (протокол комиссии по биоэтике № 77�о
от 09.02.2017 г.).
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Выделение и характеристика МСК жиро�
вой ткани крысы. Животных (n=3) усыпляли ле�
тальной дозой СО2, полученные образцы подкож�
ной жировой ткани измельчали в условиях лами�
нарного бокса и подвергали ферментативной об�
работке. Выделение МСК из подкожной жировой
клетчатки крыс проводили по опубликованному
ранее протоколу [7]. Клетки культивировали в пол�
ной среде DMEM (Gibco) с 10% ЭТС в стандарт�
ных условиях инкубатора. Анализ фенотипа осу�
ществляли методом проточной цитофлюориметрии
после мечения клеток антителами к CD34, CD44,
CD45, CD90, CD105 (BD Pharmingen), конъюгиро�
ванными с флюоресцентной меткой. Цитометрию
выполняли с помощью проточного цитофлюори�
метра FACSAria (BD).

Получение и характеристика КП. Суспен�
зию МСК 3�4 пассажа переносили на непокрытые
культуральные планшеты (50 тыс. клеток/см2) и
культивировали в полной среде DMEM добавле�
нием аскорбиновой кислоты (50 мкг/мл). Сборку
КП осуществляли в течение 7 сут с заменой сре�
ды каждые 72 ч. КП открепляли с помощью раст�
вора Версена по описанному протоколу [3]. По�
перечные срезы КП толщиной 7�8 мкм фиксиро�
вали (4% формальдегид), пермеабилизировали
(0.2% Тритон X�100) и после блокировки инкуби�
ровали в растворе первичных кроличьих поликло�
нальных антител (Abcam) к коллагену I, фибро�
нектину или ламинину (1:100); для детекции сиг�
нала использовали вторичные антитела (1:800),
конъюгированные с Alexa Fluor 594 (Abcam); ядра
метили DAPI (Sigma).

Модель глубокой шинированной раны с
дефицитом мягких тканей крысы и трансплан�
тация клеточного материала. Животных нар�
котизировали внутримышечной инъекцией смеси
золетила 100 и ксилазина из расчета 30 мг/кг. По�
сле удаления шерсти кожу в области холки обра�
батывали раствором антисептика, иссекали кож�
но�фасциальный лоскут округлой формы площадью
5.5�6.0 см2 и создавали дефект трапециевидных
мышц спины. Для предотвращения контракции
края раны фиксировали узловыми швами к вну�
треннему краю стерилизованного латексного коль�
ца (внутренний диаметр 2.7 см). Животных пере�
вязывали и помещали для восстановления в инди�
видуальные клетки. Трансплантацию клеточного
материала проводили на 7�е сутки после модели�
рования раны. Суспензию МСК вводили в дно ра�
невого дефекта (4 крысы) с помощью микроинъ�
екций (1.5 млн МСК на 1 мл ФСБ, 5 микроинъек�
ций по 200 мкл). КП открепляли непосредственно
перед трансплантацией, переносили на рану и рас�
правляли с помощью пинцета (5 крыс). Контроль�
ная группа (5 крыс) не получала специфического

лечения. Во избежание высыхания рану укрывали
гидроколлоидной повязкой (Convatec), которую
удаляли при следующей перевязке.

Макроскопическая и микроскопическая
оценка скорости заживления кожного дефек�
та. Динамическую фотосъемку раневой поверх�
ности проводили на 7, 14, 21, 28 и 35�е сутки
после моделирования дефекта с использованием
масштабного отрезка. Строили график зависи�
мости уменьшения площади дефекта от времени
и график Каплана—Мейера (критерием закрытия
являлось уменьшение площади дефекта <10% от
первоначальной). Для анализа процессов фор�
мирования зон грануляционной ткани и зоны фиб�
роза парафиновые срезы тканей окрашивали ге�
матоксилином и эозином или по Ван Гизону. Ана�
лиз микрофотографий в 3 случайных полях зре�
ния проводили в программе ImageJ (NIH).

Статистический анализ. Статистическую об�
работку полученных результатов проводили в про�
грамме GraphPad Prizm 7.03. Нормальность рас�
пределения проверяли с помощью теста Шапи�
ро—Уилка. Данные представлены в виде средне�
го значения±стандартная ошибка среднего. Про�
верку различий между двумя группами выполняли
с помощью t критерия Стьюдента или критерия
Манна—Уитни. Для сравнения 3 групп использо�
вали метод ANOVA и критерий Тьюки. В качестве
непараметрического аналога ANOVA использова�
ли критерий Крускала—Уоллиса и критерий Дан�
на. Значимыми считали различия при p<0.05.

Результаты исследования
Характеристика МСК и КП на основе МСК.
Культура клеток, выделенных из подкожной жи�
ровой клетчатки крыс, адгезировала к непокры�
тому пластику, характеризовалась фибробласто�
подобной морфологией и характерным для МСК
иммунофенотипом [4]. Цитометрический анализ
показал, что >97% клеток несут поверхностные
маркеры CD44, CD90 и CD105 и не экспрессируют
или экспрессируют в малом количестве СD34 (38%)
и CD45 (0.5%). Полученные КП откреплялись от по�
верхности культурального пластика и сохраняли
свою целостность при манипулировании (рис. 1, а).
Анализ поперечных срезов КП выявил многослой�
ную (3�5 слоев) структуру пласта толщиной до
30 мкм, содержащую основные белки ВКМ — кол�
лаген I, фибронектин и ламинин (рис. 1, б).

Доставка МСК ускоряет заживление глу�
бокого дефекта мягких тканей. Наблюдение за
животными и анализ фотографий (рис. 2, а) по�
казал, что аппликация КП приводила к ускорению
закрытия раневого дефекта по сравнению с конт�
ролем. На 14�е сутки после операции площадь де�
фекта в группе КП составляла 1.9±0.7 см2 по срав�
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нению с 5.3±0.2 см2 в группе контроля. В группе
МСК в этот же срок площадь раны (3.4±1.3 см2)
была меньше, чем в контроле, однако статисти�
чески значимых различий между группами не об�

наружено. После аппликации КП медиана срока
закрытия раны составила 28 сут, а после инъекции
суспензии МСК — 35 сут; в группе контроля —
49 сут (рис. 2, б). К 28�м суткам полное закрытие

Рис. 1.Рис. 1.Рис. 1.Рис. 1.Рис. 1. КП из МСК на 77е сутки сборки (а), после открепления от культурального пластика (б), окрашивание КП ге7
матоксилином (в), иммунофлюоресцентное мечение белков матрикса в КП: коллаген I (г), фибронектин (д), ламинин
(е). Фазовый контраст, 100 (а, в); флюоресцентная микроскопия, 200 (г7е).

Рис. 2.Рис. 2.Рис. 2.Рис. 2.Рис. 2. Раневой дефект (а), кривая Каплана—Мейера, отражающая сроки полного закрытия кожного дефекта (б).
Статистическую значимость устанавливали методами анализа выживаемости и лог7рангового критерия для сравнения
кривых. р<0.05 между парами групп КП и контроль, КП и суспензия МСК.
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дефекта наблюдалось у 100% животных в группе
КП, в то время как в группе контроля этот пока�
затель составил всего 20%.

Гистологическая оценка процессов рано�
заживления. Анализ срезов, окрашенных гема�
токсилином и эозином, показал, что трансплан�
тация МСК в виде суспензии или КП приводила
к значимому уменьшению площади грануляцион�
ной ткани в период с 14�х по 21�е сутки, при этом
в группе контроля значимого уменьшения обнару�
жить не удалось (рис. 3, а). Хотя значимые меж�
групповые различия не были выявлены, в группах
МСК явно прослеживалась тенденция к ускоре�
нию процесса созревания грануляционной ткани
по сравнению с контролем. Кроме того, морфомет�
рия срезов, окрашенных по Ван Гизону, показа�
ла, что площадь коллагеновых депозитов в период
с 14�х по 21�е сутки эксперимента увеличивалась
в группах МСК, причем наибольший прирост на�
блюдался после имплантации КП (рис. 3, б).

Применение клеточных технологий при утрате
или дисфункции органов и тканей основывается
на предположении, что ускорение заживления и
эффективного восстановления структуры и функ�
ции ткани можно добиться, восполнив пул опре�
деленных клеток. При этом доставка клеток в
суспензии требует этапа обработки ферментами,
прохождения через иглу и введения клеток в не�
благоприятное воспалительное окружение, что

значимо (на 30�60%) снижает их количество и эф�
фективность терапии [1]; кроме того, массирован�
ная гибель клеток неблагоприятно влияет на клет�
ки, сохраняющие жизнеспособность. Это постави�
ло вопрос об альтернативных способах доставки,
что привело к появлению носителей химического
и/или биологического происхождения, обеспечи�
вающих интеграцию введенных клеток в состав
ткани и способствующих более эффективному
восстановлению ее структуры. В фундаменталь�
ном плане этот подход основывается на том, что
в ткани клетка существует в контексте окруже�
ния, состоящего из других клеток, растворимых
факторов и ВКМ, выполняющего опорную, ком�
муникативную и сигнальную функцию.

Следует отметить, что при заживлении кож�
ных ран исход определяется процессом отложения
ВКМ, продуцируемого стромальными клетками (в
основном фибробластами и миофибробластами
кожи). Стромальные клетки (в том числе МСК)
обеспечивают контракцию раны, продукцию бел�
ков соединительной ткани и в конечном счете
формирование рубца. Известно, что регенератив�
ный потенциал МСК заключается в высокой пара�
кринной активности и способности к стимуляции
роста сосудов и нервов [6]. Кроме того, МСК в
большом количестве продуцируют белки ВКМ.
При длительном культивировании это приводит к
формированию КП — многослойных комплексов,

Рис. 3.Рис. 3.Рис. 3.Рис. 3.Рис. 3. Относительная площадь грануляционной ткани (а) и относительная площадь коллагеновых депозитов (б)
на 147е и 217е сутки после операции.

*р<0.05 по сравнению с соответствующим значением на 147е сутки, +р<0.05 по сравнению с суспензией МСК и
контролем.

Клеточные пласты из мезенхимных стромальных клеток...

Copyright ОАО «ЦКБ «БИБКОМ» & ООО «Aгентство Kнига-Cервис»



46 Клеточные технологии в биологии и медицине, 2019, № 1

состоящих из клеток и наработанного ими ВКМ.
КП представляют собой легко получаемую конст�
рукцию, находящуюся “на стыке” клеточной тера�
пии и тканевой инженерии. Учитывая нативность
матрикса КП, который МСК продуцируют “сами
для себя”, а также интактность клеток, поверх�
ностных рецепторов и межклеточных контактов
при трансплантации без ферментативной обработ�
ки, они могут составить конкуренцию многим су�
ществующим методам регенеративной медицины.

В данной работе мы использовали МСК из
доступного источника — подкожной жировой клет�
чатки, которые по своим свойствам и иммуно�
фенотипу отвечали консенсусному определению
МСК [4]. Культивирование МСК в течение 7 сут в
высокой плотности давало им возможность нара�
ботать достаточное количество матрикса и сфор�
мировать плотный манипулируемый КП, а добав�
ление аскорбиновой кислоты в культуру позволи�
ло получить КП с большим количеством ВКМ, что
совпадает с данными о положительном действии
витамина С на продукцию и сшивку белков ВКМ
(в частности, коллагенов) [8].

При гистологическом исследовании мы пока�
зали, что КП являются многослойными конструк�
циями толщиной до 30 мкм, несущими в своем
составе основные белки ВКМ — коллаген I, ла�
минин и фибронектин. Наличие мажорных белков
ВКМ в составе КП может говорить о том, что МСК
в культуре пытаются воссоздать физиологичное
микроокружение, которое является необходимым
элементом правильного функционирования клеток
в ткани. Наличие ВКМ в составе КП обеспечивает
структурную целостность конструкции и поддержи�
вает жизнеспособность и активность клеток [5].

Эффективность КП в заживлении раны кожи
и мягких тканей была исследована нами на мо�
дели шинированного дефекта кожи и подлежащих
мягких тканей у крысы, которая имитирует плохо
заживающий, глубокий дефект, затрагивающий
не только кожу, но и подлежащие мышцы дор�
сальной поверхности тела. Мы наблюдали выра�
женное ускорение закрытия тяжелого раневого
дефекта в группе КП (на 1 нед раньше группы
МСК и на 2 нед раньше контроля) и ярко выражен�
ную контракцию раны в первые дни после транс�
плантации КП. Следует также отметить, что толь�
ко в группе контроля в конечной точке (49�е сутки)
были животные с незажившим дефектом. Столь
значительный эффект КП объясняется не только
увеличением количества МСК, но и доставкой на�
тивного ВКМ с заякоренными в нем факторами
роста и цитокинами. Несомненно, сам по себе
матрикс может обладать сильнейшим регенера�
тивным потенциалом, лежащим в основе исполь�
зования децеллюляризированных тканей, однако

это не умаляет наличия жизнеспособных и пара�
кринно активных МСК в составе конструкции.
Трансплантированные в составе КП клетки сохра�
няются в ткани реципиента [7], отвечая на окру�
жающие стимулы и продуцируя факторы, способ�
ствующие ускорению заживления.

По данным морфометрии процесс ранозажив�
ления в опытных группах был значительно ускорен:
площадь грануляционной ткани в группах суспен�
зии МСК и КП в 1�ю неделю заметно снижалась
по сравнению с контролем, в то время как пло�
щадь фиброза увеличивалась, отражая началь�
ные стадии формирования рубца. При этом ка�
чественно процесс заживления раны в группах
суспензии МСК и КП не отличался от контроля,
и основные стадии ранозаживления последова�
тельно сменяли друг друга в исследованных вре�
менных точках. Данные, полученные при анализе
количества коллагеновых депозитов в биоптатах
раны, коррелируют с результатами оценки пло�
щади грануляционной ткани. Показатели в груп�
пах МСК (как КП, так и суспензии) превышали
значения в контроле, и наибольшая площадь, за�
нятая коллагеновыми волокнами, наблюдалась в
группе КП как на 14�е, так и на 21�е сутки. Таким
образом, введение МСК вызывало быстрый пере�
ход от стадии грануляции к формированию де�
позитов коллагена и фиброзированию, причем в
группе КП это было особенно выражено, возмож�
но, за счет присутствия белков ВКМ, служащих
“опорой” для миофибробластов и других клеток,
участвующих в заживлении. Однако остается под
вопросом, происходит ли это за счет активации
(мио)фибробластов, их миграции и контракции ра�
ны с быстрым замещением грануляционной тка�
ни соединительной, или действие МСК в большей
степени направлено на ранние стадии раневого
процесса за счет противовоспалительного дейст�
вия и стимуляции ангиогенеза. Второй механизм
может вызывать снижение воспалительного от�
вета с быстрым формированием грануляционной
ткани и ростом сосудов, что также будет приво�
дить к быстрому переходу в стадию фиброзиро�
вания. Скорее всего, оказываемые эффекты МСК
реализуются не только за счет прямого действия
на компоненты системы, но и в регуляции их взаи�
модействия между собой.

Таким образом, на модели шинированного
дефекта кожи и подлежащих мягких тканей кры�
сы нами показана высокая эффективность при�
менения минимальных тканеинженерных конст�
рукций (КП) на основе МСК подкожной жировой
клетчатки по сравнению с использованием дис�
пергированных клеток и естественным заживле�
нием. Положительное влияние трансплантирован�
ных КП заключалось в выраженной контракции
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раневого дефекта, что приводило к быстрому за�
крытию и рубцеванию ран. В то же время на уров�
не ткани сохранялась стадийность раневого про�
цесса (гемостаз, воспаление, пролиферация и
миграция, ремоделирование), но с ускоренным
созреванием грануляционной ткани и ее замеще�
нием соединительной тканью. Клеточные пласты
из МСК способны стимулировать процессы зажив�
ления глубоких ран кожи и дефектов подлежащих
тканей, а их применение может считаться пер�
спективным для регенеративной медицины. Кле�
точные и молекулярные механизмы, лежащие в
основе эффекта КП, станут предметом наших
дальнейших исследований.
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боратория генно�клеточной терапии Института ре�
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