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Цель. Изучить возможность развития осложнений после инъекции аутологичных мультипотентных 
мезенхимальных стромальных клеток костномозгового происхождения (ММСК) непосредственно в печень 
интактных крыс.

Материал и методы. Методами световой микроскопии с применением люминесценции изучали из-
менения печени интактных крыс после прямой инъекции ММСК с трансфицированным геном GFP и 
дополнительно окрашенными Vybrant® CM-Dil клеточными мембранами.

Результаты. После введения ММСК обширные скопления, депо введенных клеточных элементов в 
печени отсутствовали у всех животных даже через 1 неделю. В некоторых случаях, до 1/3 наблюдений, в 
органе развивалось асептическое воспаление, признаками которого являлись расширение и полнокровие 
синусоидов, возрастание численности нейтрофилов в их просвете, участки некрозов паренхимы и лимфо-
гистиоцитарные инфильтраты. На 3-й неделе в печени появлялись длинные тонкие прослойки соедини-
тельной ткани, расширяющиеся в области сосудов и содержащие большое количество сидерофагов. К 4-й 
неделе указанные морфологические изменения печени нормализовались. На протяжении всего экспери-
мента ни в одном случае не произошло дифференцировки введенных ММСК в клетки печени.

Заключение. Основными причинами выявленных изменений являются повреждение паренхимы пе-
чени при инъекции взвеси клеточных элементов под давлением, а также присутствие самих ММСК и их 
детрита. При инъекционном введении шприцем под давлением взвесь ММСК раздвигает и разрывает 
паренхиму печени по ходу сосудов. Введенные ММСК, часть из которых быстро погибает из-за резкого 
изменения условий жизнедеятельности, а также содержащийся вместе с ними детрит непосредственно 
вызывают миграцию макрофагов к месту инъекции и фактически являются причиной асептического вос-
палительного процесса. ММСК быстро элиминируются из места инъекции в печени макрофагами, а также 
посредством кровеносного и лимфатического русел, тогда как протекающая воспалительная реакция по-
вреждает клетки печени и служит причиной обнаруженных изменений.

Ключевые слова: мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки, печень, воспаление, некроз, 
животные, эксперимент

Objective. To study the possibility of complications development after the injection of the autologous 
multipotent mesenchymal stromal cells of the bone marrow origin (MMSC) directly in the intact liver of rats. 

Methods. The changes of the rat liver after the direct injection of MMSC with a transfected GFP-gene and 
additionally stained cellular membranes by Vybrant® CM-Dil were investigated by the methods of light microscopy 
with luminescence application. 

Results. After the MMSC injections, the extensive congestions, depot of the injected cells in the liver 
were absent in all animals even after a week. In some cases, up to 1/3 observations, the aseptic inflammation 
manifested by the dilation and hyperemia of sinusoids, an increase of neutrophil number in the sinusoids, necroses 
of parenchyma and lympho-histiocytic infiltrates were developed in the organ. Long thin layers of the connective 
tissue extending in the vessel region and containing a large number of siderophages appeared in the liver during the 
3rd week. By the 4th week the specified liver morphological changes have normalized. Throughout the experiment 
there was no any differentiation of injected MMSC to the liver cells. 

Conclusions. The main causes of the revealed changes are the damage of the liver parenchyma at the cell 
suspension injection under pressure and also direct presence of MMSC and their detritus. At the syringe under 
pressure the MMSC suspension moves apart and lacerates the liver parenchyma along the vessels. Injected MMSC, 
some of which quickly perishes due to a dramatic change in living conditions, and also the detritus which is present 
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together with them, immediately cause migration of macrophages to the site of injection and actually are the reason 
of aseptic inflammatory process. MMSC are quickly eliminated from the injection site in the liver by macrophages 
and also by means of vascular and lymphatic beds whereas the proceeding inflammatory reaction damages the liver 
cells and serves as the cause of the revealed changes.
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Научная новизна статьи
Впервые изучено состояние интактной печени после прямой инъекции в орган аутологичных мультипо-
тентных мезенхимальных стромальных клеток костномозгового происхождения. Установлено, что в печени 
развивалось асептическое воспаление, признаками которого являлись возрастание численности нейтрофилов 
в просвете синусоидов, участки некрозов паренхимы и лимфогистиоцитарные инфильтраты. На протяже-
нии всего эксперимента ни в одном случае не произошло дифференцировки введенных мультипотентных 
мезенхимальных стромальных клеток в клетки печени.

What this paper adds
For the first time the state of an intact liver after a direct injection of the autologous multipotent mesenchymal 
stromal cells of the bone marrow origin (MMSC) in the organ has been studied. The aseptic inflammation has been 
found out to develop, confirmed by the increase of neutrophil number in sinusoids, necroses of the parenchyma 
and lympho-histiocytic infiltrates. Throughout the experiment the differentiation of the injected MMSC to the liver 
cells was not registered.

Введение

Печеночная недостаточность является 
серьезным клиническим синдромом с не-
благоприятным прогнозом. Трансплантация 
мультипотентных стромальных клеток (МСК) 
является новым фактором воздействия на не-
достаточность функций печени. В литературе 
показаны преимущества применения МСК при 
заболеваниях печени [1, 2].

Согласно литературным данным, клеточная 
терапия снижает активность воспалительной ре-
акции. МСК накапливаются в печени у мышей 
во время острой инфекции вирусом гепатита 
В, при этом снижается повреждение органа, 
связанное с вирусной инфекцией, о чем свиде-
тельствует сокращение уровня АлАТ, уменьше-
ние секреции провоспалительных цитокинов и 
снижение воспалительной инфильтрации. Ис-
пользование МСК ограничивает иммуноопосре-
дованное повреждение печени через супрессию 
активности натуральных клеток-киллеров [1].

Традиционно признано, что при патологии 
печени МСК проявляют свое терапевтическое 
влияние главным образом посредством транс-
дифференцировки в гепатоциты и непаренхи-
матозные клеточные элементы органа. Кроме 
того, МСК, при печеночной недостаточности 
вследствие ишемических и реперфузионных 
повреждений, перед трансдифференцировкой 
секретируют различные трофические и им-
муномодулирующие факторы, уменьшающие 
выраженность патологических изменений и сни-
жающие активность воспалительного ответа [2].

Вместе с этим, все работы, посвященные 

влиянию МСК и их экзосом на печень и сооб-
щающие о хорошей терапевтической эффектив-
ности клеточной терапии, не содержат данных 
ни о каких возможных осложнениях и побочных 
эффектах применения МСК.

Цель. Изучить возможность развития ос-
ложнений после инъекции аутологичных муль-
типотентных мезенхимальных стромальных кле-
ток костномозгового происхождения (ММСК) 
непосредственно в печень интактных крыс.

Материал и методы

Работа основана на результатах морфо-
логического исследования изменений печени 
крыс-самцов инбредной линии Wag весом 
180-200 г в возрасте 6 месяцев в разные сроки 
после прямой инъекции ММСК в центр левой 
доли печени (lobus hepatis sinistra). Все мани-
пуляции с крысами осуществляли под общим 
ингаляционным эфирным наркозом в условиях 
чистой операционной с соблюдением «Правил 
проведения работ с использованием экспе-
риментальных животных» (Приказ МЗ СССР  
№ 755 от 12 августа 1977 г.; Приказ Министер-
ства высшего и среднего специального образо-
вания СССР № 742 от 13 ноября 1984 г.).

Получение, характеристика и подготовка 
ММСК для инъекции в печень 

в эксперименте
ММСК были получены вследствие забора 

костного мозга из бедренных костей, биоптиро-
ванных под эфирной анестезией у крыс-самцов 
вышеуказанной линии. Клетки суспендировали 
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и помещали в пластиковые сосуды («Nunk», 
Дания), через 2 суток культививирования не-
прикрепившиеся клеточные элементы сливали 
вместе со средой. Адгезированные к пластику 
клетки культивировали в среде α-МЕМ с добав-
лением 10% эмбриональной телячьей сыворотки 
(«Biolot», Россия) в условиях насыщенной влаж-
ности в СО2-инкубаторе с 5% СО2 при 37°С. За-
мену культуральной среды осуществляли один 
раз в 3 суток. В процессе субкультивирования 
клеточную культуру в виде монослоя пересе-
вали в плотности от 1000 до 5000 клеток/см2  
(в зависимости от ростовых свойств применя-
емой эмбриональной сыворотки), применяли  
растворы Версена и трипсина в стандартных 
концентрациях. 

Методами просвечивающей световой и 
люминесцентной микроскопии, а также цито-
логическими способами было подтверждено, 
что культивируемые костномозговые клеточные 
элементы 

– имеют поверхностные антигены CD105+, 
CD90+, CD45-, CD34-;

– во время культивирования in vitro адге-
зируются к поверхности пластика; 

– на протяжении всего времени культи-
вирования остаются фибробластоподобными; 

– не меняются в процессе культивирования 
на протяжении нескольких генераций; 

– образуют колонии фибробластоподобных 
клеточных элементов при низкой плотности в 
начале культивирования.

Вместе с этим, морфологические, фено-
типические и физические характеристики не 
могут служить окончательными специфиче-
скими критериями, применяемыми для точной  
идентификации, что выделенные клеточные 
элементы являются МСК. МСК могут иметь 
разный внешний вид, это связано главным 
образом с методами их выделения и культиви-
рования. В связи с этим перед введением МСК 
целесообразно тестирование на возможность 
дифференцировки в определенные клеточные 
линии. Возможность МСК к направленной 
дифференцировке в клеточные элементы кост-
ной, жировой и хрящевой тканей (трехлинейная 
дифференцировка) in vitro служит единствен-
ным требованием, согласно литературным дан-
ным, для подтверждения, что имеющиеся стро-
мальные клетки являются мультипотентными.

Индукция остеогенной дифференцировки 
ММСК in vitro. 

Так как МСК могут дифференцироваться в  
клеточные элементы костных тканей и условия 
ее прохождения максимально часто воспроизво-
дятся другими исследователями, это направле-
ние дифференцировки используют как рутин-

ный метод in vitro для спецификации культур 
МСК, и он является типичным, по умолчанию 
заданным путем направления развития для 
большего числа культивируемых МСК. С целью 
запуска дифференцировки ММСК в костную 
ткань применяли 0,1 µM раствор дезоксимета-
зона, 50 µM раствор аскорбиновой кислоты и 
10 mM раствор β-глицерофосфата (все реактивы 
производства «Sigma», США), активирующие 
дифференцировку в направлении клеточных 
элементов костных тканей.

Остеогенную дифференцировку определяли 
по 2 признакам: активности щелочной фосфата-
зы и появлению ионов кальция в экстрацеллю-
лярном матриксе. Цитохимическое выявление 
щелочной фосфатазы проведено с использова-
нием нитротетразолиевого синего в присутствии 
субстрата щелочной фосфатазы 5-бромо-4-
хлоро-3-индолила. Отложение солей кальция в 
экстрацеллюлярном матриксе регистрировали 
окрашиваниемого Ализарином красным. 

ММСК 2 пассажа, трансфицировали ДНК 
плазмиды pЕGFP-N1 (Clontech Laboratories Inc., 
USA), содержащие ген зеленого флуоресцент-
ного белка GFP (характеризуется двумя пиками 
поглощения при длинах волн 395 нм (основной) 
и 475 нм (минорный) и пиком флуоресценции 
на 498 нм), под контролем промотора цитоме-
галовируса и ген устойчивости к неомицину 
под контролем промотора вируса SV40, не-
обходимого для последующей селекции с ис-
пользованием дженетицина G418 (pEGFP-N1; 
Clontech Laboratories Inc., USA). Трансфекцию 
проводили в присутствии реагента для транс-
фекции TurboFect (Fermentas life sciences, Inc, 
Canada) согласно рекомендациям производите-
ля, применяли протокол для трансфекции су-
спензионных клеток. Трансфекцию проводили, 
используя 1×106 клеток в 1 мл суспензии, 4 мкг 
ДНК плазмиды и 10 мкл реагента для транс-
фекции (TurboFect) [3].

Кроме того, клеточные мембраны ММСК 
были окрашены раствором Vybrant® CM-Dil 
(Thermo Fisher Scientific, USA) (максимальная 
абсорбция на 553 нм, эмиссия на 570 нм), 
который окрашивает мембраны живых суспен-
зионных или прикрепившихся клеток. Через 2 
часа после трансфекции плазмидной ДНК белка 
GFP к суспензии ММСК добавляли краситель 
Vybrant® CM-DiI из расчета 5 мкл раствора на 
1×106 клеток в 1 мл среды без сыворотки, мяг-
ко тщательно перемешивали пипетированием 
и оставляли на 20 мин в СО2-инкубаторе при 
37°С в условиях насыщенной влажности. Затем 
ММСК центрифугировали 5 мин при 1500 обо-
ротов в 1 мин, среду с красителем удаляли, к 
ММСК добавляли новую порцию теплой среды. 
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Данную процедуру удаления красителя прово-
дили 3 раза. Затем ММСК ресуспензировали 
в теплой среде из расчета 1×106 клеток в 1 мл 
[3]. Процент жизнеспособных клеток перед 
введением составлял 92-98%.

Хирургическое вмешательство при инъекции 
ММСК в печень.

Под общим ингаляционным эфирным нар-
козом, в условиях чистой операционной, при 
соблюдении правил асептики и антисептики, 
после обработки кожи спиртом скальпелем 
производили срединную лапаротомию длиной 
1,5-2 см. В центр левой доли печени на глубину 
1-2 мм инсулиновым шприцем вводили 100 мкл 
суспензии ММСК (1×106 клеток с жизнеспособ-
ностью не менее 92% в 1 мл) в теплом физио-
логическом растворе на бифосфатном буфере 
(рН 7,4). Гемостаз не применяли, сразу после 
инъекции ММСК послойно ушивали переднюю 
брюшную стенку викрилом и обрабатывали 
швы 5% спиртовым раствором йода. Гибели 
животных от хирургического вмешательства 
не было, гнойно-воспалительные осложнения 
в месте операции не отмечены. В качестве 
контроля использовали ложнооперированных 
(только лапаротомия) и интактных животных. 
На каждую точку исследования было исполь-
зовано 12 крыс (всего 132 особи).

Подготовка материала для изучения морфо-
логическими методами.

Спустя 1, 2, 3, 4 и 5 недель после введения 
ММСК животных выводили из эксперимента 
передозировкой эфирного наркоза, левую долю 
печени фиксировали в 4% растворе парафор-
мальдегида на фосфатном буфере (рН 7,4) не 
менее 24 часов, обезвоживали в серии этанола 
возрастающей концентрации, просветляли 
в ксилоле и заключали в гистопласт. Срезы 
толщиной 5-7 мкм окрашивали гематоксили-
ном и эозином, для оценки количества и рас-
пределения макрофагов на срезах проводили 
непрямую иммунопероксидазную реакцию с 
моноклональными антителами против CD68-
антигена в соответствии с рекомендациями 
производителя антител: использовали набор 
реагентов "Dako" (Дания), изучали на световом 
микроскопе Axioimager M1 (Zeiss, Германия) 
при увеличении до 1200 раз.

Также неокрашенные срезы исследовали 
в режиме люминесценции указанного микро-
скопа с фильтрами Alexa Fluor 488 (диапазон 
возбуждения 450-490 нм, диапазон регистрации 
515-∞ нм) или для родамина (Rhod – диапазон 
возбуждения 540-552 нм, диапазон регистрации 
575-640 нм). При получении микрофотографий 
использовали автоматическую экспозицию. В 
процессе совмещения изображений с примене-

нием фильтров Alexa Fluor 488 и для родамина 
можно получить зеленый и красный (или оран-
жевый и желтый) цвет в зависимости от преоб-
ладания интенсивности свечения при том или 
ином фильтре. Зеленый цвет дает более яркая 
флюоресценция при использовании фильтра 
Alexa Fluor 488, красный цвет получается на фоне 
применения родаминового фильтра, желтый и 
его оттенки в результате смешения зеленого и 
красного цветов в той или иной пропорции.

Результаты

Через 1 неделю в месте введения ММСК и 
недалеко от него было обнаружено только рас-
ширение и полнокровие синусоидов. Иногда 
можно было отметить возрастание численности 
сегментоядерных клеточных элементов в просвете 
некоторых синусоидов и сосудов (рис. 1 А, 1 Б).

На таких участках при использовании лю-
минесцентной микроскопии были найдены не-
большие скопления расположенных поодиночке 
клеточных элементов разной формы размером 
до 10 мкм с более интенсивным свечением 
при установке фильтра для родамина, чем при 
использовании фильтра Alexa Fluor 488, что, 
при совмещении изображений, полученных с 
указанными фильтрами, визуализируется как 
оранжевый или красный цвет (рис. 1 в). На не-
котором удалении от места инъекции ММСК в 
паренхиме печени также встречались единичные 
подобные объекты. Клеточные элементы с яр-
кой красной флюоресценцией в основном были 
расположены по ходу синусоидов (рис. 1 В). Во 
всех интенсивно люминесцирующих клетках 
светилась не вся цитоплазма, а четко очерченные 
овальные цитоплазменные включения различ-
ного диаметра. Ни в одном случае не было най-
дено значительных скоплений, депо клеточных 
элементов с более яркой флюоресценцией при 
использовании родаминового фильтра.

Иммуногистохимическое исследование 
срезов печени с использованием моноклональ-
ных антител против антигена CD68 показало 
преимущественное расположение клеток ма-
крофагального ряда (клеток Купфера) по ходу 
синусоидов и рядом с сосудами (рис. 1 Г).

На 2-й неделе после инъекции ММСК 
в печень в 2 случаях из 12 в парен-
химе органа были найдены участки не-
крозов, в одном случае такое место было 
имбибировано эритроцитами (рис. 2 А).  
Еще у 3 крыс отметили некробиотические изме-
нения отдельно расположенных гепатоцитов с 
формированием мелких лимфогистиоцитарных 
инфильтратов и высоким содержанием сегмен-
тоядерных клеточных элементов в просвете 
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синусоидов (рис. 2 Б). В паренхиме органа было 
обнаружено яркое красное свечение только 
единичных клеток, расположенных как возле 
сосудов, так и вдали от них (рис. 2 В, 2 Г).

У 3 из 12 животных спустя 3 недели после 
использования ММСК в паренхиме печени 
были найдены длинные тонкие прослойки со-
единительной ткани, расширяющиеся в области 
сосудов и содержащие большое количество 
крупных клеточных элементов (более 30 мкм) 
с коричневым пигментом в цитоплазме (рис. 
3 А, 3 Б). Флюоресценция таких клеток была 
очень яркой, но чаще всего не отличалась по 
интенсивности и при установке родаминового 
фильтра, и на фоне применения фильтра Alexa 
Fluor 488 (рис. 3 В). Однако в некоторых клет-
ках, иногда сконцентрированных возле сосудов, 
единичные включения светились все-таки ин-
тенсивнее в условиях использования фильтра 
для родамина (рис. 3 Г).

Морфологически печень животных через 4 
и 5 недель после введения ММСК практически 
не отличалась от состояния в группе интактного 
контроля. Только в результате тщательного по-
иска на 4-й неделе было обнаружено несколько 
объектов с интенсивной флюоресценцией на 
фоне применения родаминового фильтра, эти 
объекты были небольшими, чаще пылевидны-
ми, имели правильную круглую форму и четкие 
границы. Причем такие светящиеся структуры 
не являлись артефактами, так как были рас-
положены непосредственно в плоскости среза 
и их резкость менялась вместе с резкостью 
печеночной паренхимы.

Считаем необходимым особо обратить 
внимание, что ни в одном наблюдении не было 
найдено дифференцировки введенных ММСК в 
гепатоциты: в последних никогда не было отме-
чено как свечения протеина GFP, так и присут-
ствия мембранного красителя Vybrant® CM-DiI.

А

В

Б

Г

Рис. 1. Печень крыс через 1 неделю после введения ММСК.
А – Балочная структура сохранена, синусоиды расширены. Окраска – гематоксилин-эозин. Ув. ×50.  
Б – Фрагмент рис. 1А. Расширение и гиперемия синусоидов, значительное увеличение численности эндо-
телиальных и купферовских клеток. Окраска – гематоксилин-эозин. Ув. ×200. В – Небольшие скопления 
расположенных поодиночке клеточных элементов с интенсивным красным свечением в условиях применения 
родаминового фильтра. Результат компьютерного совмещения изображений, полученных в люминесцентном 
режиме микроскопа с применением фильтров Alexa Fluor 488 и для родамина. Ув. ×50. Г – Все макрофаги 
расположены рядом с сосудами или вытянуты по ходу синусоидов. Иммуногистохимическая реакция с анти-
телами против антигена CD68. Окраска – диамидобензидином и гематоксилином. Ув. ×50.
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Обсуждение

Ожидалось, что после инъекции ММСК 
будут найдены их скопления в паренхиме пе-
чени. Очевидно, что отсутствие депо клеточ-
ных элементов, интенсивно светящихся при 
использовании фильтра для родамина, свиде-
тельствует о практически полной элиминации 
ММСК из нормальной печени к окончанию 
1-й недели. Вместе с этим существует веро-
ятность, что участок с максимальным объ-
емом ММСК, депо ММСК, просто не попал 
в плоскость среза, но, учитывая количество 
животных в группе, а также число срезов с 
каждого образца (3-5), такое предположение 
кажется маловероятным. ММСК не задер-
живаются в неповрежденной печени с неиз-
мененной микроциркуляцией и без исходного 

воспаления. Доказательством того, что ММСК 
при инъекции все-таки попали в печень, слу-
жит присутствие расположенных поодиночке 
интенсивно флюоресцирующих объектов в 
паренхиме, а также многочисленные призна-
ки асептического воспалительного процесса: 
геморрагии и гиперемия синусоидов, некроз 
групп и отдельных гепатоцитов, увеличение 
численности макрофагов и сегментоядерных 
нейтрофилов, формирование лейкоцитарных 
инфильтратов и развитие соединительной 
ткани.

Каким образом введенные ММСК были 
удалены из места инъекции и куда они активно 
или пассивно мигрировали в жизнеспособном 
виде или в качестве детрита, на данный момент 
точно судить невозможно. Но можно предполо-
жить проникновение их в ток крови по синусо-

А

В

Б

Г

Рис. 2. Печень животных спустя 2 недели после инъекции ММСК. 
А – Участок некроза с пропитыванием паренхимы форменными элементами крови, полнокровие синусоидов. 
Окраска – гематоксилин-эозин. Ув. ×50. Б – Некроз единичных гепатоцитов с формированием макрофа-
гально-лимфоцитарных инфильтратов, увеличение численности лейкоцитов в просвете сосудов. Окраска – 
гематоксилин-эозин. Ув. ×500. В – Клетка в паренхиме органа вдали от сосудов значительно ярче флюорес-
цирует красным цветом на фоне применения родаминового фильтра. Результат компьютерного совмещения 
изображений, полученных в люминесцентном режиме микроскопа с применением фильтров Alexa Fluor 488 
и для родамина. Ув. ×500. Г – В клеточных элементах, расположенных по ходу синусоидов, в условиях ис-
пользования родаминового фильтра ярко светятся мелкие цитоплазменные включения, часто расположенные 
вокруг ядра. Результат компьютерного совмещения изображений, полученных в люминесцентном режиме 
микроскопа с применением фильтров Alexa Fluor 488 и для родамина. Ув. ×500.
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А

В

Б

Г

Рис. 3. Состояние печени на 3-й неделе после использования ММСК.
А – Тонкая прослойка соединительной ткани проходит через паренхиму. Окраска – гематоксилин-эозин. Ув. ×200.  
Б – Фрагмент рис. 3а. Соединительнотканная прослойка содержит много крупных клеток с коричневым пиг-
ментом в цитоплазме. Окраска – гематоксилин-эозин. Ув. ×500. В – Тонкая прослойка со светящимися объ-
ектами, выстроенными в один ряд, проходит через паренхиму, в области сосудов флюоресцирующих структур 
больше и они расположены в несколько рядов. Свечение практически одинаковой интенсивности в условиях 
применения родаминового фильтра и при использовании фильтра Alexa Fluor 488. Результат компьютерно-
го совмещения изображений, полученных в люминесцентном режиме микроскопа с применением фильтров 
Alexa Fluor 488 и для родамина. Ув. ×500. Г – Фрагмент рис. 3в. Очень крупные клеточные элементы с 
флюоресцирующими цитоплазменными включениями расположены возле сосуда в несколько рядов. Свечение 
большинства клеток практически одинаковой яркости и при использовании фильтра для родамина, и при 
установке фильтра Alexa Fluor 488. Вместе с этим в одном случае включения в цитоплазме флюоресцируют 
более интенсивно красным цветом в условиях применения родаминового фильтра (стрелка). Ув. ×500.

идам и диссеминацию таким образом по всему 
организму или фагоцитоз макрофагами с по-
следующей их миграцией также в кровеносное 
русло или регионарные лимфатические узлы 
[3] с возможностью инициации там иммунной 
защиты против самих ММСК или каких-то их 
компонентов.

Клеточные элементы со свечением, распо-
ложенные в паренхиме поодиночке и неболь-
шими группами, скорее всего, являются макро-
фагами (клетками Купфера), самостоятельно 
фагоцитировавшими ММСК и их окрашенный 
детрит и в результате этого получившими спо-
собность к флюоресценции. В пользу того, что 
клетки, ярко светящиеся красным цветом при 
использовании фильтра для родамина, явля-

ются макрофагами, свидетельствуют несколько 
фактов. 

1. Расположение по ходу синусоидов и 
рядом с сосудами – типичное расположение 
печеночных макрофагов. Это еще раз подтверж-
дено иммуногистохимическим исследованием 
с использованием моноклональных антител 
против антигена CD68.

2. Разные размеры и формы клеточных 
элементов. Купферовские клетки на гистологи-
ческих срезах имеют звездчатую или вытянутую 
форму.

3. Светится не вся цитоплазма клеток, а 
четко очерченные овальные цитоплазменные 
включения разных размеров, являющиеся, 
скорее всего, лизосомами.

50 μm 20 μm

200 μm200 μm



12

В литературе есть данные, что макрофаги 
могут светиться при облучении ультрафиолето-
вым светом за счет аутофлюоресценции [4, 5] 
или фагоцитоза флюоресцентных веществ [6, 
7, 8], в том числе МСК [3]. Однако аутофлю-
оресценция клеток макрофагального ряда дает 
практически одинаковое свечение при установ-
ке фильтров Alexa Fluor 488 или для родамина.

Введенные ММСК являются аутологич-
ными, генетически идентичными, но все-таки 
могут отличаться от клеток организма-донора 
вследствие каких-то биохимических, физио-
логических или других свойств, изменившихся 
в результате культивирования [3]. Кроме того, 
ММСК содержат в геноме ДНК белка GFP, 
а в цитоплазме сам протеин, и ДНК и белок 
GFP являются чужеродными и могут вызвать 
реакции системы иммунитета. Кроме того, для 
трансфекции ДНК белка GFP был применен 
вирусный вектор, его фрагменты, сохраняю-
щиеся в клетках-мишенях (ММСК), тоже могут 
выступать в качестве антигена, спровоцировать 
включение иммунных механизмов и уничтоже-
ние инъецированных ММСК. В литературе есть 
данные, что после введения в ткани МСК очень 
быстро погибают вследствие резкого изменения 
условий жизнедеятельности [9, 10]. A. Babaei et 
al. [11] отмечают, что агрегаты стволовых клеток 
и клеток-предшественников, полученные из 
костного мозга и способные к восстановлению 
гемопоэтической системы после гамма-об-
лучения, после введения непосредственно в 
печень на фоне ее недостаточности полностью 
исчезали к 15-му дню.

Не исключено, что в процессе фагоцитоза 
детрита и самих введенных ММСК в макрофа-
гах может оказаться и белок GFP и его ДНК. 
Это может обеспечить интенсивное свечение 
фагоцитов зеленым цветом при облучении 
ультрафиолетовым светом с использованием 
фильтра Alexa Fluor 488 и отсутствие свечения 
в условиях применения фильтра для родамина. 
Кроме трансфекции генома белка GFP, мем-
браны ММСК дополнительно были окрашены 
красителем Vybrant® CM-DiI. При поглощении 
таких ММСК и накоплении в лизосомах окра-
шенных фрагментов макрофаги могут начать 
интенсивно флюоресцировать красным цветом 
в условиях применения родаминового фильтра 
при отсутствии свечения на фоне использова-
ния фильтра Alexa Fluor 488.

Существует вероятность, что при макрофа-
гальном лизисе ММСК ДНК белка GFP и сам 
этот протеин быстро деградируют, а Vybrant® 
CM-DiI или не разрушается ферментами лизо-
сом, или разрушается очень медленно. В резуль-
тате происходит накопление мембранного кра-

сителя в макрофагах, тем более, что эти клетки 
способны фагоцитировать не одну ММСК, а 
несколько. Если при постепенной деструкции 
уже поглощенных клеток процесс фагоцитоза 
продолжается, концентрация Vybrant-CM-Dil 
в фагоцитах может оказаться очень большой. 
Возможно, что Vybrant-CM-Dil не просто на-
капливается в макрофагах, а также окрашивает 
и их мембраны. Таким образом, макрофаги 
приобретают способность к интенсивной крас-
ной флюоресценции при облучении ультра-
фиолетовым светом с фильтром для родамина. 
И это свечение может быть значительно более 
выраженным, чем у инъецированных ММСК.

Возможно, что введенные ММСК, часть 
из которых быстро погибает из-за резкого из-
менения условий жизнедеятельности [9, 10, 11], 
а также содержащийся вместе с ними детрит 
непосредственно вызывают миграцию макрофа-
гов к месту инъекции и фактически являются 
причиной асептического воспалительного про-
цесса вследствие секреции провоспалительных 
цитокинов [12]. Следует отметить и наличие 
публикаций, которые, наоборот, сообщают о 
стихании воспаления в печени после введения 
МСК или их экзосом [1, 2]. ММСК быстро 
элиминируются из места инъекции в печени 
макрофагами, а также посредством кровенос-
ного и лимфатического русел [3], тогда как про-
текающая воспалительная реакция повреждает 
клетки печени и служит причиной обнаружен-
ных изменений.

При воспалении происходит выброс боль-
шого объема биологически активных веществ, 
меняющих кровоток, микроциркуляцию и 
сосудистую проницаемость. Все это приво-
дит к найденным кровоизлияниям, некрозу 
групп и единичных гепатоцитов, гиперемии, 
часто выраженной, и увеличению численности 
макрофагов, которые вместе с лимфоцитами 
и иногда нейтрофилами образуют скопления 
(инфильтраты) в месте гибели клеточных эле-
ментов органа.

Не исключено, что при инъекционном вве-
дении шприцем под давлением взвесь ММСК 
раздвигает и разрывает паренхиму печени. Раз-
рывы паренхимы происходят по ходу сосудов, 
так как периваскулярная клетчатка представляет 
собой рыхлую волокнистую соединительную 
ткань. В процессе такого повреждения печени 
происходит нарушение целостности кровенос-
ных сосудов и образуются геморрагии. Скорее 
всего, соединительнотканные прослойки, 
найденные в паренхиме печени некоторых 
животных, являются рубцом, сформированным 
в месте повреждения ткани печени и разви-
тия воспаления после введения ММСК под 
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давлением. А крупные коричневые клеточные 
элементы, присутствующие в таких прослойках 
в большом количестве, являются сидерофагами, 
фагоцитировавшими эритроциты, оказавшиеся 
в ткани печени при повреждении ее сосудов. 
По-видимому, сидерофаги в данном случае 
флюоресцируют очень ярко за счет фагоци-
тированного гемосидерина [8], но вследствие 
этого обнаруженное свечение имеет практи-
чески одинаковую интенсивность в условиях 
применения фильтров Alexa Fluor 488 или для 
родамина. Иногда в таких фагоцитах с корич-
невым пигментом, наряду с гемосидерином, 
содержится и детрит самих введенных ММСК, 
на что указывает красная флюоресценция от-
дельных включений.

Начиная с 3-й недели после инъекции 
ММСК резко уменьшается численность объ-
ектов с преимущественной флюоресценцией 
при использовании родаминового фильтра. 
Постепенно из паренхимы печени исчезают 
макрофаги с детритом ММСК, окрашенным 
Vybrant® CM-DiI и, соответственно, прида-
ющим способность фагоцитам светиться при 
облучении ультрафиолетовым светом через 
фильтр для родамина. Остается невыясненной 
причина исчезновения таким образом светя-
щихся макрофагов: миграция в другие органы 
и ткани, деструкция мембранного красителя с 
потерей им флюоресцентных способностей или 
постепенное снижение концентрации Vybrant® 
CM-DiI до минимальных значений вследствие 
передачи, разделения нелизированного детрита 
с другими фагоцитами [13].

Найденные на 4-й неделе единичные оваль-
ные объекты с четкими границами и очень 
интенсивным свечением при использовании 
фильтра для родамина, скорее всего, являются 
депозитами красителя Vybrant® CM-DiI, ока-
завшимися непосредственно в паренхиме после 
гибели, деструкции и элиминации введенных 
меченных им ММСК, или распада макрофа-
гов, фагоцитировавших такой детрит ММСК. 
В пользу чистого красителя, а не окрашенных 
клеточных элементов или их детрита, свидетель-
ствует полное отсутствие свечения подобных 
объектов при использовании фильтра Alexa 
Fluor 488.

Заключение

Таким образом, на основании вышеизло-
женного, можно сделать заключение, что после 
инъекции ММСК в печень интактных крыс 
обширные скопления, депо введенных клеточ-
ных элементов через 1 неделю отсутствуют у 
всех животных. В некоторых случаях, до 1/3 

наблюдений, в печени развивается асептическое 
воспаление, признаками которого являются 
микроциркуляторные расстройства, такие как 
расширение и полнокровие синусоидов, возрас-
тание численности сегментоядерных клеточных 
элементов в просвете синусоидов и некоторых 
сосудов, а также участки некрозов паренхимы 
и лимфогистиоцитарные инфильтраты. Затем, 
на 3-й неделе, в печени появляются длинные 
тонкие прослойки соединительной ткани, рас-
ширяющиеся в области сосудов и содержащие 
большое количество крупных клеточных эле-
ментов с коричневым пигментом в цитоплазме. 
Далее все изменения нормализуются, и на 4-й и 
5-й неделях морфологически печень животных 
практически не отличается от состояния у крыс 
из группы интактного контроля. Основными 
причинами обнаруженных изменений являются 
повреждение паренхимы печени при инъекции 
ММСК под давлением, когда взвесь клеточных 
элементов раздвигает и разрывает паренхиму 
печени по ходу сосудов, а также присутствие 
самих ММСК с трансфицированной ДНК 
белка GFP и их детрита, которые могут вызвать 
миграцию макрофагов к месту инъекции и 
быть причиной асептического воспалительного 
процесса. На протяжение всего эксперимента 
ни в одном случае не было найдено дифферен-
цировки введенных ММСК в клетки печени.
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