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Мезенхимальные стволовые клетки с магнитными 
частицами для субретинального введения в офтальмологии
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Проблема восстановления функции необратимо 
поврежденных органов и  тканей путем транспланта-
ции органов и клеток разрабатывалась на протяжении 
всего XX  века. В  результате многочисленных исследо-
ваний и наблюдений стало очевидным, что с помощью 
методов клеточной трансплантации появляется воз-
можность возмещения отсутствующих клонов специа-
лизированных клеток в  поврежденных органах и  уве-
личения пула функционирующих клеток [8, 10]. Ство-
ловые клетки также способствуют активизации в  со-
хранившихся клетках поврежденного органа собствен-
ного резерва регенерации и пролиферации [5, 6, 9, 11].

В офтальмологии в условиях эксперимента стволо-
вые клетки применяли при  травматических повреж-
дениях и  органических заболеваниях сетчатки экспе-
риментальных животных. Было исследовано влияние 

стволовых клеток на функциональное состояние и сте-
пень выраженности дегенеративных изменений в  сет-
чатке у  крыс линии Campbell [2], на  проявление каи-
натной оптиконейропатии [13]. В  данных работах ав-
торы показали, что  стволовые клетки оказывали вы-
раженное стабилизирующее влияние на  процессы де-
генерации и  на  органические изменения, кроме того, 
происходило краткосрочное улучшение функций сет-
чатки, подтвержденное методами электроретиногра-
фии. Однако все авторы описывают сложность визу-
ализации клеток в  экспериментах in vivo после транс-
плантации, а  также кратковременность эффекта, свя-
занную с  затруднением фиксации клеток в  месте вве-
дения, их миграцией в другие отделы глаза.

Предложены различные способы введения ство-
ловых клеток при  патологии сетчатки и  зрительного 
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Резюме

Разработана технология культивирования мезенхимальных стволовых клеток с магнитными частицами для субрети-
нального введения. Произведена оценка влияния магнитных частиц: на пролиферативную и функциональную активность 
стволовых клеток костного мозга, на индукцию апоптоза и жизнеспособность стволовых клеток. Эффективность мечения 
мезенхимальных стволовых клеток (МСК) магнитными частицами составляет порядка 90 %, жизнеспособность стволовых 
клеток — 95 %.
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Mesenchymal stem cells with magnetic particles for the subretinal injection in ophthalmology

the technology of the cultivation of mesenchymal stem cells with magnetic particles for the subretinal injection was developed in 
this work. the estimation of the effect of magnetic particles on the proliferation and functional activity of mesenchymal stem cells has 
been done. We studied the induction of apoptosis and viability of stem cells with magnetic particles. the efficiency of the labeling of 
MSCs by magnetic particles for this technology is about 90 %, the viability of stem cells is about 95 %.
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нер ва: внутривенное, субконъюн-
ктивальное, субтеноновое, пара-
бульбарное, интравитреальное, су-
прахориоидальное, введение в  ка-
нал, образованный после ради-
альной оптической нейротомии [3, 
12]. По  данным литературы, наи-
большим преимуществом облада-
ет метод субретинального введе-
ния в связи с возможностью макси-
мального приближения к месту по-
вреждения. К сожалению, субретинальный способ вве-
дения клеток также не исключает их миграции.

В  настоящее время популярным направлением 
становится использование магнитных технологий с це-
лью фиксации стволовых клеток в  месте их  введения. 
Впервые с  этой целью стволовые клетки с  введенны-
ми в  них магнитными наночастицами использованы 
для  анализа движения стволовых клеток при  внутри-
венном введении к  области печени. Для  этого у  крыс 
в области печени размещали внешний магнит, который 
«притягивал» введенные внутривенно клетки. В  итоге 
клетки депонировались в  печени [4]. Затем стволовые 
клетки с введенными в них магнитными наночастица-
ми были использованы для анализа их движения к ме-
сту повреждения сосудов и сердца [7].

В  офтальмологии магнитные технологии с  целью 
фиксации клеточного материала после его введения 
не использовали.

Таким образом, актуальной представляется разра-
ботка методики культивирования стволовых клеток 
с магнитными частицами для субретинального введения.

Цель исследования — разработка технологии куль-
тивирования стволовых клеток с  магнитными части-
цами для субретинального введения.

материалы и методы
Первым этапом мезенхимальные стволовые клетки 

(МСК) выращивали в  культуре клеток костного моз-
га, взятых у  GFP-мыши при  помощи пункции из  под-
вздошной кости (объем  — до  0,1 мл). Выращивание 
культуры производили в  специальном боксе для  кле-

точных культур. Использованы 
центрифуга с  одноразовыми сте-
рильными центрифужными про-
бирками на  50 мл, термостат воз-
душный, ламинарный бокс, инвер-
тированный и  обычный микроско-
пы, автоматические пипетки, бал-
лоны с  углекислым газом и  возду-
хом, камеры Горяева для  подсче-
та концентрации клеток. Для  куль-
тивирования клеток исходно-

го костного мозга использовали стерильные однора-
зовые пластиковые культуральные флаконы с  площа-
дью дна 25 и  150 см2. При  размножении МСК исполь-
зовали следующие среды: среда RPMI-1640, среда 199, 
а  также антибиотики  — пенициллин, амфотерицин, 
раствор L-глютамина, эмбриональную телячью сыво-
ротку. За 12-14 последовательных удвоений (в течение 
25-30 суток) из  исходного количества недифференци-
рованных МСК, содержащихся в  полученном пункта-
те и  составляющем примерно 103 клетки, продуциру-
ется около (1-2) х107 МСК, необходимых для  проведе-
ния успешной трансплантации.

Магнитные частицы (d = 2,8 мкм) вводили в  ци-
топлазму МСК по  следующей методике. По  достиже-
нии 80-90 % конфлюентности к культуре МСК добавля-
ли суспензию магнитных частиц. Магнитные частицы 
предварительно обрабатывали поверхностно-актив-
ными веществами для  создания условий проникнове-
ния в цитоплазму клетки. Клетки инкубировали с маг-
нитными частицами 24 ч в СО2-инкубаторе. После ин-
кубации культуральную среду меняли, а  клетки пя-
тикратно отмывали от  свободных магнитных частиц 
раствором Хенкса.

На следующем этапе проводили оценку влияния 
магнитных частиц на  пролиферативную активность 
стволовых клеток костного мозга методом МТТ теста. 
Для  этого инкубированные в  течение 72 часов клет-
ки, содержащие магнитные частицы, высевали в  6-лу-
ночные планшеты с  плотностью 50 тысяч клеток / лун. 
Затем в  лунки вносили МТТ (0,25 мг / мл, Serva, Гер-
мания) и  инкубировали в  течение еще  3-х часов. Фор-

Рисунок 1. Влияние магнитных частиц 
на пролиферацию стволовых клеток кост-
ного мозга.

Рисунок 2. Миграция и распластывание клеток, содержащих магнитные частицы, во внешнем магнитном поле: а — ув. х10, б — ув. х20, 
в — ув. х40.
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мазан элюировали с  помощью диметилсульфоксида 
(ДМСО) в  течение 30 мин при  37°С  и  измеряли опти-
ческую плотность элюата на  планшетном спектрофо-
тометре Multiscan (Thermo Scientific) при длине волны 
570 нм. Для подсчета элюат из одной лунки 6-луночной 
платы переносили на 3 лунки 96-луночного планшета 
в  объеме 100 мкл для  получения статистически более 
достоверных результатов.

Кроме того, проводили анализ влияния магнит-
ных частиц на функциональную активность стволовых 
клеток костного мозга путем оценки продукции дезок-
сирибонуклеиновой (ДНК) и  рибонуклеиновой (РНК) 
кислот с использованием флуоресцентных красителей. 
Для этого инкубированные в течение 72 часов клетки, 
содержащие магнитные частицы, помещали в 6-луноч-
ные планшеты с  плотностью 50 тысяч клеток / лун. За-
тем в  лунки вносили краситель акридиновый желтый 
и  при  помощи микроспектрофлуориметра определя-
ли соотношение зеленой люминесценции (530 нм), ко-
торая характерна для ДНК, к красной люминесценции 
(640 нм), характерной для РНК.

Для  оценки жизнеспособности адгезированных 
на пластике стволовых клеток с введенными в них маг-
нитными частицами добавляли также краситель акри-
диновый желтый и  этидий бромид. Акридиновый 
желтый окрашивал живые и  апоптотические клетки, 
а  этидий бромид  — некротические. Было определено 
соотношение живых и некротических клеток.

Для  проверки эффективности мечения материа-
ла суспензию клеток, содержащих магнитные части-
цы, помещали на  чашку Петри, под  дно которой под-
водили внешний магнит с напряженностью магнитно-
го поля 10 мТл и отмечали возможность миграции кле-
ток.

результаты и обСуждение
По  данным, полученным в  результате проведения 

МТТ-теста, было показано, что  проникновение маг-
нитных частиц внутрь стволовых клеток незначитель-
но снижает пролиферативную активность (до  15 % че-
рез 72 часа инкубации). Это говорит о том, что жизне-
способность клеток при  данной технологии составля-
ет до 95 % (рис. 1).

При  добавлении к  культуре клеток красителя 
акридинового желтого соотношение зеленой (ДНК) 
и  красной (РНК) люминесценции было увеличено, 
что  свидетельствует о  функциональной активности 
стволовых клеток, содержащих магнитные частицы.

Кроме того, при  добавлении акридинового желто-
го красителя и  этидия бромида к  культуре стволовых 
клеток, содержащих магнитные частицы, соотношение 
живых клеток к  некротическим показало, что  жизне-
способность клеток составляет до 95 %.

При  использовании внешнего магнитного поля 
с  напряженностью 10 мТл была продемонстрирова-
на эффективность мечения МСК магнитными части-
цами, которая составила 90 %. При  увеличении видно, 
что клетки, содержащие частицы в цитоплазме, мигри-
руют в  зону, расположенную над  внешним магнитом, 
прикрепляются и распластываются (рис. 2 а, б, в).

ВыВоды
Предложенная оригинальная технология культи-

вирования МСК с  магнитными частицами является 
безопасной, может использоваться для  субретиналь-
ного введения в  экспериментальной офтальмологии 
и является основой для разработки методик локально-
го введения МСК с  целью фиксации клеточного мате-
риала.
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