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Понятие о стволовых клетках

Стволовые клетки - это клетки, сохраня-
ющие потенциал к развитию в разных направ-
лениях. Из стволовой клетки могут возник-
нуть и кожная, и нервная клетки, и клетки
крови (1-3). Считалось, что во взрослом орга-
низме стволовые клетки отсутствуют, их су-
ществование ограничивается самым ранним
периодом эмбрионального развития. Однако
в 1970-е гг. А.Я. Фриденштейн с соавторами
обнаружили эти клетки в мезенхиме (строме)
"взрослого" костного мозга (4). По принадлеж-
ности к строме их в дальнейшем стали назы-
вать стромальными стволовыми клетками. В
1970-е гг. были опубликованы работы, демон-
стрировавшие наличие стволовых клеток
практически во всех органах взрослых живот-
ных и человека (5). В связи с этим принято
разделять стволовые клетки на эмбриональные
стволовые клетки - ЭСК (их выделяют из
эмбрионов на стадии бластоцисты) и регио-
нальные стволовые клетки - РСК (их выде-
ляют из органов взрослых особей или эмбри-
онов более поздних стадий). Будучи плюри-
потентными, стволовые клетки составляют су-
щественный восстановительный резерв в
организме и способствуют замещению дефек-
тов, возникающих в силу тех или иных обсто-
ятельств в разных органах, включая и нервную
систему (6, 7).

Особое удивление биологов вызвало на-
личие стволовых клеток в центральной не-
рвной системе. Нейральные стволовые клет-
ки относятся к региональным стволовым клет-
кам. Они отвечают на различные поражения
нервной ткани размножением (сами нервные
клетки, как известно, утрачивают способность
к размножению уже на стадии нейробласта) и
дифференцировкой в нервные и глиальные
клетки (8, 9). Делящиеся клетки в централь-
ной нервной системе отмечали и раньше, од-
нако такие клетки ошибочно принимали за

нервные, и cоответствующие работы вызыва-
ли законное сомнение, поскольку утрата ней-
ронами способности к делению была твердо
установлена. Изолированные нейральные РСК
способны превращаться и в другие производ-
ные (8), хотя многочисленные данные, свиде-
тельствующие об этом, рекомендуется тща-
тельно перепроверять.

Особенности региональных нейральных
стволовых клеток

Открытие стволовых клеток в нервной
системе стало важным событием в современ-
ной неврологии (8). Оно вызвало переоценку
целого ряда устоявшихся представлений, в
особенности касающихся восстановительных
процессов в центральной нервной системе.
Стволовая клетка в нервной системе характе-
ризуется теми же основными свойствами, что
и стволовая клетка вообще, а именно - сохра-
нением способности к делению (которая ут-
рачивается уже на стадии нейробласта) и плю-
рипотентностью, т.е. возможностью диффе-
ренцироваться в различных направлениях, воз-
можно, не только в нейральном. Известны
молекулярные маркеры, позволяющие иденти-
фицировать как стволовые нервные клетки, так
и последовательные фазы их развития (8), -
это нестин для стволовой клетки, виментин
для клетки-предшественника, бета-тубулин
для нейробласта, GFAР (кислый глиальный
фибриллярный белок) для клетки, "движущей-
ся" в направлении глиального развития и т. д.

Следует отметить еще одну особенность
популяции, содержащей стволовые клетки, -
ее гетерогенность. Например, типичное рас-
пределение специфических иммуногистохи-
мических маркеров в популяции фетальных
стволовых нервных клеток человека таково:
нестин - 43,1 %, виментин - 63,2 %, бета-ту-
булин - 70,1 %, GFAP - 3,2 %, NCAM -
12,0 %, CD34 (маркер гематогенных стволо-
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вых клеток) - 1,3 %, CD45 (антиген лейкоци-
тов) - 0,5 %. Эта гетерогенность в какой-то
степени определяет специфику реакции ство-
ловых клеток на различного рода внешние
воздействия: в частности изменение процент-
ного соотношения клеток с разными потенци-
ями, отражается на характере их дифференци-
ровки при попадании в различную микросре-
ду. Естественно, что больший процент нестин-
содержащих клеток будет способствовать бо-
лее эффективному воздействию микроокруже-
ния на дальнейшую судьбу дифференцирую-
щихся клеток. Интересным примером такой
специфической реакции является дифферен-
цировка ксенотрансплантатов стволовых не-
рвных клеток эмбрионов дрозофилы (10-12).

Установлено, что нервные стволовые клет-
ки характеризуются выраженным консерватиз-
мом, так что человеческие стволовые клетки
способны мигрировать и развиваться в случае
их трансплантации в мозг крысы (10, 11). Бо-
лее того, в экспериментах было показано, что
даже нервные стволовые клетки дрозофилы
способны дифференцироваться в случае их ксе-
нотрансплантации в мозг такого отдаленного
таксона, как крыса (10-12). Для этой цели были
получены трансгенные линии дрозофилы, со-
держащие человеческие гены, кодирующие
нейротрофические факторы NGF, GDNF,
BDNF. Человеческие гены были встроены в
вектор CaSper под дрозофилиным хит-шоковым
промотором, так что температура тела млеко-
питающих служила автоматическим активато-
ром соответствующих генов. Для идентифика-
ции клеток дрозофилы в геном трансгенных
линий был введен ген бактериальной галакто-
зидазы lacZ, продукт которого легко выявляет-
ся с помощью гистохимической Х-гал окраски.
Тем самым нервные клетки ксенотранспланта-
та легко обнаруживаются среди клеток реципи-
ента или котрансплантата.

Оказалось, что нервные стволовые клет-
ки дрозофилы не только выживают, но и миг-
рируют и дифференцируются в мозге крысы
(11). Они специфически реагируют на нейро-
трофические факторы, синтезируемые генами
человека. Так, при ксенотрансплантации кле-
ток трансгенной линии дрозофилы, содержа-
щей ген gdnf, в дифференцирующихся ство-
ловых нервных клетках дрозофилы отмечал-

ся выраженный синтез тирозингидроксилазы,
а клетки с геном ngf активно продуцировали
ацетилхолинэстеразу. Сходные синтезы ксе-
нотрансплантат индуцировал в пересаживае-
мом в комбинации с ним аллотрансплантате
эмбриональной нервной ткани (10-12). Сле-
довательно, важную роль в специфичности
дифференцировки стволовых нервных клеток
играют нейротрофические факторы, которые,
возможно, в числе прочего дают сигнал, опре-
деляющий направление развития стволовых
клеток. При этом ксенотрансплантат, проду-
цирующий нейротрофические факторы, ока-
зывает специфический эффект на судьбу ал-
лотрансплантатов, которые развивались в этом
случае значительно более интенсивно и в 2-3
раза превосходили по размерам аллотранс-
плантаты, введенные в мозг без добавления
ксенотрансплантатов. Следовательно, клетки
ксенотрансплантата, содержащие гены нейро-
трофинов, в частности ген, кодирующий че-
ловеческий глия-производный нейротрофи-
ческий фактор, оказывают на развитие алло-
трансплантата эффект, подобный соответству-
ющему нейротрофину. Например, показано,
что GDNF специфически повышает выживае-
мость дофаминэргических нейронов эмбрио-
нального среднего мозга крыс, а также усили-
вает метаболизм дофамина этими клетками
(13). GDNF также значительно повышает уро-
вень дифференцировки тирозингидроксилаза-
положительных клеток, усиливая рост аксонов
и увеличивая размер тела клеток. Сходные эф-
фекты наблюдаются и в культуре дофаминэр-
гических нейронов среднего мозга крысы (13).

Таким образом, клетки ксенотрансплан-
тата дрозофилы, будучи источниками синте-
за GDNF, обеспечивают соответствующий
эффект и влияние на аллотрансплантат,
имея еще и то преимущество, что этот эф-
фект - постоянно действующий.

При ксенотрансплантации эмбриональ-
ных стволовых нервных клеток человека в
мозг взрослых крыс наблюдалась их активная
миграция, что могло бы способствовать заме-
щению дефектов в нервной системе при тех
или иных заболеваниях, в частности нейроде-
генеративных. Немаловажно при этом учиты-
вать генетическую конституцию транспланти-
руемого материала, поскольку известно, что
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процесс миграции стволовых нервных клеток
контролируется набором специальных генов
(11, 14). В частности, сигнал клетке-предше-
ственнице начинать "движение в сторону диф-
ференцировки" дает белковый продукт прото-
онкогена c-ret совместно с GDNF. Следующий
сигнал поступает от гена Mash-1, который яв-
ляется гомологом комплексу achaete-scute дро-
зофилы, управляющему выбором пути разви-
тия клетки. Специфическая реакция диффе-
ренцирующихся клеток зависит также от аль-
фа-рецептора цилиарного нейротрофического
фактора (14).

Во многих случаях развития нервной си-
стемы клетки, вступившие на путь нейраль-
ного развития, мигрируют в различные облас-
ти центральной и периферической нервной
системы и, становясь "оседлыми", претерпе-
вают последовательные фазы дифференциров-
ки вплоть до терминальной.

По-видимому, среди мигрирующих ней-
робластов могут крайне редко оказаться и клет-
ки на более ранней стадии становления (пред-
шественники?), сохраняющие способность к
митотическому делению. Мне, по крайней
мере, при просмотре десятков и сотен тысяч
дифференцирующихся нейробластов в авто-
номной нервной системе ранних эмбрионов
человека удалось обнаружить 3 митотически
делящихся нейробласта (15-17): 2 в ауэрбахов-
ском сплетении кишечника 9-недельного эм-
бриона человека и 1 - в развивающемся сим-
патическом нервном стволе. По-видимому, это
были стволовые клетки, случайно "заблудив-
шиеся" в потоке мигрантов.

Открытие нервных стволовых клеток не
отменило, однако, как думают некоторые, ос-
новные положения существующей в нейроби-
ологии парадигмы. Действительно, о том, что
нервная система в определенной степени (хотя
и ограниченной) обнаруживает способность к
регенеративным процессам, было известно и
раньше, результаты исследования стволовых
клеток не опровергают постулат о неспособ-
ности зрелых нервных клеток к делению. Кро-
ме того, нервная система отнюдь не "нафар-
ширована" стволовыми клетками, имеется
очень ограниченное количество центров, ко-
торые их содержат.

Иными словами, новые данные о стволовых

нервных клетках просто существенно расши-
ряют общепринятые представления о репара-
ции в центральной и периферической нервной си-
стеме, ничего не отменяя и не заменяя.

Кроме того, нельзя забывать и еще два
других, по-видимому, генетически детерми-
нированных пути восстановительных процес-
сов в нервной системе (18). Первый заключа-
ется в гиперпродукции нервных отростков, в
какой-то степени компенсирующей гибель
нейронов в ходе дегенеративных процессов,
вызванных различными обстоятельствами, в
частности, старением или теми или иными па-
тологическими событиями. Выраженное раз-
растание новых отростков порою приобрета-
ет весьма причудливый характер, приводя к
формированию так называемых окончатых
клеток и прочих компенсаторно-реактивных
образований.

Обнаружение второго способа восстано-
вительных процессов в нервной системе (так-
же генетически обусловленного) связано с
интересным наблюдением С.И. Матвеевой на
лягушках (19). Она обнаружила, что в нервных
сплетениях пищеварительного тракта этих
животных зимой погибает часть нервных кле-
ток. Однако весной восстанавливается нор-
мальная картина организации интрамурально-
го нервного аппарата. Спрашивается, откуда
же берутся дифференцированные нервные
клетки? Оказывается, у взрослых лягушек со-
храняется значительный резерв нейроблас-
тов, из которых и рекрутируются новые диф-
ференцированные нейроны. Отсюда было сде-
лано заключение, что в автономной нервной
системе лягушки содержится достаточно мощ-
ный нейробластический резерв, представлен-
ный незрелыми нервными клетками, которые
последовательно дифференцируются, так ска-
зать, по мере надобности, обеспечивая в слу-
чае необходимости восстановление нарушен-
ных нервных связей. В последующем в моей
лаборатории в Томском медицинском инсти-
туте были  подтверждены эти данные, а
Н.Е. Лисова обнаружила соответствующий
нейробластический резерв и в интрамураль-
ной нервной системе пищеварительной труб-
ки рыб (20).

Значительный вклад в эту проблему был
внесен школой Н.Г. Колосова (21). А.И. Буб-
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нова (22) выявила нейронный полиморфизм в
пищеварительном тракте птиц и нашла значи-
тельное количество малодифференцирован-
ных нервных клеток в интрамуральных ганг-
лиях по всей длине пищеварительной трубки.
Особенно богато такими нейробластическими
элементами ауэрбаховское сплетение зоба, где
можно обнаружить целые ганглии, состоящие
из нейробластов. Еще интереснее находка
З.Н. Хорос (23), изучавшей нервный аппарат
червеобразного отростка человека. Оказалось,
что межмышечное (ауэрбаховское) сплетение
в этом случае образует дополнительную струк-
туру, как бы еще одно сплетение внутри мы-
шечных слоев. Ганглии этого дополнительно-
го сплетения состоят в основном из незрелых
нервных клеток, дифференцирующихся по
мере взросления организма и необходимости
восстановления нарушенных нервных связей
в ходе патологических процессов, которыми
аппендикс, увы, весьма богат. М.Ф. Кирик (24)
описал наряду с гибелью зрелых нервных кле-
ток явления раздражения недифференцирован-
ных нервных клеток, так называемый кюгель-
феномен и т. д.

В лаборатории Н.Г. Колосова (опыты
Н.Г. Захаровой) было показано, что клетки ней-
робластического ряда являются более резис-
тентными к различного рода патологическим
воздействиям по сравнению с дифференциро-
ванными нейронами (21).

В 1960-1970-е гг. мы с сотрудниками
(16, 17, 25, 26) так же детально изучали пове-
дение нейробластов интрамуральной нервной
системы пищеварительной трубки человека в
условиях различной патологии (язвенная бо-
лезнь и рак желудка, различные формы аппен-
дицита); проведен также анализ реакции ней-
робластов толстого кишечника кошек при эк-
спериментальной дизентерии (25, 26). Во всех
исследованных случаях были найдены деге-
неративные изменения и гибель дифференци-
рованных нервных клеток в очаге поражения
и на удалении от него. В то же время подтвер-
дились данные лаборатории Н.Г. Колосова о
резистентности нейробластов к различного
рода патологическим воздействиям (21). Бо-
лее того, наблюдались отчетливые признаки
дифференцировки нейробластов, обеспечивав-
шие компенсаторные процессы и, возможно,

способствовавшие процессам репарации в оча-
ге поражения и восстановлению разрушенных
болезнью нервных ансамблей. Дифференци-
ровка нейробластов внутриорганных гангли-
ев легкого при его аутотрансплантации была
описана в моей лаборатории (27, 28). Резуль-
таты дифференцировки своеобразного кам-
биального резерва, хотя и лишенного способ-
ности к размножению, но достаточно мно-
гочисленного, в ряде случаев сопоставимы с
таковыми при репаративных процессах, выз-
ванных пролиферацией и последующей диффе-
ренцировкой стволовых клеток (12, 17).

Полагаю, что как развитие, так и репара-
ция в нервной ткани включают все перечис-
ленные механизмы в качестве составляющих
компонентов с преобладанием то одного, то
другого в зависимости от генотипа организ-
ма и конкретных внешних обстоятельств.
Весьма привлекательны исследования возмож-
ностей и путей экспериментальной стимуля-
ции каждого из них в отдельности и всех вме-
сте для повышения компенсаторного потенци-
ала различных отделов нервной системы,
включая головной мозг.

Стволовые клетки как удобная модель
для анализа роли генов

в процессе дифференцировки

Способность стволовых клеток (как РСК,
так и ЭСК) трансформироваться в разных на-
правлениях делает их весьма удобной модель-
ной системой для изучения молекулярно-ге-
нетических событий, обусловливающих диф-
ференцировку клеток в разных направлени-
ях. Действительно, стволовые клетки можно
изолировать в чистом виде и затем анализи-
ровать функции генных сетей на последова-
тельных этапах их дифференциального раз-
вития (29).

Оказалось, в частности, что время после-
довательного включения генов, контролирую-
щих развитие, совпадает в постимплантаци-
онных зародышах и в культуре эмбриоидных
тел (30, 31). Следовательно, стволовые клетки
могут служить удобной экспериментальной
моделью для уточнения молекулярно-генети-
ческих процессов, сопровождающих клеточ-
ную специализацию.
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Анализ культур стволовых клеток с по-
мощью молекулярно-генетического micro-
array-метода продемонстрировал, что в одном
клоне мезенхимных стволовых клеток синте-
зируется по крайней мере 1200 матричных
РНК (32). В разных стволовых клетках при-
сутствует сходный набор предсинтезирован-
ных матричных РНК-копий многих генов
(33). При этом удалось выяснить, что как и в
случае дифференцировки в составе целост-
ного эмбриона (34), в мезенхимных стволо-
вых клетках взрослой гематогенной ткани
содержится практически весь набор матрич-
ных РНК, которые функционируют в зароды-
шевых листках и на стадии органогенеза.
Идентифицированы также матричные РНК
ключевых генов, регулирующих созревание
клеток мезенхимального и мезодермального
происхождения, а также энто- и эктодермы.
Большинство матричных РНК - Hox-генов
присутствует уже в яйцеклетке и презумптив-
ных зародышевых клетках (31).

Следовательно, в стволовых клетках про-
является общий принцип онтогенеза - функ-
ция генов с "опережением", т.е. синтез тех
матричных РНК, которые будут нужны (бу-
дут "работать") на стадиях развития, порою
значительно более поздних.

Анализ поведения стволовых клеток в
культуре тканей позволил выявить ключе-
вые гены и генные сети, участвующие в спе-
цификации этих клеток, в их развитии в том
или ином направлении. Так, ключевым эле-
ментом созревания дофаминэргических
нейронов была экспрессия гена тирозингид-
роксилазы (ТГ). В культуре максимальное
количество ТГ+ клеток удалось получить с
помощью 3 индукторов: FGF1, регулятора
внутриклеточного уровня цАМФ (форско-
лина) и активатора протеинкиназы С. Эта
триада вызывала проявление 10-20 % ТГ+

нейробластов. Двухнедельная инкубация в
специальной среде для дифференцировки
клеток повышала долю ТГ+ клеток до 75 %.
Полученные результаты демонстрируют
возможность получения из стволовых кле-
ток в лабораторных условиях достаточно-
го количества  нервных клеток "нужной"
специфичности (подробнее (31)). Исследо-
вания такого рода перспективны как для ре-

шения фундаментальных задач нейрогене-
тики, так и для разработки методов исполь-
зования нейральных стволовых клеток в
клеточной и генной терапии.

Стволовые клетки и проблемы генной
и клеточной терапии

Плюри- и мультипотентность стволо-
вых клеток делают их идеальным материа-
лом для использования в трансплантацион-
ных методах клеточной и генной терапии
(2, 5, 35). При этом следует учитывать то,
что наряду со стволовыми клетками, кото-
рые при повреждении тканей соответству-
ющего органа мигрируют к зоне поврежде-
ния, делятся и дифференцируются, образуя
в этом месте новую ткань, существует и как
бы "центральный склад запчастей" - стро-
мальные клетки костного мозга. Эти клет-
ки универсальны, они, по-видимому (полу-
ченные многочисленные данные такого
рода все же требуют дополнительной про-
верки), способны поступать с кровотоком
в поврежденный орган или ткань и на мес-
те под влиянием различных сигнальных ве-
ществ давать начало нужным специализи-
рованным клеткам, в том числе и нервным,
которые замещают погибшие.

Большое значение придают стволовым
клеткам (и в частности стромальным) при ле-
чении различных нейродегенеративных и не-
врологических заболеваний: паркинсонизма,
болезни Альцгеймера (старческое слабо-
умие), хореи Гентингтона, мозжечковых атак-
сий, рассеянного склероза и др. Группа не-
врологов из Американского национального
института неврологических заболеваний и
Стэнфордского университета обнаружили,
что стромальные клетки костного мозга мо-
гут дифференцироваться в нейральном на-
правлении и, следовательно, костный мозг
человека может быть использован в качестве
источника стволовых клеток для восстанов-
ления поврежденных тканей в головном моз-
гу. Следовательно, пациент может стать
собственным донором, что предотвратит
реакцию иммунологической несовместимос-
ти тканей.

Группа ученых под руководством Евы
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Мизей показала, что стволовые клетки, куда
бы они ни имплантировались, могут достигать
поврежденного места, в частности мозга, и
обеспечивать там восстановительные процес-
сы. Так, после внутривенного введения взрос-
лым мышам стромальных стволовых клеток
различные нейральные производные были
обнаружены ими во многих областях мозга,
включая неокортекс, гиппокамп, таламус,
ствол мозга и мозжечок (31).

Важной является также проблема сохра-
нения жизнеспособности стволовых клеток
при их трансплантации. Она может быть по-
вышена путем введения в геном трансплан-
тируемых нейронов генов ростовых нейро-
трофических факторов, что является защитой
от апоптоза. Такого рода попытки предпри-
нимаются в различных лабораториях США и
Европы.

Российскими учеными выделены регио-
нальные нейральные стволовые клетки, дана
их подробная иммуногистохимическая харак-
теристика, в том числе на проточном флюо-
риметре, что было сделано в таких масшта-
бах впервые. В опытах с трансплантацией
стволовых нейральных клеток человека в
мозг крыс была показана их приживляемость,
миграция на достаточно большие расстояния
(несколько миллиметров) и способность к
дифференцировке. Последняя в значительной
степени определяется микроокружением, в
которое попадает трансплантат. Так, при
трансплантации нейральных стволовых кле-
ток человека в ту область мозжечка крысы,
где расположены так называемые клетки Пур-
кинье, они дифференцируются в направлении
именно этого типа клеток, о чем свидетель-
ствует синтез в них белка калбиндина, спе-
цифического продукта клеток Пуркинье (35).
Очевидно, "местные" индукторы действуют
направляющим образом на специфические
генные ансамбли, включая регуляторные
гены, от которых зависит функционирование
этих ансамблей.

Важным достижением российских уче-
ных является также доказательство того, что
белки теплового шока блокируют образова-
ние глиального рубца при нейротрансплан-
тации, в связи с чем представляется возмож-
ным трансформировать подлежащие транс-

плантации клетки, введя в них ген, кодирую-
щий белок теплового шока под промотором,
реагирующим на температуру тела млекопи-
тающих. Таким промотором может быть
промотор дрозофилы, контролирующий ра-
боту этого гена. Сотрудниками Института
биологии гена и Института биологии разви-
тия обнаружено, что поставленные под этот
промотор гены, кодирующие нейротрофичес-
кие факторы человека, активно функциони-
руют в эмбрионах трансгенных дрозофил и в
ксенотрансплантатах эмбриональных стволо-
вых нейральных клеток дрозофилы в мозгу
крысы. В связи с этим решается задача со-
здания генно-инженерной системы и соответ-
ствующих конструкций, основанных на ис-
пользовании регуляторных элементов гено-
ма дрозофилы, способных обеспечить акти-
вацию трансгенов в условиях температуры
тела млекопитающих (3, 36, 37).

На основе этих исследований станет воз-
можным создание генно-инженерных конст-
рукций для трансформации нейральных ство-
ловых клеток, подлежащих трансплантации.
Такого рода трансформации будут способ-
ствовать лучшему приживлению трансплан-
тата, повышению его жизнеспособности и
спецификации составляющих его клеток
(9, 34). Необходимо сравнить и внимательно
проанализировать результаты транспланта-
ции стволовых клеток в виде цельных или
диссоциированных на клетки нейросфер и
разработать соответствующий протокол для
клинического использования.

Работа поддержана грантами РФФИ, ПНГ,
Ведущими школами, Минпромнауки по физи-
ко-химической биологии.
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