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Миграция в очаг поражения представляет собой фундамен‑
тальное свойство стволовых клеток млекопитающих. Это 
свойство открывает перспективы их практического примене‑
ния в онкологии для адресной транспортировки лекарствен‑
ных молекул. Доказана возможность целенаправленной миг‑
рации в очаг глиомы эмбриональных и взрослых нейральных 
стволовых клеток, но их применение ограничено. С практичес‑
ких позиций целесообразно использование гемопоэтических 
стволовых клеток. Целью работы стало изучение целенаправ‑
ленной миграции гемопоэтических стволовых клеток к очагу 
экспериментальной глиомы С6. Работа выполнена на крысах 
линии Вистар с использованием нейровизуализационного, 
общеморфологического, иммуногистохимического и иммуно‑
флуоресцентного методов. Полученные данные подтверждают 
возможность целенаправленной миграции гемопоэтических 
стволовых клеток к очагу глиальной опухоли в головном мозге 
у экспериментальных животных.

Одной из основных функций стволовых клеток (СК) 
взрослых млекопитающих является целенаправленная 
миграция к патологическому очагу для реализации 
генетически детерминированных программ репарации 
и саногенеза [1]. Этот феномен для эмбриональных 
нейральных СК показан в ряде экспериментальных 
нейробиологических работ [2, 7, 11]. В патологической 
зоне мозга нейральные СК либо замещают клеточный 
дефект, либо модулируют компенсаторно-восстанови‑
тельные процессы. Возможность целенаправленной 
миграции СК открывает широкие перспективы для их 
применения в онкологической практике.

Лечение опухолей мозга, в частности злокачес‑
твенных глиом, представляет собой чрезвычайно 
сложную задачу из-за большой инвазивности этих 
новообразований и необходимости преодоления 
противоопухолевыми лекарственными молекула‑
ми гематоэнцефалического барьера. В литературе 
описан высокий потенциал направленной миграции 
эмбриональных нейральных СК в головной мозг к 
очагу метастазов меланомы, мышиной аденокар‑
циномы легкого, а также человеческой глиоблас‑
томы [3, 4]. Вместе с тем миграция также является 
одним из фундаментальных свойств нейральных 

СК взрослых млекопитающих [1, 7]. В зрелом мозге 
они постоянно мигрируют из субвентрикулярной 
зоны в обонятельную луковицу, где трансформиру‑
ются в интернейроны [5]. Взрослые нейральные СК 
также способны накапливаться в опухолевом очаге 
[6]. Более того, при совместном культивировании 
их с клетками различных линий глиобластомы они 
подавляют рост опухолевых клеток и вызывают их 
гибель. С учетом высокого тропизма нейральных СК 
к нейроэпителиальным опухолям их неоднократно 
предлагалось использовать в качестве переносчиков 
противоопухолевых препаратов и для эффективного 
преодоления гематоэнцефалического барьера с целью 
доставки лекарственного вещества к месту действия 
[3]. Более того, обсуждается также вопрос о возмож‑
ности использования эндогенных клеток-предшест‑
венников не только в качестве транспортной системы, 
но и как источник восстановления поврежденных 
тканей центральной нервной системы [7, 13]. Однако 
существуют экспериментальные данные о возможном 
происхождении глиальных опухолей из нейральных 
СК и клеток-предшественников, что подтверждается 
общностью выявляемых генетических нарушений [6, 
8]. С этих позиций представляется целесообразным 
использовать с терапевтической целью СК, непосредс‑
твенно не вовлеченные в онкологический процесс. 
С практической точки зрения наиболее оправданным 
представляется использование гемопоэтических СК, 
мобилизованных из кровяного русла. Существуют 
разноречивые данные о тропности этих клеток к 
очагам глиальных опухолей, однако известно, что 
они довольно инертны по отношению к нормальной 
нервной ткани [9]. Цель настоящей работы состояла 
в изучении возможности целенаправленной мигра‑
ции гемопоэтических СК к очагу экспериментальной 
глиомы в головном мозге крыс.

Материал и методы. Клеточная культура крысиной 
глиомы линии С6 была получена из ФГБУ «Государс‑
твенный научный центр социальной и судебной пси‑
хиатрии им. В.П. Сербского» Минздрава России. Замо‑
роженную в жидком азоте аликвоту клеток глиомы С6 
в количестве 1×106 быстро размораживали, отмывали 
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центрифугированием от диметилсульфоксида, ресус‑
пендировали в 12 мл полной среды (DMEM, 20 % FBS, 
2 мМ L-глутамина, 25 мM HEPES, антибиотик-антими‑
котик 10000 ед./мл) и высаживали в 15-сантиметровые 
культуральные матрасы (Costar). Культивирование 
глиомы продолжали до образования монослоя. Далее 
клетки глиомы суспендировали с помощью фермен‑
тативной диссоциации (Try PLE Express, Invitrogen), 
в течение 10 мин при температуре 37 °С, отмывали от 
фетальной сыворотки раствором Хэнкса и ресуспен‑
дировали в диссоциирующем буфере (Invitrogen). Под‑
счет клеток производили в камере Горяева, проверяли 
их жизнеспособность окрашиванием трипановым 
синим и готовили аликвоты по 0,5×106 клеток, которые 
хранили в 1 мл среды.

Моделирование глиобластомы in vivo выполняли 
с помощью внутримозговой стереотаксической имп‑
лантации клеток С6. Работу проводили на 30 половоз‑
релых самках крыс линии Вистар массой 200–220 г в 
начале эксперимента. Клетки глиомы (5×105 клеток на 
животное) под кетаминовым наркозом имплантиро‑
вали в область каудопутамена с помощью стереотак‑
сического аппарата Narishige (Japan) по координатам 
атласа мозга крысы Swanson: Ар-1; L 3,0; V 4,5, TBS-2,4 
мм [10]. Клетки вводили с помощью гамильтоновского 
микрошприца, соединенного с инфузоматом, со ско‑
ростью 3 мкл/мин в объеме 10–15 мкл.

Гистологическое исследование проводили через 
2 часа и через 3, 8, 15, 21 сутки после имплантации. 
Животных выводили из эксперимента посредством 
глубокого наркотизирования, перфузировали тран‑
саортально 4 % параформальдегидом и серийные срезы 
толщиной 40 мкм приготавливали на замораживаю‑
щем микротоме (Reichert). Окрашивание препаратов 
проводили несколькими способами: для общего мор‑
фологического анализа срезы окрашивали по Нисслю 
(0,1 % крезилвиолет на 0,1 М ацетатном буфере, рН 3,3) 
и 0,1 % толуидиновым синим на том же буфере. Для 
визуализации очагов некроза в опухоли выполняли 
комбинированное окрашивание толуидиновым синим 
и 0,1 % ванадиевокислым фуксином (VAF) по методу 
И.В. Викторова [12].

Магнитно-резонансную томографию (МРТ-диа‑
гностику) головного мозга экспериментальным жи‑
вотным проводили на МР-томографе Biospec (Bruker) 
c применением специальной магнитной катушки для 
мелких лабораторных животных с напряженностью 
магнитного поля 15 Тл. Животных наркотизировали 
кетамином и выполняли венесекцию бедренной вены, в 
которую вводили пластиковую бранюлю (G27), соеди‑
ненную с длинным проводником, заполненным физ‑
раствором. После этого крыс помещали в магнитную 
катушку и получали стандартные Т1- и Т2-взвешенные 
изображения головного мозга во фронтальной и акси‑
альной проекциях. Затем в канюлированную бедрен‑
ную вену вводили МРТ-контраст («Магневист») и, не 
меняя геометрии, повторяли Т1-режим. Полученные 

Т1-взвешенные изображения с контрастированием 
сравнивали с аналогичными изображениями до вве‑
дения контраста. МРТ выполняли 10 крысам на 8-е и 
18-е сутки после имплантации клеток глиомы С6. Для 
определения объема опухоли на сканах МРТ измеряли 
площадь глиомы (в автоматическом режиме), которую 
затем умножали на толщину скана. Суммарный объем 
глиомы определяли как сумму объемов опухоли на 
каждом скане. После МРТ крыс выводили из экспе‑
римента, готовили гистологические срезы мозга и 
сравнивали их с МРТ-изображениями.

Использованные в эксперименте гемопоэтические 
CD34+-клетки (h_CD34+-клетки) были предоставлены 
ЗАО «Клиника восстановительной и интервенционной 
неврологии и терапии «Нейровита» (г. Москва). Для 
выделения популяции CD34+-клеток человека исполь‑
зовали метод иммуномагнитной сорбции (технология 
EasySep – Stemcell Tech Inc). Декстрановые иммуно‑
магнитные микрочастицы, конъюгированные с анти‑
телами к антигену CD34, инкубировали с препаратом 
мононуклеарных клеток, полученных путем обогаща‑
ющего центрифугирования из периферической крови 
человека после мобилизации клеток красного костного 
мозга колониестимулирующими факторами. После 
15 мин инкубации пробирку с клетками помещали в 
магнитный штатив. CD34+-клетки, содержавшие на 
себе магнитные микрочастицы, иммобилизовали и 
от остальных клеток отмывали фосфатным буфером. 
Пробирку извлекали из магнитного штатива, оставши‑
еся клетки собирали и анализировали на проточном 
иммуноцитофлуориметре с применением антител к 
CD34+. Чистота популяции составила 95,7 %.

Для введения h_CD34+-клеток в паренхиму голо‑
вного мозга животных с глиомой С6 их метили CFDA и 
вводили в контралатеральное полушарие на 0-й (n = 5) 
и 15-й (n = 5) день после введения клеток С6-глиомы. 
Координаты введения: Ар-1; D 3,0; V 4,5, TBS-2,4 мм 
[10]. Крыс обеих групп выводили из эксперимента 
через 1 (по 1 животному), 7 (по 2 животных) и 14 (по 
3 животных) суток. Мозг крыс перфузировали, фикси‑
ровали и готовили гистологические срезы толщиной 
50 мкм. Распределение клеток визуализировали при 
помощи флуоресцентной микроскопии.

Для внутривенного введения h_CD34+-клеток кры‑
сам с глиомой С6 их метили иммунофлуоресцентным 
трейсером (Invitrogen) и вводили внутривенно через 
15 дней после установления модели (n = 15 и 5 – без 
метки) в количестве 2,5∙Е6 на крысу. Через 3 (n = 5/2) 
и 5 (n = 5/3) дней крыс выводили из эксперимента. За 
15 мин до этого внутривенно вводили лектин, ме‑
ченный родамином для флуоресцентной визуализа‑
ции сосудов. Приготовленные гистологические срезы 
толщиной 50 мкм анализировали на флуоресцентном 
микроскопе.

Экспериментальная часть работы была одобре‑
на этическим комитетом Института биологии моря 
им. А.В. Жирмунского ДВО РАН.
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Результаты исследования. Гистологический анализ 
выявил наличие опухоли у всех животных. Ново‑
образование увеличивалось в соответствии со сро‑
ком, прошедшим после введения (рис. 1). Спустя 2 
часа размер очага глиомы вместе с треком составлял 
1,9±0,2 % от общей площади срезов каудопутамена; к 
21-м суткам происходило более чем тридцатикратное 
увеличение размеров опухоли (61,8±9,8 % от общей 
площади срезов). У двух крыс, которых удалось на‑
блюдать до 28 суток, глиома занимала 84,9±2,9 % 
площади срезов полушария, прорастала и разрушала 
базальные ядра, мозолистое тело и нижние слои коры 
мозга; наблюдалась выраженная внутричерепная 
дислокация и компенсаторное уменьшение объема 
контрлатерального полушария (рис. 1, г). Клетки 
глиомы характеризовались различной формой, разме‑
ром, а также выраженным полиморфизмом ядер, что 
соответствовало гистологической картине мульти‑
формной глиобластомы человека (рис. 2, а, б). Вследс‑
твие повышенного содержания рибонуклеопротеидов 
глиомные клетки окрашивались крезилвиолетом 
и толуидином более интенсивно, чем нормальная 
нервная ткань. Это позволило хорошо дифферен‑
цировать основной очаг опухоли и крупные очаги 
инвазии при световой микроскопии (рис. 2, в). Рас‑
пространение опухоли происходило по перивазаль‑
ным и периневральным пространствам (рис. 2, а, г). 
Окрашивание ванадиево-кислым фуксином позволи‑
ло визуализировать погибшие ацидофильные клетки, 
которые избирательно окрашивались в гранатовый 
цвет. С помощью VAF и толуидина в опухолевой 
ткани были обнаружены зоны центрального некроза, 
местами трансформирующиеся в кисты (рис. 1, г и 
3, а), а также многочисленные мелкие очаги, содер‑
жащие дегенерирующие опухолевые клетки (рис. 3, б).

МРТ также выявила наличие опухоли в стриатуме у 
всех исследованных крыс. При этом в Т2-взвешенном 

Рис. 1. Общий вид имплантированной глиомы С6:
а – через 2 часа (стрелка – место имплантации), б – через 3 суток, в – 
через 15 суток, г – через 28 суток. Окр. толуидиновым синим с VAF, ×20.

а б

в г

Рис. 2. Гистологическая характеристика глиомы С6:
а – общий вид опухоли, б – ядерный полиморфизм, в – перивазальная ин-
вазия (стрелки), г – периневральная инвазия (стрелка). Окр. крезило-
вым фиолетовым и толуидиновым синим;  а – ×100, б – ×1000, в, г – ×200.

а

б

в

г
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изображении наблюдали не только очаг опухоли, но 
и выраженный перифокальный отек, превышающий 
по объему размер самой глиомы. Проведение МРТ 
головного мозга в динамике позволило охарактери‑
зовать интенсивность роста глиомы в выбранных 
условиях. Спустя 8 суток после имплантации сред‑
ний объем опухоли составлял 121±18 мм3, и, таким 
образом, опухоль увеличивалась в объеме более чем 
в 10 раз за неделю (рис. 4, а). Спустя 18 суток после 
имплантации средний объем глиомы, по данным МРТ, 
составил 368,2±54,0 мм3, что более чем в 30 раз превы‑
шало введенный объем опухолевых клеток (рис. 4, б). 
Эти данные соответствовали динамике роста глиомы, 
определенной с помощью морфологических методов.

Рис. 3. Некроз клеток опухоли на 21-е сутки после 
имплантации:

а – зона центрального некроза, б – мелкие очаги некроза опухолевых 
клеток. Окр. толуидиновым синим с VAF; а – ×100, б – ×1000.

а

б

Рис. 4. МРТ головного мозга крысы с глиомой С6:
а – 8-е сутки после имплантации, б – 18-е сутки после имплантации; 
Т1-взвешанное изображение, контрастированное «Магневистом».

а б

Рис. 5. Флуоресценция гемопоэтических СК в мозге крысы 
с глиомой С6:

а – клеточный препарат, введенный в контрлатеральное полушарие 
на 1-й день после трансплантации опухоли, б –  миграция СК в сторону 
полушария с опухолью на 7-й день после трансплантации, в – миграция 
СК в сторону полушария с опухолью на 14-й день после транспланта-
ции, г – солокализация СК и микрососудов в зоне опухолевого роста; 
а – ×600, б–г – ×1000.

а

б

в

г
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На рис. 5 представлена направленная миграция ге‑
мопоэтических СК, введенных в контрлатеральное по‑
лушарие на сторону очага экспериментальной глиомы. 
Этот процесс был достаточно демонстративен на 7-е и 
14-е сутки. Непосредственно в очаге патологии клеток 
обнаружено не было. Мы объясняем это тем, что глиома 
С6 является очень агрессивной опухолью; только двум 
животным удалось прожить больше трех недель после 
имплантации, поэтому клетки, меченные флуоресцен‑
тным трейсером, скорее всего, не успевали достичь 
неоплазматического очага. Однако вопрос поступления 
СК в зону опухоли, связанный с созданием опреде‑
ленных условий хоуминга, требует дополнительных 
исследований. Вместе с тем ясно, что гемопоэтические 
СК, введенные в кровеносное русло, успешно достигали 
очага глиомы, где они обнаруживались в микрососудах 
в зоне опухоли (рис. 5, г). За пределами патологического 
очага гемопоэтические СК отсутствовали.

Обсуждение полученных данных. Имплантация 
крысам клеток глиомы линии С6 позволяет получить 
стандартную и воспроизводимую модель глиобласто‑
мы человека. Экспериментальная опухоль характе‑
ризуется быстрым инфильтративным ростом, выра‑
женным отеком вещества мозга с его деструкцией и 
участками геморрагий, что сопровождается картиной 
клинических симптомов. МРТ позволяет визуализи‑
ровать первичный очаг опухоли и область перифо‑
кального отека. Глиома С6 крыс, как и мультиформная 
глиобластома человека, накапливает гадолиний, содер‑
жащий контраст «Магневист», что позволяет детально 
визуализировать ее объемы в Т1 взвешенном режиме. 
Динамический анализ МРТ в различных режимах поз‑
воляет отслеживать скорость роста опухоли, динамику 
перифокального отека и внутричерепной дислокации. 
Гемопоэтические стволовые клетки, имплантирован‑
ные в полушарие, противоположное опухолевому 
очагу, так же как и введенные внутривенно, демонс‑
трируют общее свойство стволовых клеток – целе‑
направленно мигрировать к очагу патологии. Данное 
свойство может быть использовано для суперселек‑
тивной доставки иммунолипосомальных конструкций, 
содержащих противоопухолевые химиопрепараты 
или другие молекулы цитотоксического или цитоста‑
тического действия. Кроме того, возможна суперсе‑
лективная доставка рентгеноконтрастных веществ, 
радиоизотопных препаратов, сигнальных белков и 
наноконструкций, повышающих чувствительность 
опухолевых клеток к традиционным способам терапии. 
Перспективной представляется стратегия использова‑
ния гемопоэтических СК как транспортной системы 
адресной доставки биологической информации для 
локальной модуляции процессов апоптоза, что требует 
продолжения исследований в данном направлении.
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Summary – Migration to the lesion is a fundamental property of 
stem cells of mammals. This property offers good prospects for their 
practical applications in oncology for targeted transport of drugs. 
The opportunity of purposeful migration into the area of glioma 
embryonic and adult neural stem cells, but their use is limited. With 
the practices of appropriate use hematopoietic stream cells. The aim 
of the work was to study the ability of the irtargeted migration to 
the site of an experimental glioma C6 line. Work carried out on 
Wistar rats, used neuroimaging, histological, immunohistochemi‑
cal and immunofluorescence techniques. The results confirm the 
possibility of purposeful migration of hematopoietic stem cells to 
the site of glial brain tumors in experimental animals.
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