
гены & клетки  Том IX, № 3, 2014

Оригинальные исследования 217

е-mail: Yanakazmedhist1@rambler.ru

Травматическое повреждение спинного мозга 
приводит к гибели нейронов и глиальных клеток, из-
менению их структуры и функции, что проявляется 
демиелинизацией, дегенерацией нервных волокон и 
образованием глиального рубца [1, 2]. Несмотря на 
это, снижение числа сохранившихся нейронов при 
значительном повреждении серого вещества при-
водит к относительно небольшим функциональным 
нарушениям. Так, избирательное лиганд-опосредо-
ванное повреждение серого вещества крысы без 
затрагивания окружающих трактов существенно не 
влияет на подвижность конечностей [3]. Поэтому 
одной из главных задач генной терапии при травме 
спинного мозга считается поддержание и восстанов-
ление структуры и функции белого вещества. Реше-
ние этой задачи может быть осуществлено путём 
поддержания популяции олигодендроцитов, способ-
ных участвовать в ремиелинизации, и астроцитов, 
оказывающих нейротрофическое влияние и фор-
мирующих потенциальное пространство для роста  
аксонов [4].

Разрабатываемые терапевтические подходы с 
применением гена GDNF, как предполагается, смогут 
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На модели контузионной травмы спинного мозга крысы 
на уровне Т8 изучено влияние клеточно-опосредованной и 
прямой доставки в область повреждения гена глиального 
нейротрофического фактора (GDNF). Для поддержания по-
пуляции Cх47+-клеток в вентральных рогах (VH) наиболее 
эффективна однократная доставка в область повреждения 
аденовирусного вектора с геном GDNF (AdV-gdnf) при по-
мощи мононуклеарных клеток пуповинной крови человека,  
а в области вхождения задних корешков (DREZ) – прямая 
доставка (AdV-gdnf). Клеточно-опосредованная достав-
ка гена GDNF приводит к наиболее выраженным сдвигам 
в экспрессии маркерных белков астроцитов GFAP, S100B 
и AQP4 в вентральных канатиках (VF) белого вещества. 
При обоих способах доставки терапевтического гена по-
казано наиболее выраженное поддержание популяции 
GFAP+/S100B+-астроцитов. Полученные результаты сви-
детельствуют о том, что прямая и клеточно-опосредо-
ванная доставка гена GDNF в область травмы спинного 
мозга по-разному влияют на популяции глиальных клеток 
в конкретных областях мозга, что важно для выбора опти-
мального способа доставки терапевтических генов с целью  
стимулирования посттравматической нейрорегенерации. 

Ключевые слова: травма спинного мозга, аденовирус-
ный вектор, клетки крови пуповины, GDNF.

сдерживать развитие вышеуказанных патологиче-
ских реакций вторичного повреждения. GDNF ока-
зывает выраженное нейропротекторное действие, 
способствует миелинизации и росту аксонов [5, 6]. 
Однако данные о цитопротекторном влиянии этого 
фактора на состояние конкретных популяций глиаль-
ных клеток практически отсутствуют.

Способ доставки генов при помощи аденовирус-
ных векторов считается одним из наиболее перспек-
тивных и безопасных [7]. Показано, что локальная 
доставка в область травмы спинного мозга аденови-
русов с геном GDNF способствует восстановлению 
двигательной функции и предотвращает ретроград-
ную атрофию кортикальных мотонейронов [8, 9]. 
Однако применение аналогичной конструкции при 
травматическом повреждении головного мозга не 
устраняет функциональный дефицит и не влияет на 
сохранность области повреждения [10]. Исследова-
ния с различными способами доставки гена GDNF  
в большей степени направлены на изучение функци-
онального дефицита и сохранности серого вещества 
спинного мозга, оставляя без внимания изменения 
со стороны глиальных клеток. Поэтому в нашей  
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работе поставлена задача изучить влияние прямой 
и клеточно-опосредованной доставки аденовирусов 
с геном GDNF на фенотипические характеристики и 
количественный состав популяций глиальных клеток 
при травме спинного мозга крысы.

материал и методы

Эксперименты проведены на 42 белых лабора-
торных крысах, самках и самцах весом 200–250 г. 
Содержание и работу с лабораторными животными 
проводили в соответствии с требованиями приказа 
МЗ РФ от 23 августа 2010 г. № 708н «Об утверж-
дении Правил лабораторной практики». Проведение 
исследования одобрено локальным этическим коми-
тетом Казанского государственного медицинского 
университета. Животных содержали в отдельных 
клетках, со стандартным суточным режимом и сво-
бодным доступом к воде и корму. Крыс наркотизи-
ровали путём внутрибрюшинной инъекции хлоралги-
драта (Sigma, США) (80 мг/мл, 0,4 мл на 100 г). 
Всем животным проводили ламинэктомию на уровне 
T8, после чего наносили дозированную контузион-
ную травму спинного мозга металлическим стерж-
нем весом 10 г строго на центр визуализируемого 
участка с высоты 25 мм [11]. Получение мононукле-
арной фракции клеток пуповинной крови человека 
(UCBMC) и рекомбинантного аденовируса с клониро-
ванным геном GDNF (AdV-gdnf) было описано нами 
ранее [12, 13]. Сразу после нанесения травмы в 
экспериментальной группе с клеточно-опосредован-
ной доставкой гена (UCBMC+AdV-gdnf, n = 11) вво-
дили UCBMC, трансдуцированные AdV-gdnf по 1 млн  
в 5 мкл DPBS (БиолоT, Россия) в 2 точки на рас-
стоянии 1 мм ростральнее и каудальнее эпицентра 
травмы и 0,5 мм латеральнее срединной линии при 
помощи гамильтоновского шприца (Sigma, США).  
В опытах с прямой доставкой гена (AdV-gdnf, n = 15) 
в аналогичных условиях эксперимента вводили по 
3,2×106 pfu аденовируса AdV-gdnf в те же точки. Жи-
вотным контрольной группы (AdV-egfp, n = 16) в том 
же количестве и в тех же условиях вводили адено-
вирус с геном усиленного зелёного флyоресцентного 
белка (EGFP). В течение 7 сут. после операции всем 
экспериментальным животным внутримышечно вво-
дили гентамицин (5 мг/кг) один раз в сутки. Забор 
материала осуществляли через 30 сут. после опера-
ции по методике, описанной ранее [14]. 

Иммунофлуоресцентные реакции проводили на по-
перечных срезах спинного мозга толщиной 20 мкм,  
полученных на микротом-криостате НМ560 Cryo-
Star (Carl Zeiss). Для идентификации антигена 
срезы инкубировали с первичными антителами 
против белка S100B (Dako, 1:1200), глиального 
фибриллярного кислого белка (GFAP, Santa Cruze, 
1:200), аквапорина 4 (AQP4, Santa Cruze, 1:150), 
коннексина 47 (Cх47, Invitrogen, 1:250) в течение 
ночи при 4°C, промывали в фосфатно-солевом бу-
фере и затем инкубировали с вторичными антите-
лами, конъюгированными с флуоресцентными кра-
сителями anti-mouse Alexa 647 (Invitrogen, 1:250), 
anti-rabbit Alexa 555 (Invitrogen, 1:250), anti-goat 
Alexa 488 (Invitrogen, 1:250) в течение 2 ч при ком-
натной температуре. Для визуализации ядер кле-
ток срезы дополнительно окрашивали раствором 
4’,6-диамидино-2-фенилиндола (DAPI, 10 мкг/мл 
в фосфатно-солевом буфере, Sigma). Окрашенные 
срезы заключали в среду, поддерживающую флуо-

ресценцию, изучение и оцифровку изображений про-
водили при помощи конфокального сканирующего 
микроскопа LSM 780 (Carl Zeiss).

Количество Cх47+-клеток подсчитывали на 
оцифрованных изображениях с помощью програм-
мы LSM Image Examiner в 3 фиксированных зонах 
серого и белого вещества площадью 0,04 мм2: 
вентро-медиальная область вентральных канатиков 
(VF), вентральные рога (VH), область вхождения 
задних корешков (DREZ). Интенсивность свечения 
белков S100B, GFAP, AQP4 и коэффициент их ко-
локализации анализировали при помощи програм-
мы ZEN 2012. Значение интенсивности выражали  
в условных единицах, которые рассчитывали как 
соотношение флюоресцирующих точек (пикселей)  
в пределах данного участка к несветящимся (шкала 
от 0 до 256). Коэффициенты колокализации рас-
считывали как соотношение колокализованных пик-
селей к общему количеству детектируемых в данном 
канале пикселей и могли быть числами от 0 (нет 
колокализации) до 1. Результаты морфометрии об-
рабатывали с использованием дисперсионного ана-
лиза ANOVA.

результаты

К 30 сут. после травмы в опытных и контрольной 
группах во всех исследуемых зонах спинного мозга 
выявлены клетки, экспрессирующие Cх47, харак-
терный для олигодендроцитов и S100B+-астроцитов 
[15]. Максимальное количество указанных клеток 
обнаружено в зоне VH на расстоянии 0,5 см от эпи-
центра травмы в ростральном направлении в группе 
UCBMC+AdV-gdnf, где количество Cx47+-клеток 
более чем в 2 раза превышает этот показатель в 
группах AdV-gdnf и AdV-egfp (рис. 1 А, В–З). В зонах 
DREZ и VF на расстоянии 0,5 см от эпицентра травмы 
в ростральном направлении достоверная разница не 
прослеживается при сравнении обеих опытных групп. 
Однако численность популяции Cх47+-клеток во всех 
исследуемых зонах в опытных группах UCBMC+AdV-
gdnf и AdV-gdnf больше, чем в контрольной группе 
(AdV-egfp), где терапия не проводилась. 

В группе UCBMC+AdV-gdnf в зоне DREZ при уда-
лении от эпицентра травмы на расстояние 1 см в 
ростральном направлении количество Cх47+-клеток 
уменьшается, в остальных областях достоверных 
изменений не выявлено (рис. 1 Б). В группе AdV-
gdnf увеличение количества Cx47+-клеток выявлено 
во всех исследованных зонах. В DREZ количество 
этих клеток возрастает более чем в 2 раза в груп-
пе AdV-gdnf по сравнению с животными из опытной 
группы (UCBMC+AdV-gdnf) и контрольной группы 
(AdV-gdnf) (рис. 2 И–О). В группе AdV-egfp в бе-
лом веществе на расстоянии 0,5 и 1 см в ростраль-
ном направлении от эпицентра травмы количество 
Cx47+-клеток меньше, чем в сером веществе.

Таким образом, популяция Cх47+-клеток до-
статочно сильно реагирует на повреждение и про-
водимую терапию как в области белого, так и 
серого вещества. Однако применение клеточно-опо- 
средованной доставки гена GDNF (UCBMC+AdV-gdnf)  
в большей степени влияет на количество Cх47+-
клеток в VH, а прямая доставка AdV-gdnf в DREZ.

При проведении иммунофлуоресцентных реак-
ций в исследуемых зонах экспериментальных групп 
выявлены клетки, экспрессируюшие белки GFAP, 
S100B и AQP4, характерные для различных популя-
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ций астроцитов [16–18]. Наибольшая интенсивность 
свечения GFAP обнаружена в группе UCBMC+AdV-
gdnf в зонах VH и VF, где имеется достоверная раз-
ница по сравнению с группами AdV-gdnf и AdV-egfp 
(рис. 2 А). В DREZ статистически значимых разли-
чий по экспрессии белка GFAP между исследуемыми 
группами не найдено.

В группе UCBMCs+AdV-gdnf в зоне VF обнару-
жена наибольшая интенсивность свечения белка 
S100B, где данный показатель больше аналогичного 
в группах AdV-gdnf и AdV-egfp на 87,6% и 81,4%, 
соответственно (рис. 2Б). В DREZ установлено до-
стоверное отличие по экспрессии белка S100B 
между двумя опытными группами и контрольной, а 
в VH статистически значимых различий по данному 
показателю не найдено.

Как в группе с клеточно-опосредованной 
(UCBMC+AdV-gdnf), так и прямой доставкой гена 
GDNF (AdV-gdnf) в зоне VF обнаружена наибольшая 
интенсивность свечения белка AQP4, где данный по-
казатель больше аналогичного в контрольной группе 
(AdV-egfp) на 51,1% и 54,4%, соответственно (рис. 
2 В). В DREZ и VH достоверных различий по экспрес-
сии AQP4 между исследуемыми группами не найде-
но. Становится очевидным, что содержание AQP4 в 
клетках астроцитарной глии наиболее стабильно и 

данный белок в меньшей степени реагирует на про-
водимую терапию.

Анализ колокализации белков GFAP, S100B и 
AQP4 в исследуемых зонах серого и белого веще-
ства свидетельствует о наличии нескольких популя-
ций астроцитов, в которых экспрессия исследуемых 
белков различна в зависимости от вида терапии 
или ее отсутствия (табл. 1). Наибольший коэффи-
циент колокализации обнаружен между белками 
GFAP и S100B в зоне VF в обеих опытных группах. 
Также остается высоким данный показатель в груп-
пах с прямой (AdV-gdnf) и клеточно-опосредован-
ной (UCBMC+AdV-gdnf) терапией в зонах DREZ и 
VH, тогда как в контрольной группе этот показатель 
достоверно ниже. Коэффициент колокализации 
для белков GFAP/AQP4 и S100B/AQP4 составля-
ет менее 0,5 для всех исследуемых групп в зонах 
DREZ и VH (рис. 3). Достоверных различий в по-
казателе колокализации для указанных пар белков 
внутри групп не найдено. В VH коэффициент коло-
кализации указанных пар белков достоверно выше 
в контрольной группе (AdV-egfp) по сравнению  
с опытными группами. В связи с отсутствием до-
стоверных различий в показателе колокализации  
между группами следует, что наиболее стабильной 
является популяция S100B+/AQP4+-клеток в VF.

Рис. 1. Количество Cх47+-клеток (ось ординат) в фиксированных зонах серого и белого вещества на расстоянии 
0,5 (А) и 1 (Б) см от эпицентра травмы в ростральном направлении (ось абсцисс), 30 сут. после операции. 
Черные столбцы – группа UCBMCs+AdV-gdnf, белые – группа AdV-gdnf, серые – группа AdV-egfp.  
Правая панель – экспрессия Cх47 (красный) в зоне VH (В-З) и DREZ (И-О) на расстоянии 0,5 и 1 см от эпицентра 
травмы в ростральном направлении, соответственно. В, Е, И, М – группа UCBMCs+AdV-gdnf;  
Г, Ж, К, Н – группа AdV-gdnf; Д, З, Л, О – группа AdV-egfp. Визуализация ядер – DAPI (синий).  
Конфокальная микроскопия. Бар: 10 мкм.
*различия между группами статистически значимы при p<0,05

А

Б

VH

DREZ
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коэффиценты ко-локализации белков GFAP, S100B и AQP4 на расстоянии 1 см  
от эпицентра травмы в ростральном направлении в зонах DREZ, VF и VH 

Экспериментальные группы GFAP/S100B GFAP/AQP4 S100B/AQP4

DREZ

UCBMC+AdV-gdnf 0,722±0,026* 0,471±0,047 0,48±0,051

AdV-gdnf 0,709±0,054* 0,351±0,054# 0,31±0,114#

AdV-egfp 0,472±0,058 0,44±0,044 0,45±0,05

VF

UCBMC+AdV-gdnf 0,756±0,052* 0,567±0,109 0,576±0,110

AdV-gdnf 0,763±0,07* 0,517±0,148 0,537±0,142

AdV-egfp 0,615±0,066 0,655±0,076** 0,586±0,058

VH

UCBMC+AdV-gdnf 0,736±0,011* 0,382±0,066 0,397±0,069

AdV-gdnf 0,722±0,034* 0,336±0,05 0,359±0,05

AdV-egfp 0,527±0,098 0,454±0,064** 0,455±0,076**

* – различия с контрольной группой (AdV-egfp) статистически значимы при p<0,05; ** – различия с 1-й (UCBMC+AdV-gdnf) 
и 2-й экспериментальными (AdV-gdnf) группами статистически значимы при p<0,05;  # – различия с 1-й эксперимен-
тальной (UCBMC+AdV-gdnf) и контрольной (AdV-egfp) группами статистически значимы при p<0,05.

Рис. 2. Интенсивность флуоресценции белков GFAP (A), S100B (Б) и AQP4 (В) в условных единицах (ось ординат) 
в фиксированных зонах серого и белого вещества на расстоянии 1 см от эпицентра травмы в ростральном 
направлении (ось абсцисс), 30 сут. после операции. Черные столбцы – группа UCBMCs+AdV-gdnf;  
белые – группа AdV-gdnf; серые – группа AdV-egfp. Правая панель: экспрессия GFAP, S100B и AQP4 в зоне VF  
на расстоянии 1 см от эпицентра травмы в ростральном направлении. Конфокальная микроскопия. Бар: 20 мкм.
*различия между группами статистически значимы при p<0,05

А

Б

В
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Рис. 3. 
Ко-локализация белков 
GFAP/S100B (А)  
и GFAP/AQP4 (Б)  
в зоне DREZ в группе 
UCBMCs+AdV-gdnf  
на расстоянии 1 см  
от эпицентра травмы  
в ростральном 
направлении. 
GFAP (красный),  
S100B (желтый), 
AQP4 (зеленый). 
Конфокальная 
микроскопия, трехмерная 
реконструкция.  
Бар: 5 мкм

А Б

Таким образом, установлено, что клеточно-опо-
средованная терапия (UCBMC+AdV-gdnf) приводит 
к наиболее выраженным сдвигам в показателе экс-
прессии белков GFAP, S100B и AQP4 астроцитами 
в вентральных канатиках белого вещества спинного 
мозга. Полученные результаты коэффициентов ко-
локализации свидетельствуют о том, что клеточ-
но-опосредованная и прямая доставка гена GDNF в 
большей степени поддерживают популяцию GFAP+/
S100B+-клеток.

обсуждение

Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что прямая и клеточно-опосредованная доставка 
гена GDNF в область травмы спинного мозга по-
разному влияет на количественный показатель по-
пуляций олигодендроцитов и экспрессию белков 
астроцитарной глией.

Cx47 является белком щелевых контактов и 
экспрессируется преимущественно олигодендро-
цитами и S100B+-астроцитами [15]. В нашем экс-
перименте клеточно-опосредованная доставка гена 
GDNF (UCBMC+AdV-gdnf) в большей степени вли-
яла на количественный показатель Cх47+-клеток 
во всех исследуемых областях вблизи эпицентра 
травмы. Прямая генная терапия (AdV-gdnf) оказала 
значительное влияние на аналогичный показатель 
в DREZ на расстоянии 1 см в ростральном направ-
лении от места повреждения. Результат в группе 
UCBMC+AdV-gdnf согласуется с полученным нами 
раннее, в котором показано достоверное увеличение 
количества α-PDGFR+-олигодендроцитов в белом 
и сером веществе при клеточно-опосредованной  
доставке гена GDNF [14]. Однако требует дальнейше-
го изучения феномен увеличения количества Cх47+-
клеток в DREZ на удалении от эпицентра травмы  
(1 см в ростральном направлении) в группе с пря-
мой доставкой гена GDNF (AdV-gdnf) по сравнению с 
клеточно-опосредованной (UCBMC+AdV-gdnf). Инъ-
екция вирусных векторов позволяет трансдуцировать 
клетки, локализация которых ограничена достаточно 
узкой областью введения. Миграционный потенциал 
трансплантированных в область повреждения спин-
ного мозга мононуклеарных клеток крови пуповины 
значителен, что показано нами ранее [19]. Поэтому 
возможность меньшей экспрессии GDNF и поддер-
жании популяции Cх47+-клеток в этой области при 

генно-клеточной терапии (UCBMC+AdV-gdnf) пред-
ставляется менее вероятной. 

Выявленные изменения в экспрессии белков 
GFAP, S100B и AQP4 астроцитами отражают пере-
стройку цитоскелета глиальных клеток, возможные 
изменения архитектоники отростков и межклеточ-
ных коммуникаций, из которых наибольшее значе-
ние имеют взаимодействия астроцитов с нейронами. 
По критериям экспрессии GFAP и S100B, а также ко-
локализации этих белков изменение фенотипа гли-
альных клеток в исследуемых зонах свидетельствует 
о сдвигах, характерных для реактивных астроцитов, 
экспрессия указанных белков которыми возрастает 
при патологических проявлениях в спинном мозге. 
Данные изменения следует рассматривать как пози-
тивный фактор стимулирования нейрорегенерации в 
связи с известной способностью реактивных астро-
цитов оказывать антиоксидантное и цитопротектор-
ное действие [20]. Полученные результаты свиде-
тельствуют, что клеточно-опосредованная доставка 
гена GDNF в большей степени способствует поддер-
жанию популяции астроцитов и их активации.

Увеличение экспрессии в области DREZ S100В в 
экспериментальных группах с применением генной 
терапии, в отличие от контрольной, возможно за 
счет привлечения в область повреждения S100B+-
шванновских клеток [21]. Известно, что GDNF стиму-
лирует дифференцировку миелинобразующих шван-
новских клеток [22]. Указанные изменения со стороны 
астроцитов в опытных группах могут способствовать 
восстановлению трофической функции и формирова-
нию потенциального пространства для роста аксонов, 
а привлечение в область травмы шванновских клеток 
позитивно повлиять на их регенерацию. 

Мононуклеарные клетки крови пуповины из-
вестны своей способностью вырабатывать специ-
фические факторы, поддерживающие выживание 
и дифференцировку клеток, сдерживать воспали-
тельную реакцию и оказывать нейротрофическое 
влияние [23]. Поэтому рассмотренный в данном 
исследовании метод генно-клеточной терапии при 
травме спинного мозга, предполагающий доставку 
аденовирусного вектора с геном GDNF при помощи 
мононуклеарных клеток крови пуповины человека в 
область повреждения в большей степени, чем пря-
мая доставка того же гена, поддерживает популяцию 
наиболее значимых для нейрорегенерации глиаль-
ных клеток. 
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