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Криоконсервация является единственным способом сохранения собственных стволовых клеток костного
мозга (КМ) для использования в регенеративной медицине или перед проведением аблативной терапии
злокачественных заболеваний. Трансплантация собственных стволовых клеток КМ (аутотрансплантация)
недостаточно изучена в плане взаимодействия пересаживаемых клеток с организмом хозяина (реципиен-
та). В связи с этим, целью данной работы явилась оценка эффективности сингенной трансплантации, как
модели аутотрансплантации, нативного или криоконсервированного КМ сублетально облученным мы-
шам-реципиентам. В качестве доноров использовали мышей, несущих ген зеленого флуоресцентного бел-
ка (GFP), разводимых на основе инбредной линии C57BL/6, в качестве реципиентов – мышей линии
C57BL/6. С помощью флуоресцентной микроскопии изучали динамику уровня химеризма в органах лим-
фомиелоидного комплекса системы крови (костного мозга, тимуса, селезенки, крови и кишечника) у мы-
шей-реципиентов в разные сроки после трансплантации им нативных или криосохраненных GFP+-кле-
ток донорского цельного сингенного КМ. Различия в способности заселения организма GFP+-клетками
оценивали по их процентному содержанию в суспензии клеток КМ, селезенки и тимуса реципиента.
GFP+-клетки у реципиентов, получивших размороженный КМ, появлялись в изученных органах на 7–8 сут
позже, чем у реципиентов после трансплантации нативного КМ. Однако уже через 14–21 сут после транс-
плантации относительное содержание клеток донора в исследованных органах у реципиентов обеих групп
достоверно не различалось. В тканях целых органов или их поперечных срезов (КМ, селезенки, тимуса и
кишечника) химеризм после трансплантации выявляли на 2–3 сут раньше, чем в суспензии этих органов.
Также было показано, что мезенхимальные клетки КМ донора участвуют в восстановлении стромы всех
исследованных органов, поврежденных радиацией, о чем свидетельствует присутствие в них фибробла-
стоподобных GFP+-клеток, особенно значительное в тимусе реципиентов обеих групп. Таким образом,
проведенные нами исследования показали, что клетки КМ, криоконсервированного по используемой ме-
тодике, оказались достаточно жизнеспособными для эффективного гистогенеза исследованных органов
системы крови.

Ключевые слова: аутотрансплантация, костный мозг, селезенка, толстая кишка, тимус, криоконсервирова-
ние, флуоресцентная микроскопия, GFP
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Стволовые клетки костного мозга (СККМ) име-
ют клиническое значение как потенциальные источ-
ники клеток для трансплантации в регенеративной
медицине и терапии рака. Способность к длительно-
му самообновлению и дифференцировке в различ-
ных направлениях предлагает большие перспективы
для замены нефункциональных или утраченных
клеток и регенерации поврежденных тканей. Транс-

плантация собственных СККМ (аутотранспланта-
ция) обеспечивает возможность их использования в
регенеративной медицине для замены поврежденных
клеток с многократным применением у людей без рис-
ка отторжения трансплантата (Карнаухов и др., 2014;
Otsu et al., 2014; Богданенко и др., 2015, 2020; Ra-
maswamy et al., 2018; Kovina et al., 2019). Хотя исполь-
зование СККМ в медицине имеет большие перспек-
тивы, их применение для лечения многих заболева-
ний находится на стадии разработок и клинических
испытаний. Кроме того, терапия на основе СККМ
требует регулярного мониторинга процесса регене-

Принятые сокращения: ГСК – гематопоэтические стволовые
клетки; КМ – костный мозг; МСК – мезенхимальные стро-
мальные клетки; СККМ – стволовые клетки костного мозга;
ФСБ – фосфатно-солевой буфер.
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рации ткани в течение периода полного выздоровле-
ния пациента (Biasco et al., 2016). Актуальной является
оптимизация процедур трансплантации, обеспечива-
ющих функциональную интеграцию, пролиферацию,
дифференцировку и миграцию трансплантированных
СККМ, необходимых для восстановления и замены
поврежденной ткани и их долгосрочной выживае-
мости в тканевой нише (Нимирицкий и др., 2018;
Wei, Frenette, 2018). В то же время для лечения мно-
гих заболеваний используют аутологичную и алло-
генную трансплантацию цельного КМ, в котором и
содержатся указанные СККМ. Преимущества вве-
дения цельного КМ, а не его отдельных фракций по-
казаны для процессов восстановительного гистоге-
неза костной ткани (Деев и др., 2006; Яковлева и др.,
2008), а также на модели экспериментального сахар-
ного диабета (Миллер и др., 2016).

Трансплантация сингенного либо совместимого
аллогенного КМ необходима для восстановления
процессов кроветворения после облучения, являю-
щейся частью терапии онкологических заболеваний
(Цуцаева и др., 1988; Shu et al., 2014). При этом крио-
консервированный КМ часто является единствен-
ным источником СК, доступным для своевремен-
ной терапии. Как было показано (Berz et al., 2007),
криоконсервирование цельного КМ является без-
опасным, поскольку при его трансплантации не на-
блюдаются значительные неблагоприятные исходы,
связанные с его неспособностью к приживлению,
недостаточностью его приживления или с развитием
реакции “трансплантат против хозяина”.

Исследование взаимодействия криоконсервиро-
ванных трансплантатов с организмом реципиента в
посттрансплантационный период является наибо-
лее важным для их практического применения (Цу-
цаева и др., 1988, 2009). При этом использование в
качестве доноров КМ мышей, несущих ген зеленого
флуоресцентного белка (GFP+-мыши), позволяю-
щего проводить визуализацию восстановления ис-
следуемых органов реципиента и однозначно свя-
зать процессы гистогенеза с донорскими клетками
(Kawakami et al., 1999), явилось удобным средством
оценки эффективности трансплантации КМ. Ранее
нами было показано (Сергиевич и др., 2018), что
КМ, криоконсервированный по методике, приме-
няемой для аутотрансплантации в клинической
практике лечения онкологических больных, оказал-
ся достаточно эффективным для выживания субле-
тально облученных мышей, однако наблюдалась бо-
лее высокая смертность животных в группе с транс-
плантацией криосохраненного КМ по сравнению с
нативным. Необходимо дальнейшее детальное изу-
чение приживаемости клеток криосохраненного
КМ доноров в организме реципиентов, особенно в
первые два месяца после облучения, когда наиболее
выражены проявления повреждающего действие ра-
диации на кроветворную и иммунную системы. В
связи с этим целью данной работы было сравнение
динамики уровня химеризма в органах лимфомие-

лоидного комплекса системы крови (костного моз-
га, селезенки, тимуса и кишечника) и в крови у суб-
летально облученных мышей-реципиентов в тече-
ние 50 дней после трансплантации им нативных или
криосохраненных GFP+-клеток донорского цельно-
го сингенного КМ.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Экспериментальные животные. Мыши содержа-
лись в виварии ИБК РАН по 1–3 мыши в клетке на
рационе из гранулированного корма с дополнитель-
ной подкоpмкой зеpноcмеcью. В качестве доноров
КМ использовали самок и самцов мышей в возрасте
3–5 мес., несущих ген зеленого флуоресцентного
белка (Enhanced Green Fluorescent Protein – EGFP,
Tg(ACTB-EGFP)1Osb/J,) разводимых на основе ин-
бредной линии C57BL/6 EGFP−/−. Трансген egfp в
клетках донора (GFP+-мыши) использовали как ви-
тальную метку для определения их приживаемости в
организме реципиента, не несущего этот трансген
(GFP−-мыши). При освещении светом c длиной вол-
ны в диапазоне 395–488 нм GFP флуоресцирует в зе-
леной области спектра c максимумом флуоресцен-
ции с длиной волны 508 нм. В качестве реципиентов
для трансплантации как нативного, так и разморо-
женного КМ использовали GFP−-мышей в возрасте
3–6 мес., предварительно подвергшихся действию
ионизирующего излучения в дозе 6.5 Гр, что соот-
ветствует дозе ЛД50/30 для данной линии мышей.
При такой дозе помимо заселения донорскими клет-
ками происходило восстановление органов и соб-
ственными клетками хозяина.

В качестве контроля для исследования степени
химеризма изучаемых органов использовали GFP+-
мышей, над которыми не проводили никаких мани-
пуляций (интактные GFP+-мыши). Всего в экспери-
менте использовали 120 мышей, по 3–5 животных на
каждую экспериментальную точку.

Облучение животных. Облучение мышей прово-
дили сотрудники Группы источников излучений
Института биофизики клетки РАН г. Пущино на
рентгеновской установке РУТ-250-15-2 (РУМ 17),
I = 15 мА, U = 200 кВ, с фильтрами из меди и алюми-
ния, толщиной по 1мм каждый, мощность излуче-
ния 1 Гр/мин. Мышей облучали в дозе 6.5 Гр, после
чего в экспериментальных группах мышей через 1 сут
проводили трансплантацию нативного или разморо-
женного КМ.

Выделение клеток КМ. Мышей-доноров выводи-
ли из эксперимента диcлокацией шейных позвон-
ков. КМ выделяли из двух бедренных костей донора
путем их измельчения в фарфоровой ступке с рас-
твором фосфатно-солевого буфера (ФСБ) в объеме
600 мкл и последующей фильтрацией через капро-
новый фильтр с размером пор 70 мкм. Общее коли-
чество выделенных ядерных клеток подсчитывали в
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камере Горяева. От 2-х бедренных костей получали
(5 ± 1) × 107 клеток.

Методика криоконсервирования. Для криоконсер-
вирования клеток КМ мышей использовали 10%-
ный раствор криопротектора ДМСО (Panreac, Испа-
ния) в 6%-ном растворе декстрана (ОАО “Биохи-
мик”, Россия) с молекулярной массой 60000 (поли-
глюкин). Эквилибрацию проводили в криопробир-
ках на 1.8 мл (TPP, Швейцария) на ледяной бане в
течение 6 мин во избежание гипертермии клеток в
соотношении клеточной суспензии и криопротекто-
ра 1 : 1 (по 500 мкл каждого), получая конечную кон-
центрацию криопротектора 5%. Замораживание
проводили в тех же пробирках в два этапа: на первом
пробирки помещали на 3 ч в контейнер для бесспир-
тового замораживания клеток CoolCell (Biocision,
США), в котором происходило охлаждение со ско-
ростью 1°С/мин в морозильнике при –80°С, на вто-
ром пробирки переносили в сосуды Дьюара с жид-
ким азотом. Перед трансплантацией проводили
быстрое размораживание клеточной суспензии на
водяной бане при 37°С. Жизнеспособность и мор-
фологию клеток до и после криоконсервирования
оценивали после окрашивания суправитальным
красителем трипановым синим в конечной концен-
трации 0.07% под микроскопом в проходящем свете
с использованием DIC (дифференциального интер-
ференционного контраста) и при освещении светом
c длиной волны 488 нм (поврежденные клетки флу-
оресцировали в красной области спектра).

Трансплантация КМ. Трансплантацию суспензии
клеток нативного КМ проводили сразу после выде-
ления, а криосохраненного – непосредственно по-
сле размораживания без удаления криопротектора с
учетом совпадения пола донора и реципиента. Суспен-
зию клеток в объеме 100 мкл для нативного и 200 мкл
для размороженного КМ вводили в боковую вену
предварительно разогретого при температуре 40–
42°С хвоста реципиента с помощью инсулинового
шприца. В указанных объемах содержалось в сред-
нем (1.3 ± 0.2) × 107 ядерных клеток. До трансплан-
тации КМ хранили в жидком азоте 14–30 сут.

Извлечение органов у реципиентов. Мышей выво-
дили из эксперимента на 1, 3, 6, 7, 11, 14, 22, 30, 40 и
50 сут после трансплантации, извлекали тимус, селе-
зенку и бедренные кости, помещали их в ФСБ, после
чего промывали и взвешивали. У кости осторожно
срезали эпифизы, диафизальную трубку разрезали
вдоль и разворачивали. В образовавшиеся две поло-
винки наносили по нескольку капель ФСБ. Участок
толстой кишки длиной около 0.5 см промывали от
содержимого и разрезали вдоль. Каплю крови заби-
рали из полости сердца.

Исследование органного химеризма в КМ, селезен-
ке, тимусе и кишечнике. Целые тимус, селезенку, а
также участок толстой кишки помещали на предмет-
ное стекло и наносили на них ФСБ во избежание вы-
сыхания; органы исследовали с 2 сторон. Тимус и се-

лезенку помещали в морозильную камеру на 5 мин
при –18°С, а затем делали поперечные срезы толщи-
ной 1–2 мм. Костный мозг исследовали в продоль-
ных половинах костей. Флуоресценцию GFP в орга-
нах изучали при увеличениях объектива 5×, 10×, 20×
и 40×, а в суспензии клеток КМ, селезенки и тимуса –
при увеличении 40×. В работе использовали флуо-
ресцентный микроскоп Axio-ImagerZ1 c цветной
цифровой камерой AxioCamMRc5 (CarlZeiss, Геpма-
ния).

Приготовление суспензии клеток костного мозга,
селезенки и тимуса. Тимус и селезенку протирали c
помощью скальпеля через капроновый фильтр c раз-
мером пор 70 мкм с промыванием ФСБ в объеме 1 мл
для тимуса и 2 мл для селезенки. КМ выделяли из од-
ной бедренной кости по методике, описанной выше.

Определение количества GFP+ клеток в органах ре-
ципиентов. По 10 мкл суспензии КМ, тимуса и селе-
зенки помещали на предметные стекла, покрытые
полилизином (Thermoscientific, Германия), и на-
крывали покровными стеклами 20 × 20 мм. Для
определения процента GFP+-клеток фотографиро-
вали 10–20 полей зрения равномерно по всему пре-
парату; одно и то же поле снимали дважды – в свете
флуоресценции и в проходящем свете с использова-
нием DIC, после чего подсчитывали среднее коли-
чество клеток в поле зрения (клеточность) и процент
флуоресцирующих клеток среди них. Количество
клеток на мазках подсчитывали с помощью про-
граммы CellAnalyzer-2 (Карнаухов и др., 2010).

Cтатиcтичеcкая обpаботка данныx. Данные обра-
батывали с использованием программы SigmaPlot
12.1. Доверительную вероятность Р определяли стан-
дартным образом c использованием t-критерия
Стьюдента. Результаты представлены как M ± m, где
M – среднее значение, m – стандартная ошибка.

РЕЗУЛЬТАТЫ
У используемых нами в качестве доноров КМ ге-

терозиготных GFP+-мышей количество GFP+-кле-
ток в суспензии КМ составило 46.1 ± 5.1%, в селе-
зенке – 50.8 ± 4.8% от общего количества ядерных
клеток, т.е. примерно половина ядерных клеток экс-
прессировала GFP. В то же время в суспензии тимуса
доноров присутствовало только 9.5 ± 1.0% GFP+-
клеток.

Было обнаружено, что через 1 сут после транс-
плантации как нативных, так и криосохраненных
клеток КМ в крови реципиентов присутствовали не-
многочисленные донорские GFP+ лейкоциты и от-
дельные тромбоциты. Затем через 5–7 сут их количе-
ство в крови мышей, получивших нативный КМ, зна-
чительно увеличивалось, появлялись яркие поля,
состоящие из тромбоцитов. Позднее, через 11–14 сут,
такая же картина наблюдалась и у животных, полу-
чивших криосохраненный КМ. Донорские клетки
присутствовали в организме обеих групп реципиен-
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тов вплоть до смерти животного (от 4 до 12 мес. после
трансплантации КМ).

В суспензии клеток КМ реципиентов, получив-
ших нативный КМ (рис. 1а, кривая 1), к 4-м суткам
после трансплантации количество донорских GFP+

клеток составляло уже более 15%, в то время как в
группе мышей, получивших криосохраненный КМ
(рис. 1а, кривая 2), количество GFP+-клеток начина-
ло увеличиваться только через 7 сут после транс-
плантации, однако к 14 сут их количество возрастало

выше 32%. Далее до конца периода наблюдения ко-
личество донорских GFP+-клеток в КМ животных
из обеих групп почти не различалось.

Сходные изменения наблюдали в суспензии кле-
ток селезенки реципиентов обеих групп. Так, замет-
ное увеличение количества GFP+-клеток в группе
мышей, получивших криосохраненный КМ (рис. 1б,
кривая 2), примерно на 7–8 сут отставало от такового в
группе мышей, получивших нативный КМ (рис. 1б,
кривая 1). Более низкое процентное содержание
GFP+-клеток в селезенке по сравнению с КМ у мы-
шей обеих групп в первую неделю после трансплан-
тации объясняется более значительным опустоше-
нием КМ у реципиентов после облучения.

Иная динамика изменения количества GFP+ кле-
ток отмечалась в суспензии клеток тимуса исследо-
ванных реципиентов. В группе мышей, получивших
нативный КМ (рис. 1в, кривая 1), незначительное
количество GFP+-клеток наблюдали, начиная с 6–
7-х сут после трансплантации (0.2–0.3%), и только с
11-х сут происходил заметный рост их количества. В
то же время в группе реципиентов, получивших
криосохраненный КМ (рис. 1в, кривая 2), через 6–
11 сут клетки донора в тимусе не обнаруживались,
однако с 14-х сут после трансплантации происходи-
ло резкое увеличение количества GFP+-клеток, до-
стигающее максимума на 30-е сут и несколько пре-
вышающее их количество к этому сроку в группе
мышей, получивших нативный КМ.

Более высокое количество донорских GFP+-кле-
ток в тимусе группы реципиентов с криосохранен-
ным КМ может быть связано с их меньшей иммуно-
генностью по отношению к организму реципиента.
Далее изменение числа донорских клеток в обеих
группах было сходным, однако превышающее про-
центное количество GFP+-клеток в тимусе интакт-
ных GFP+-мышей. Такое явление, вероятно, можно
объяснить тем, что у облученных мышей в тимусе
после почти полной его инволюции происходило
длительное восстановление органа с помощью
трансплантированных клеток донора, которые про-
лиферировали длительное время, сохраняя высокую
концентрацию GFP. Тем не менее, восстановление
тимуса происходило медленнее, чем КМ и селезен-
ки. Было также обнаружено, что при изменении ре-
жима замораживания (уменьшении времени предва-
рительного охлаждения) донорского КМ у облучен-
ных реципиентов тимус не восстанавливался, а в
КМ и селезенке восстановление происходило в
меньшей степени и не достигало уровня восстанов-
ления органов у мышей, которым трансплантирова-
ли нативный или криосохраненный КМ по исполь-
зуемой в данной работе методике.

Исследование флуоресценции GFP в целых орга-
нах и на их поперечных срезах позволило выявить
самые ранние этапы заселения органов донорскими
клетками, когда в суспензии они присутствовали в

Рис. 1. Динамика процентного содержания GFP+-клеток
донора в поле зрения в КМ (а), селезенке (б) и тимусе (в)
после трансплантации нативного (кривая 1) или криосо-
храненного (кривая 2) КМ облученным мышам.
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следовых количествах, либо вообще не обнаружива-
лись. Яркая флуоресценция GFP при сканировании
органов по всей поверхности с изменением глубины
резкости позволила наблюдать за локализацией до-
норских клеток в органе реципиента.

На рис. 2 приведены флуоресцентные микрофо-
тографии КМ (а, б) селезенки (в), участка толстой
кишки (г) и тимуса (в) интактных GFP+-мышей. Так
как используемые в качестве доноров GFP+-мыши
являются гетерозиготами, в тканях исследуемых ор-
ганов наряду с яркими зелеными колониями клеток,
экспрессирующих GFP, присутствуют темные
участки, образованные клетками без GFP, причем
распределение этих двух типов колоний является не-
равномерным по органу, что особенно четко про-
сматривается в селезенке и толстой кишке. В тимусе,
несмотря на то, что в паренхиме присутствует только
9.5 ± 1.0% GFP+-клеток, наблюдается самая высокая
из исследованных органов интенсивность флуорес-
ценции, обусловленная присутствующими в нем в
большом количестве эндотелиоцитами и эпителио-
ретикулоцитами, образующими строму органа.

В КМ реципиентов после трансплантации натив-
ного КМ уже через сутки на фоне выраженной гипо-
плазии собственной ткани обнаруживали мигриру-
ющие туда клетки донора (рис. 3а), а через 3–6 сут
были заметны многочисленные кроветворные клет-
ки, а также фибробластоподобные клетки донора и
образуемые ими волокна стромы (рис. 3б). У реци-
пиентов, получивших криосохраненный КМ, не-
большое количество донорских клеток в КМ обна-
руживали через 7 сут после трансплантации (рис. 3г),
а через 11 сут были видны отдельные колонии донор-
ских клеток (рис. 3д). Через 14 сут после трансплан-
тации (рис. 3в, е) флуоресцентная морфология КМ
реципиентов, получивших как нативный, так и
криосохраненный КМ, почти не отличалась от тако-
вой у интактных GFP+-мышей.

В селезенке реципиентов, получивших нативный
КМ, также через сутки после трансплантации обнару-
живали GFP+-клетки донора (рис. 4а), а через 3–6 сут
в селезенке этих животных количество GFP+-коло-
ний резко увеличивалось, обнаруживались фиброб-
ластоподобные клетки донора (рис. 4б). У животных,
которым трансплантировали криосохраненный КМ,
донорские клетки появлялись через 7 сут после
трансплантации (рис. 4г), через 11 сут количество
колоний также заметно увеличивалось (рис. 4д), а
через 14 сут флуоресцентная морфология селезенки
реципиентов была сходна с морфологией селезенки
интактных GFP+-мышей (рис. 4в, е).

В кишечнике реципиентов через сутки после вве-
дения нативного КМ обнаруживались отдельные
группы клеток КМ донора (рис. 5а), а через 3–6 сут на
поверхности органа появлялись многочисленные
фибробластоподобные GFP+-клетки (рис. 5б). К 11-м
сут после трансплантации уже четко просматрива-
лась яркая ячеистая структура основания ворсин и

Рис. 2. Распределение GFP+-клеток в КМ (а), селезенке
(б), кишечнике (в) и тимусе (г) интактных GFP+-мышей.
Стрелками указаны колонии флуоресцирующих и не-
флуоресцирующих клеток. Масштабный отрезок соот-
ветствует 50 мкм. Ув. об.: а – 40×, б, г – 5×, в – 10×.
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единичные пейеровы бляшки, состоящие из GFP+-
клеток донора, а на 14-е сут наблюдали уже много-
численные пейеровы бляшки (рис. 5в). У мышей,
получивших криосохраненный КМ, отдельные ко-
лонии донорских клеток обнаруживали на 11-е сут
после трансплантации (рис. 5г), где также были за-

метны фибробластоподобные клетки. На 14-е сут
(рис. 5д) флуоресцентная картина органа почти не
отличалась от таковой у реципиентов с транспланта-
цией нативного КМ и интактных GFP+-мышей. Од-
нако обращает на себя внимание тот факт, что у мы-
шей обеих экспериментальных групп количество

Рис. 3. Распределение GFP+-клеток в КМ облученных мышей-реципиентов после трансплантации нативного (а–в) или
криосохраненного (г–е) КМ от GFP+-мышей-доноров. Срок после трансплантации: а – 1 сут, б –6 сут, в, е –14 сут, г – 7 сут,
д –11 сут. Стрелками указаны появляющиеся донорские GFP+-клетки (а, г), флуоресцирующие волокна стромы (б) и коло-
нии донорских GFP+-клеток (д). Масштабный отрезок соответствует 50 мкм. Ув. об. 40×.

a б в

д ег

Рис. 4. Распределение GFP+-клеток в селезенке облученных мышей-реципиентов после трансплантации нативного (а–в)
или криосохраненного (г–е) КМ от GFP+-мышей-доноров. Срок после трансплантации: а – 1 сут, б – 6 сут, в, е – 14 сут, г –
7 сут, д – 11 сут. Стрелками указаны появляющиеся колонии донорских GFP+-клеток (а, г) и фибробластоподобные клетки
(б). Масштабный отрезок соответствует 50 мкм. Ув. об. 5×.
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флуоресцирующих пейеровых бляшек было заметно
более высоким (рис. 5е), чем у интактных GFP+-мы-
шей. Значительное количество пейеровых бляшек
оставалось у экспериментальных животных в тече-
ние всего периода наблюдения. Это, вероятно, мож-
но объяснить тем, что в организме облученных мы-
шей присутствует большое количество разрушаю-
щихся под действием радиации собственных клеток
и их фрагментов, что вызывает активацию иммун-
ной системы кишечника.

Так как после облучения происходит почти пол-
ная инволюция тимуса, применение GFP+ -мышей в
качестве доноров КМ позволило проанализировать
процессы адгезии и миграции клеток к доле тимуса
на самых ранних стадиях восстановления органа. У
облученных животных наблюдали выраженную
аплазию лимфоидной ткани, повреждение стромы и
жировое замещение органа. На 6-е сут после транс-
плантации в группе реципиентов с нативным КМ
среди жировой ткани обнаруживали малочисленные
дольки тимуса с мигрирующими туда клетками до-
нора, располагающимися около кровеносных сосу-
дов, и представленными как лимфоидными, так и
фибробластоподобными клетками (рис. 6а). К 11 сут
количество долек с заселившимися GFP+-клетками
донора заметно увеличивалось, с их участием начи-
нали восстанавливаться строма и корковое вещество
органа (рис. 6б). На 14-е сут после трансплантации в
этой группе мышей восстанавливалась типичная
форма тимуса, он уже состоял из двух долей, на по-
верхности органа были видны многочисленные
GFP+-эпителиоретикулоциты, формирующие стро-

му тимуса (рис. 6в). Однако дольки тимуса были за-
полнены лимфоидными клетками еще не полностью.
К 30-м сут увеличивалась плотность заполнения долек
тимуса лимфоидными клетками и наблюдалась их не-
значительная гиперплазия. У животных, получивших
криосохраненный КМ, на 11-е сут после транспланта-
ции в тимусе наблюдали только отдельные неболь-
шие вкрапления клеток донора (рис. 6г). Однако к
14-м сут после трансплантации структура тимуса уже
состояла из двух долей (рис. 6д), в которых происхо-
дило восстановление отдельных долек, немного ме-
нее интенсивное, чем в группе животных, получив-
ших нативный КМ. Далее восстановление продол-
жалось и к 30-м сут (рис. 6е) у этой группы мышей
плотность заполнения долек тимуса клетками доно-
ра даже несколько превысила таковую у мышей, по-
лучивших нативный КМ. К 40–50-м сут наблюдения
структура тимуса в обеих группах эксперименталь-
ных животных восстанавливалась и имела флуорес-
центную морфологию, сходную с тимусом интакт-
ных GFP+-мышей.

Итак, исследование суспензии клеток паренхимы
КМ, селезенки и тимуса реципиентов дало возмож-
ность оценить вклад клеток донора в регенерацию
органов по степени химеризма (доле флуоресцирую-
щих клеток) и показало, что появление GFP+-клеток
доноров у реципиентов, получивших размороженный
КМ, на 7–8 сут отставало от такового у реципиентов с
нативным КМ. Тем не менее, через 14–21 сут после
трансплантации количество клеток донора в иссле-
дованных органах у реципиентов обеих групп досто-
верно не различалось.

Рис. 5. Распределение GFP+-клеток в кишечнике облученных мышей-реципиентов после трансплантации нативного (а–в)
или криосохраненного (г–е) КМ от GFP+-мышей-доноров. Срок после трансплантации: а – 1 сут, б – 3 сут, в, д –14 сут, г –
11 сут, е – 30 сут. Стрелками указаны появляющиеся колонии донорских GFP+-клеток (а, г), флуоресцирующие фибробла-
стоподобные клетки (б) и пейеровы бляшки (в, д, е). Масштабный отрезок соответствует 50 мкм. Ув. об. 5×.

a б в

д ег



ЦИТОЛОГИЯ  том 63  № 6  2021

ФЛУОРЕСЦЕНТНАЯ ВИЗУАЛИЗАЦИЯ ДИНАМИКИ РАСПРЕДЕЛЕНИЯ 575

Исследование флуоресценции в целых органах
(КМ, селезенке, кишечнике и тимусе) позволило об-
наружить клетки донора в более ранние сроки после
трансплантации, чем в суспензии этих органов. Так-
же было показано, что мезенхимальные клетки КМ
донора участвуют в восстановлении стромы органов,
поврежденных радиацией, о чем свидетельствует
присутствие фибробластоподобных GFP+-клеток во
всех исследованных органах, особенно значитель-
ное в тимусе реципиентов обеих групп.

ОБСУЖДЕНИЕ

Восстановление достаточного количества СККМ
после криоконсервации считается ключевым усло-
вием успешной трансплантации. На восстановление
пула таких клеток могут влиять различные факторы,
в том числе недостаточное количество криосохранен-
ных клеток, часть которых может теряться при образо-
вании агрегатов при размораживании и отмывании от
криопротектора (Stiff at al., 1987; Цуцаева и др., 1988;
Бабийчук, Землянских, 2001; Костяев и др., 2016; Mo-
hammed et al., 2020). И хотя в настоящее время раз-
виваются новые технологии удаления криопротек-
тора без центрифугирования размороженной сус-
пензии КМ, разработка оптимальных (быстрых,
безопасных, простых, управляемых, эффективных и
недорогих) методов и устройств для удаления крио-
протектора с минимальными потерями и повреждени-
ями клеток остается нерешенной проблемой (Shu et al.,
2014). Применение нами методики с использовани-
ем непроникающего криопротектора полиглюкина

в сочетании с 5% ДМСО без отмывания от криопро-
тектора позволило в значительной степени устра-
нить проблему агрегации размораживаемых клеток
(Сергиевич и др., 2018).

Как нами было показано в данной работе, к 14–
21 сут после трансплантации криосохраненный КМ
по успешности восстановления органов не уступал
нативному КМ, и донорские клетки присутствовали
в организме реципиентов до конца его жизни, что
свидетельствует о приживаемости ранних (long-
term) предшественников СККМ (Randall, Weissman,
1997; Thanyaphong et al., 2002). Более высокая смерт-
ность облученных животных в группе с криосохра-
ненным КМ, вероятно, связана с низкой концентра-
цией пула именно короткоживущих (short-term)
СККМ, состоящих из общих миелоидных и мегака-
риоцито-эритроидных предшественников, присут-
ствие достаточного количества которых необходимо
для восстановления организма после облучения
(Sawai et al., 2016). Помимо гибели части клеток, при
замораживании у оставшихся клеток могут возни-
кать нелетальные обратимые холодовые поврежде-
ния, что сказывается на пролиферации, дифферен-
цировке и созревании различных популяций клеток
КМ. Именно обратимость таких изменений, а также
повышенная скорость накопления отдельных функ-
ционально полноценных популяций клеток по срав-
нению с нативным КМ (Цуцаева и др., 1988) приво-
дит к быстрому заселению органов реципиента
криосохранными клетками донора и высокой степе-
ни химеризма, что показано в нашем исследовании,
где клетки хранились в жидком азоте 14–30 сут. Это

Рис. 6. Распределение GFP+-клеток в тимусе облученных мышей-реципиентов после трансплантации нативного (а–в) или
криосохраненного (г–е) КМ от GFP+-мышей-доноров. Срок после трансплантации: а – 6 сут, б, г –11 сут, в, д – 14 сут, е –
30 сут. Стрелками указаны появляющиеся колонии донорских GFP+-клеток (а, г), флуоресцирующие строма долек (б) и эпи-
телиоретикулоциты (в, д). Масштабный отрезок соответствует 50 мкм. Ув. об. 5×.
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согласуется с данными о том, что клетки, хранивши-
еся в жидком азоте до 3–6 мес., сохраняли стабиль-
ный кариотип (Гринчук, Шилина, 2021). Одним из
возможных решений проблемы более высокой
смертности животных в группе с криосохраненным
КМ может быть введение, наряду с криосохранен-
ными клетками КМ, также криосохраненных, на-
тивных или модифицированных лимфоидных кле-
ток, что, как показано ранее (Цуцаева и др., 1988;
Maybury et al., 2016), приводило к увеличению про-
должительности жизни облученных реципиентов. В
медицинской практике также проводится перелива-
ние компонентов крови (эритроцитарная масса,
тромбомасса, плазма) совместно с криосохранен-
ным КМ.

Более высокое, чем у интактных GFP+-мышей,
процентное содержание GFP+-клеток, обнаружен-
ное нами в тимусе мышей-реципиентов после
трансплантации обоих видов КМ, может объяснять-
ся тем, что СККМ при трансплантации в облучен-
ный организм пролиферируют более активно, чем в
физиологических условиях (Sawen et al., 2016). Под
воздействием радиации происходит не только опу-
стошение органов системы крови реципиента, но и
разрушение стромы органов, что препятствует раз-
множению, миграции и дифференцировке гемато-
поэтических стволовых клеток (ГСК). В то же время
в суспензии клеток донорского цельного КМ наряду
с ГСК находятся и мезенхимальные стромальные
клетки (МСК), которые принимают участие в про-
цессах гистогенеза стромы органов и способствуют
восстановлению их морфофункциональных свойств,
что и было обнаружено нами при исследовании флу-
оресценции GFP в целых органах или на их попереч-
ных срезах у животных после трансплантации как
нативного, так и криосохраненного КМ. Так, было
показано, что клетки доноров образуют строму в ви-
де ретикулярной сети в КМ (рис. 7а), селезенке, ки-
шечнике и тимусе реципиентов, четко видную уже
при увеличении объектива 5×, а при увеличениях
20–40× в органах можно наблюдать отдельные фиб-
робластоподобные GFP+-клетки различной формы
и размеров (рис. 7б–д). В настоящее время общепри-
знано, что МСК являются основной составляющей
ниши ГСК в КМ и основным компонентом многих
известных в настоящее время факторов ниш (Ding,
Morrison, 2013; Cordeiro et al., 2016). В литературе
(Нимирицкий и др., 2018; Wei, Frenette 2018) обсуж-
даются данные о том, как ГСК и их потомство регу-
лируются взаимозависимой сетью МСК, нервных
волокон, сосудистой системы, а также других крове-
творных клеток. Облучение, как и другие миелоаб-
лативные технологии, повреждает строму и приво-
дит к опустошению и разрушению клеточных ниш
(Abbuehl et al., 2017). Мы полагаем, что после транс-
плантации происходила регенерация ниш во всех
исследованных нами органах, что можно заключить
из наблюдаемого процесса восстановления стромы

Рис. 7. Фибробластоподобные GFP+-клетки в КМ (а, б), се-
лезенке (в), кишечнике (г) и тимусе (д) облученных мышей-
реципиентов после трансплантации КМ от GFP+-мышей-
доноров. Стрелками указаны флуоресцирующие волокна
стромы (а) и фибробластоподобные клетки донора (б–д).
Масштабный отрезок соответствует 50 мкм.
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органов и полноценного их заполнения паренхи-
мальными GFP+-клетками донора.

Таким образом, проведенные нами в модельных
экспериментах сравнительные исследования дина-
мики уровня химеризма GFP+-клеток мышей-доно-
ров посредством их флуоресцентной визуализации в
органах реципиентов показали, что клетки КМ,
криоконсервированного по методике, используе-
мой в клинической практике для аутотранспланта-
ции при лечении онкологических больных, оказа-
лись достаточно жизнеспособными для эффектив-
ного гистогенеза исследованных органов системы
крови.
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Fluorescent Visualization of the Dynamics of Donor GFP+-Cells Distribution in Mouse 
Organs after Native or Cryopreserved Bone Marrow Transplantation

L. A. Sergievicha, *, E. V. Bogdanenkob, A. V. Karnaukhova, N. A. Karnaukhovaa, and I. A. Lizunovaa

a Institute of Cell Biophysics Russian Academy of Sciences, Pushchino, Moscow reg., 142290 Russia
b Institute of General Pathology and Pathophysiology, Moscow, 125315 Russia

*e-mail: larserg@mail.ru

Cryopreservation is the only way to preserve host’s bone marrow stem cells (BM) for use in regenerative medicine
or before ablative therapy of malignant diseases. The transplantation of BM own stem cells (autotransplantation) has
not been sufficiently studied in terms of the interaction of the transplanted cells with the host (recipient) organism.
Therefore, the aim of this work was to evaluate the effectiveness of syngeneic transplantation, as a model of auto-
transplantation, native or cryopreserved BM in sublethally irradiated recipient mice. Mice carrying the green fluo-
rescent protein (GFP) gene, bred on the basis of the C57BL/6 inbred strain, were used as donors, and C57BL/6 mice
were used as recipients. The dynamics of the chimerism level in the organs of the lymphomyeloid complex of the
blood system (bone marrow, thymus, spleen, blood and large intestine) in recipient mice at different terms after
transplantation of native or cryopreserved GFP+-cells of the donor’s whole syngeneic BM was studied by the f luo-
rescence microscopy. Differences in the ability to engraft the organism with GFP+-cells were estimated by their per-
centage value in the suspension of BM, spleen, and thymus cells of the recipient. GFP+-cells in recipients who re-
ceived thawed BM appeared in the studied organs 7–8 days later than in recipients after native BM transplantation.
However, 14–21 days later after transplantation, the relative number of the donor cells in the studied organs of the
recipients of both groups did not significantly differ. The chimerism was detected in the tissues of whole organs or
their cross-sections (BM, spleen, thymus, intestine) earlier than in the suspension of these organs after transplanta-
tion. It was also shown that the mesenchymal cells of the donor BM are involved in the stroma repair of all studied
organs damaged by radiation, as evidenced by the presence of fibroblast-like GFP+-cells in them, especially signif-
icant in the thymus of the recipients of both groups. Thus, our studies have shown that the BM cells cryopreserved
according to the used method were sufficiently viable to achieve the effective histogenesis of the investigated organs
of the blood system.

Keywords: autotransplantation, bone marrow, spleen, large intestine, thymus, cryopreservation, f luorescence mi-
croscopy, GFP
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