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Введение. Культивированные мезенхимальные стромальные стволовые клетки (МССК), выделенные из костного мозга 
(КМ), можно использовать для лечения обширных ран, однако это очень дорого, трудоёмко и возможно только через 
несколько дней после их получения  При этом цельный донорский КМ можно вводить системно непосредственно после 
травмы без выделения МССК, так как они содержатся в нём естественным образом  Это важно для предотвращения гибели 
и инвалидизации пострадавших  Цель исследования – изучение терапевтического потенциала цельного донорского КМ, 
пересаживаемого мышам-реципиентам после нанесения им механических травм  Методика. Эксперимент выполнен на 
38 животных  На следующий день после облучения в дозе 6,5 Гр 18 мышам-реципиентам линии C57BL/6 наносили реза-
ную рану в межлопаточной области спины, а затем вводили внутривенно 100 мкл суспензии клеток донорского цельного 
КМ, несущих маркерный ген зеленого флуоресцентного белка EGFP  Реципиентов забивали через 1, 2, 3, 7, 11, 14, 21, 28 
и 35 сут после трансплантации  Под флуоресцентным микроскопом изучали участки кожи, прилегающие к ране, а также 
дно раны и струп  Скорость заселения этих зон сравнивали со скоростью заселения участков кожи без раны на пояснице 
данных реципиентов и в межлопаточной и поясничной областях (20) у облучённых животных-реципиентов без травмы  
Результаты. Уже на следующий день после трансплантации в участках кожи, прилегающих к ране, и на дне раны обнару-
живали донорские клетки  Через 7 сут наблюдалось массированное заселение раны флуоресцирующими клетками раз-
личных типов; в то же время в участках кожи без раны на пояснице данных реципиентов донорские клетки появились 
в существенных количествах только через 11 сут  Донорские клетки сохранялись в коже по меньшей мере 35 сут после 
трансплантации без всяких признаков элиминирования  У животных без травмы заселение кожи донорскими клетками 
происходило медленнее, чем у травмированных, с похожим типом заселения обеих изучаемых зон (межлопаточной и 
поясничной)  Заключение. Полученные результаты позволяют предположить, что  повреждённые ткани выделяют цито-
кины, обладающие способностью привлекать большинство донорских клеток именно к ране  МССК цельного КМ заращи-
вали рану с очень большой скоростью, из чего можно предположить, что его трансплантация сразу после получения раз-
личных травм по эффективности может быть не хуже, чем лечение культивированными МССК, а по оперативности воздей-
ствия и экономичности намного его превосходить  
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Introduction. Cultured mesenchymal stromal stem cells (MSSC), isolated from the bone marrow (BM) may be used to treat exten-
sive wounds, but this treatment is very expensive, time consuming and possible only in several days after the injury  However, 
donor whole BM can be systemically administered directly after an injury without isolating MSSC because they are naturally con-
tained in the BM  This is important for preventing death and disability of accident victims  The aim of the work was to study the 
therapeutic potential of donor whole BM transplanted to recipient mice after inflicting a mechanical trauma  Methods. On the 
next day after irradiation at a dose of 6 5 Gy, recipient C57BL/6 mice were subjected to a cut wound in the interscapulum and then 
injected intravenously with 100 μl of cell suspension of the donor whole BM carrying a marker gene of the green fluorescent pro-
tein, EGFP  Recipients were sacrificed in 1, 2, 3, 7, 11, 14, 21, 28, and 35 days after transplantation  The bottom of the wound and the 
scab on it and also areas of the skin adjacent to the wound were examined by fluorescent microscopy  The rate of colonization of 
these zones was compared to the rate of colonization of non-injured lumbar skin areas of these recipients and interscapular and 
lumbar regions of irradiated recipients without traumas  Results. Already on the next day after transplantation, the donor cells 
were detected in skin areas adjacent to the wound and on the bottom of the wound  In 7 days, massive wound colonization with 
various types of fluorescent cells was observed; at the same time, substantial amount of donor cells appeared in the non-injured 
lumbar skin of these recipients only in 11 days  The donor cells remained in the skin for at least 35 days after transplantation with-
out any signs of elimination  Colonization of skin with the donor cells was slower in animals without than with wounds with a sim-
ilar type of colonization in both of the studied zones (interscapular and lumbar)  Conclusions. The study results suggested that 
damaged tissues secrete cytokines that are capable of attracting the majority of donor cells specifically to the wound  MSSC of the 
whole BM healed the wound very fast, which indicated that the MSSC transplantation immediately after a trauma is not inferior in 
effectiveness to the treatment with cultured MSSC and may be much superior in both promptness of the effect and cost-efficiency 
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Введение

В последние годы одним из основных направле-
ний в биомедицине является поиск эффективных ме-
тодов восстановления патологически изменённых, 
травмированных или изношенных органов и тканей. 
Наряду с другими методами, использование с этой це-
лью трансплантации цельного костного мозга (КМ) 
является весьма многообещающим. Её применение для 
лечения лейкозов является уже общеизвестным; в ря-
де стран созданы криохранилища для использования 
донорского аллогенного КМ в случаях, когда среди 

родственников больного не находится совместимого 
донора КМ для его пересадки. Перспективными явля-
ются предложения использования трансплантации 
криосохранённого цельного КМ для продления жиз-
ни и половой функции женщин [1, 2]. Не так давно 
стало известно, что возможно использовать не только 
цельный костный мозг, но и одну из его фракций –  
мезенхимальные стромальные стволовые клетки 
(МССК). Показано, что МССК можно культивиро-
вать на подложке, а затем после отслаивания переса-
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живать больным с обширными термическими ожога-
ми кожи [3]. Кроме того, МССК способны дифферен-
цироваться в остеогенном направлении, и это их 
свойство использовали для экспериментального лече-
ния животных с дефектами костной ткани [4]. Инъек-
ции или аппликации культивированных МССК уско-
ряли заживление ожоговых ран у мышей с индуциро-
ванным сахарным диабетом [5] и у людей с 
диабетическими трофическими язвами [6]. Успешность 
подобных операций не вызывает сомнения, однако ме-
тодика выращивания клеток требует высокой стериль-
ности, дорогостоящих питательных сред и посуды, уча-
стия квалифицированного высокооплачиваемого пер-
сонала. Кроме того, в течение несколько дней 
ожоговый больной или человек с другими обширны-
ми травмами кожи оказывается уязвимым для инфек-
ций и,  в конечном счёте,  может погибнуть раньше, 
чем мезенхимальные клетки будут выращены в объё-
ме, необходимом для трансплантации. Поэтому пред-
ставляется интересной идея использования для зажив-
ления ран кожи системного  введения цельного КМ. С 
целью изучения эффективности такого метода мы про-
водили мониторинг заселения донорскими клетками 
и их распределения на мышах линии C57Bl/6, кото-
рым непосредственно после получения травмы вводи-
ли цельный КМ от доноров с геном EGFP.  

Методика  

Работа одобрена этическим комитетом ФГБНУ НИ-
ИОПП. В эксперименте в качестве доноров исполь-
зовались самки мышей в возрасте 6-10 мес., несущие 
ген зеленого флуоресцентного белка (Enhanced Green 
Fluorescent Protein – EGFP, Tg(ACTB-EGFP)1Osb/J,),  
разводимые на основе инбредной линии C57BL/6 
EGFP-/-. Этот белок использовался как витальная мет-
ка для определения приживаемости клеток донора в 
организме реципиента линии C57BL/6. Животных со-
держали в виварии ИБК РАН по 1-4 мыши в клетке на 
рационе из гранулированного корма с дополнитель-
ной подкоpмкой зеpноcмеcью. 

Для подавления возможной иммунной реакции про-
водилось общее однократное облучение мышей-реци-
пиентов в дозе 6,5 Гр за 1 день до трансплантации кост-
ного мозга. Облучение животных проводилось на рент-
геновской установке РУТ-250-15-2 (РУМ 17), I=15мА, 
U=200кВ, с фильтрами из меди и алюминия, толщиной 
по 1мм каждый, мощность излучения 1 Гр/мин.

Костный мозг получали из бедренных костей до-
нора, несущего ген EGFP. Для этого донора  забивали  
дислокацией шейных позвонков, очищали кости от 
мягких тканей и растирали их в фарфоровой ступке в 

600 мкл фосфатно-солевого буфера (ФСБ). Получен-
ную массу фильтровали через капроновое сито с раз-
мером пор 70 мкм. Образовавшуюся суспензию дово-
дили буфером до нужного объёма (500 мкл). Костный 
мозг, полученный из двух бедренных костей одного до-
нора, использовали для 3-4 реципиентов. 

 Перед трансплантацией реципиентам проводили 
общую анестезию  введением внутрибрюшинно пре-
парата «Авертин» в дозе 2 мг действующего вещества 
на 20 г массы животного, представляющего собой рас-
твор 2,2,2-трибромэтанола в 2-метил-2-бутаноле. За-
тем в зоне между лопатками удаляли шерсть пинцетом, 
пока не получалась голая округлая площадка около 1,3 
см в диаметре. Затем кожу приподнимали пинцетом и 
вырезали её глазными ножницами до фасции мышц 
так, чтобы срез имел форму двояковыпуклой линзы 
длиной около 1 см и максимальной шириной около 7 
мм, по бокам которой оставалась голая кожа шириной 
2-3 мм. После этого животному распаривали хвост в 
тёплой воде, чтобы сделать хорошо заметными крове-
носные сосуды, и в боковую вену вводили суспензию 
клеток костного мозга донора в объёме 100 мкл (1,5х107 
клеток) инcулиновым шпpицем. До полного просыпа-
ния реципиент находился в отдельной клетке с подо-
гревом во избежание развития гипотермии. 

Пpи оcвещении cветом c длиной волны в диапа-
зоне 395–475 нм пересаженные реципиентам клет-
ки донора с ЕGFP флуоpеcциpовали в тканях реци-
пиентов  в зеленой облаcти cпектpа c макcимумом 
флуоpеcценции на длине волны 508 нм. В работе ис-
пользовали флуоpеcцентный микpоcкоп Axio-Imager 
Z1 c цветной цифpовой камеpой AxioCam MRc5 (Carl 
Zeiss, Геpмания). 

Мышей-реципиентов двух групп забивали дискло-
кацией шейных позвонков в соответствии с инструк-
цией American Physiological Society (1995 г) через 1, 2, 
3, 7, 11, 14, 21, 28 и 35 сут (животные с травмой) и че-
рез 1, 2, 3, 7, 11, 14, 21, 28, 35 и 50 сут (животные без 
травмы) после введения клеток КМ.   Животных обе-
их групп перед трансплантацией КМ облучали. 

Участки кожи без раны на пояснице животных-ре-
ципиентов с травмой являлись контролем для межло-
паточного участка кожи этих же животных, а животные-
реципиенты без травмы являлись контролем для живот-
ных-реципиентов с травмой. Наружные и внутренние 
поверхности кожи животных как с травмой, так и без 
неё, а также струп изучали без всякой фиксации, погру-
зив в каплю ФСБ. Повреждённую кожу отрезали по кон-
туру раны на расстоянии 2 мм от её края. Селезёнку ис-
следовали, чтобы сравнить скорость её заселения клет-
ками донора с таковой на участках повреждённой кожи. 
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Для этого селезёнку целиком помещали под микроскоп 
и просматривали при 50- и 100-кратном увеличении с 
двух сторон. После этого из её средней части вырезали 
лезвием поперечные слайсы, которые просматривали с 
2-х сторон при таком же увеличении.

Результаты

После облучения животных, нанесения им травмы 
и трансплантации донорских клеток краевые участки 
кожи, прилегающие к ране, просматривали целиком и 
в нарезанном на слайсы с помощью лезвия виде в све-
те флуоресценции. Использование флуоресцентного 
микроскопа для этой цели явилось достаточным, так 
как позволило просматривать исследуемые участки, ме-
няя только глубину резкости прибора. Для изучения ди-
намики заселения донорскими клетками в каждый из 
указанных выше сроков после трансплантации забива-
ли по 2 мыши из сравниваемых  групп. Результаты  за-
селения представлены в таблице. Уже через одни  сутки 
после трансплантации в крае кожи, прилегающем к ра-
не, обнаруживались как отдельно лежащие, так и в ви-
де небольших групп флуоресцируюшие недифферен-
цированные клетки округлой формы и одиночные фи-
б р о б л а с т ы .  Е д и н и ч н ы е  к р у г л ы е 
недифференцированные донорские клетки обнаружи-
вались также на дне раны. При этом селезёнка подопыт-
ных животных, которая предположительно должна бы-
ла сконцентрировать в себе максимум донорских кле-
ток, имела на своей поверхности чуть больше 
недифференцированных клеток, чем кожа вокруг ра-

ны, а на поперечном разрезе –  единичные фибробла-
стоподобные клетки. Через 2 суток после транспланта-
ции у одного из двух реципиентов было обнаружено по-
явление единичных светящихся клеток на наружной 
поверхности кожи вокруг раны, а на внутренней – фи-
бробластов и множества пролиферирующих круглых 
клеток. Дно раны не показывало изменений в заселе-
нии по сравнению с первыми сутками.

Через 3 сут после трансплантации на внутренней 
поверхности кожи и дне раны у обоих реципиентов об-
наруживались  как круглые клетки, так и фибробласты 
различной формы, причём наблюдалось выстраивание 
последних в цепочки. Около волосяных луковиц на-
блюдались небольшие скопления светящихся клеток. 
Такие же клетки появлялись у обоих реципиентов на 
наружной поверхности кожи, вырезанной для иссле-
дований, вокруг раны и струпа. Однако их общее ко-
личество было невелико по отношению ко всем клет-
кам исследуемых участков и за первые трое  суток  по-
сле трансплантации их прирост был мало заметен, 
поэтому для того, чтобы лучше увидеть разницу в за-
селении с течением времени, перед следующим иссле-
дованием был сделан 4-х-дневный перерыв. В то же 
время в коже без раны с поясничной области этих жи-
вотных светящихся клеток обнаружено не было.

Спустя 1 нед после трансплантации количество до-
норских клеток в коже вокруг раны и струпе увеличива-
лось многократно. На дне раны имелись участки с целы-
ми «вихрями» фибробластов (рис. 1, а). Между струпом 
и краем кожи образовывался вал, содержавший множе-

Таблица 

Результаты детекции клеток донорского цельного КМ, несущих маркерный ген зеленого флуоресцентного белка EGFP,  
у мышей-реципиентов с резаной раной.

Типы клеток Локализация Количество суток после трансплантации

1 2 3 7 11 14

Круглые недифференциро-
ванные

кожа вокруг раны + +++ +++ +++ +++ +++

дно раны + + ++ +++ +++ +++

кожа на пояснице (без раны) - - - - +++ +++

Фибробласты кожа вокруг раны + + ++ +++ +++ +++

дно раны - + ++ +++ +++ +++

кожа на пояснице (без раны) - - - + ++ - 

Дифференцированные
различных типов

кожа вокруг раны - - - + + +++

дно раны - - - + + +++

кожа на пояснице (без раны) - - - - - +++

Примечание. Условные обозначения: - отсутствие клеток в поле зрения;  + – единичные клетки в поле зрения; ++ – десятки клеток в по-
ле зрения; +++ – сотни клеток в поле зрения.
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ство светящихся клеток. В наружной части края кожи и 
струпа наблюдалось диффузное зелёное свечение, что го-
ворило о заселении всей толщи этих участков. При этом 
в срезах неповреждённой кожи с поясницы флуоресци-
рующие клетки присутствовали в незначительных коли-
чествах (рис. 1, б). В период с 7-х по 11-е сут после транс-
плантации происходило экспоненциальное размноже-
ние донорских клеток, в результате которого различие в 
степени заселения ими раны и кожи на пояснице оказа-
лось почти стёрто. В обеих зонах имелось множество кле-
ток, однако на пояснице наблюдалось некоторое преоб-
ладание круглых недифференцированных клеток, а в об-
ласти раны –  фибробластов. 

Через 2 нед после трансплантации заселение по-
вреждённой и неповреждённой зон круглыми донор-
скими клетками ещё усилилось, но в неповреждённой 
зоне флуоресцирующие фибробласты обнаружены не 
были, в то время как на дне раны наблюдались мно-
жество таких клеток. В обеих зонах появились стерж-
ни волос, содержащие клетки донора, а вокруг раны –  
адипоциты. Через 3 нед после трансплантации раны 
почти затянулись; но если в повреждённой зоне пре-
обладали фибробласты, причём сильно разветвлённые 
(рис. 1, в), то в неповреждённой – круглые клетки. Кро-
ме того, в зоне раны наблюдались закладка флуорес-
цирующих потовых желёз (рис. 1, г) и наличие боль-
шого количества адипоцитов с EGFP. Через 28 сут по-
сле трансплантации в обеих зонах к этому прибавились 
флуоресцирующие миофибробласты (рис. 1, д) и кера-
тиноциты. Донорские клетки появились в составе сте-
нок кровеносных сосудов реципиентов (рис. 1, е). Зо-
на раны заросла шерстью и стала незаметной. Через 35 
сут наблюдалось массированное заселение кожи реци-
пиентов флуоресцирующими клетками. Однако в не-
повреждённой коже концентрация круглых клеток и 
фибробластов была приблизительно в 5 раз ниже, чем 
в зоне раны.

У облучённых мышей без травмы через неделю по-
сле трансплантации и в межлопаточной, и в пояснич-
ной зонах наблюдались только единичные флуоресци-
рующие клетки (круглые и фибробласты), с типом за-
селения, схожим с тем, который был в коже без раны 
на пояснице травмированных мышей. Лишь к 11-м сут 
у животных без травмы заселение кожи донорскими 
клетками стало сравнимым с таковым у травмирован-
ных, но количество фибробластов было на порядок ни-
же, чем в области раны. Таким образом, скорость и ха-
рактер заселения у нетравмированных животных отли-
чались от тех, которые наблюдались у травмированных. 
Донорские клетки даже через 50 сут после трансплан-
тации детектировались в коже этих животных, причём 

давали такое мощное диффузное свечение, что со сто-
роны волос с трудом можно было рассмотреть отдель-
ные кератиноциты. 

Обсуждение

Работ по поиску возможностей использования 
цельного КМ для заместительной терапии как средства 
неотложной помощи при больших потерях кожи, ко-
торая может привести к инвалидности или даже смер-
ти, практически нет. В ряде работ для восстановления 
кожи после травм (ожогов) и радиационного пораже-
ния предлагается использование культивированных in 
vitro мультипотентных мезенхимальных стромальных 
клеток [5, 7-10]. Однако цельный костный мозг есте-
ственным образом содержит такие клетки, и его ис-
пользование без разделения на фракции и культиви-
рование могло бы стать экономичной альтернативой 
при оказании неотложной помощи. Для культивиро-
вания необходимо несколько дней, а такие материалы, 
как биодеградируемые мембраны «ЭластоПОБ» [7], 
коллагеновый гель с фибробластами  или пласт кера-
тиноцитов [9], возможно наносить только на очищен-
ную от некротизированных тканей поверхность, а не в 
глубь раны, т.е. её зарастание невозможно в нормаль-
ном порядке – снизу вверх, и идет с потерей времени.

Тот факт, что в нашей работе уже через 1 сут после 
трансплантации количество донорских клеток в тка-
нях раны сравнимо с их количеством в селезёнке, мо-
жет означать, что этот орган кроветворения привлека-
ет донорские клетки только незначительно сильнее, 
чем свежая рана. Вероятно, ткани раны выделяют ци-
токины, обладающие способностью привлекать до-
норские клетки в места повреждения. Поскольку уста-
новлено, что при наличии воспалительного процесса 
или ультрафиолетового облучения в коже синтезиру-
ются хемокины, способные привлечь к месту воздей-
ствия лейкоциты хозяина или предшественники кле-
ток Лангерганса донора соответственно [11, 12], такое 
объяснение кажется вполне допустимым. В то же вре-
мя оно противоречит утверждениям, что именно вве-
дение МССК может привлекать ранних эндотелиаль-
ных предшественников из кровяного русла и КМ хо-
зяина благодаря выделяемым МССК цитокинам, 
ростовым факторам и хемоаттрактантам [5]. 

Присутствие донорских клеток в организме реци-
пиентов уже через сутки после их введения, наблю-
даемое  в нашей работе,  подтверждает данные об их 
обнаружении через такой же срок в мозге смертель-
но облучённых мышей [13]. Известны даже данные, 
что МССК могут обнаруживаться у реципиентов уже 
через 1 ч после внутривенного введения, причём без 
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Рис. 1. Заселение кожи реципиента с резаной  раной спины клетками EGFP+-донора:

а – 1 нед после трансплантации – вихри фибробластов на дне раны;
б – 1 нед после трансплантации – кожа с поясницы;
в – 3 нед после трансплантации – сильно разветвлённые фибробласты на месте заживления раны;  
г – 3 нед после трансплантации – потовая желёза в восстановленном слое кожи;
д – 4 нед после трансплантации  – миофибробласты;
е – 3 нед после трансплантации – кровеносные сосуды 
а, б, в, д – ув  × 100, г, е – ув  × 200 
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применения облучения [14]. Массированное заселе-
ние донорскими клетками раны уже через 7 сут после 
их трансплантации и формирование за их счёт снача-
ла адипоцитов и стержней волос, а затем потовых же-
лёз, миофибробластов, кератиноцитов и даже стенок 
кровеносных сосудов говорит о высоком потенциале 
использования цельного КМ для неотложной заме-

стительной терапии, сопряжённом с относительной 
дешевизной метода по сравнению с культивировани-
ем МССК. Полученные нами данные сравнимы с дан-
ными по трансплантации культивированных МССК 
в область вокруг ожоговых ран у мышей с индуциро-
ваннным диабетом, которые вызывали развитие в них 
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грануляционной ткани, формирование волосяных фол-
ликулов и эпителизацию [5]. 

Кроме того, заселение ран донорскими клетками 
было устойчивым и наблюдалось нами в течение 5 нед 
(а заселение нетравмированной кожи – 50 сут). При-
нимая во внимание работы, в которых наблюдается за-
селение донорскими EGFP-клетками цельного кост-
ного мозга ряда органов и пожизненный устойчивый 
химеризм реципиентов [15], можно предположить, что 
эти клетки могут выполнять свою функцию до тех пор, 
пока она необходима организму. Работы, в которых за-
селение свежевыделенными МССК таких органов не-
облучённых животных, как тимус [16] и поджелудоч-
ная железа [14], продолжалось по меньшей мере 1 ме-
сяц, подтверждают такую возможность. 

Выводы

1. Стволовые клетки цельного костного мозга спо-
собны активно заселять участок раны, начиная с пер-
вых суток после трансплантации.

2. Массовое заселение раны донорскими клетками 
происходит уже через 7 сут  после трансплантации, что 
даёт быстрое заживление как с её краёв, так и с дна, т.е. 
осуществляется максимально естественным образом. 

3. Первоочередное заселение раны, сравнимое с за-
селением такого кроветворного органа, как селезёнка, 
говорит о наличии механизмов привлечения к ней ство-
ловых клеток донорского КМ, участвующих в заживле-
нии.
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