
46
Повреждения позвоночника Spine injuries

russian Journal of spine surgery (Khirurgiya  Pozvonochnika) 2024;21(4):46–55 ХИРУРГИЯ пОЗВОНОчНИКА 2024. Т. 21. № 4. С. 46–55 

                                                    С.И. Рябов и др., 2024                 S.I. Ryabov et al., 2024

Cell therapy for spinal cord contusion injury: evaluation of the efficacy of cryopreserved 

human umbilical cord blood mononuclear cells in a preclinical model

S.I. Ryabov1, M.A. Zvyagintseva1, S.A. Bazanovich1, Y.V. Morozova2, S.M. Radaev2, S.Е. Zuev2, M.A. Khvostova2, V.A. Karanadze2, 
A.A. Grin2, V.A. Smirnov2 
1E.I. Chazov National Medical Research Center of Cardiology, Moscow, Russia 
2N.V. Sklifosovsky Research Institute of Emergency Medicine, Moscow, Russia

Objective. To evaluate the effect of systemic application of cryopreserved human umbilical cord blood mononuclear cells (hUCB-MNCs) 

in the acute period of spinal cord contusion injury (SCI) on the volume of zone of the spinal cord damage using high-field MRI.

Material and Methods. This study was performed on adult female Sprague-Dowley rats. Severe contusion SCI was modeled using 

the weight-drop method. Cryopreserved hUCB-MNC concentrate, stored in a cryobank for 3–4 years at –196º°C, was administered in-

travenously 1 day after injury. Locomotor behavior was assessed when animals moved in an open field using the BBB (Basso – Beatty – 

Bresnahan) scale for rats. MRI examination of the spinal cord was performed using a Clin Scan 7.0 T device.

Results. At week 6 after injury, a significant increase in the level of restoration of the motor function of the hind limbs (~10 %) was ob-

served in the cell therapy group using hUCB-MNCs relative to the level of the self-healing group (p < 0.05). At the same time, the area 

of the posttraumatic cystic cavity decreased significantly (~45 %) and statistically significantly (p < 0.05), as well as its transverse (~38%) 

and longitudinal (~41 %) dimensions.

Цель исследования. Оценка с помощью высокопольной МРТ воздействия системного применения криоконсервированных моно-

нуклеарных клеток пуповинной крови человека (МКПКЧ) в остром периоде контузионной травмы спинного мозга (ТСМ) на объ-

ем зоны повреждения спинного мозга.

Материал и методы. Исследование выполнено на взрослых крысах-самках линии Спрег-Доули. Тяжелую контузионную ТСМ мо-

делировали по методу «weight-drop». Криоконсервированный концентрат МКПКЧ, хранившийся в криобанке в течение 3–4 лет 

при температуре –196 °C, вводили внутривенно через сутки после травмы. Локомоторное поведение оценивали при движении 

животных в открытом поле по шкале ВВВ (Basso – Beatty – Bresnahan) для крыс. МРТ-исследование спинного мозга проводили 

на аппарате Clin Scan 7.0 T.

Результаты. На 6-й неделе после травмы в группе клеточной терапии с использованием МКПКЧ наблюдали достоверное увеличе-

ние уровня восстановления двигательной функции задних конечностей (~10 %) относительно уровня группы самовосстановления 

(р < 0,05). В то же самое время после травмы существенно (~45 %) и статистически значимо (p < 0,05) уменьшается площадь пост-

травматической кистозной полости, а также уменьшаются ее поперечный (~38 %) и продольный (~41 %) размеры.

Заключение. Криоконсервированные МКПКЧ могут быть эффективным и доступным средством клеточной терапии контузионной 

ТСМ, применяемым в остром периоде.
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Травма спинного мозга (ТСМ), кото-
рая приводит к формированию 
устойчивого дефицита моторных, 
сенсорных и вегетативных функ-
ций у пострадавших, является одной 
из наиболее актуальных проблем 
в нейрохирургии, травматологии 
и нейрореабилитации.

Летальность после такой травмы 
в России достигает 25–30 %, а уро-
вень инвалидизации пострадавших – 
80–85 % [1, 2].

Современное лечение ТСМ вклю-
чает хирургическую декомпрессию, 
терапевтическую гипотермию и фар-
макотерапию [3–5]. Однако такое ле-
чение недостаточно эффективно.

Среди перспективных методов 
лечения ТСМ рассматривают клеточ-
ную терапию, в том числе с использо-
ванием аллогенных мононуклеарных 
клеток пуповинной крови человека 
(МКПКЧ) [6–9].

Безопасность клинического при-
менения этих клеток неоднократно 
показана/доказана [10, 11]. Это позво-
лило Международной ассоциации 
нейровосстановления (International 
Association Neurorestoratology – IANR) 
рекомендовать их для использования 
в клинической практике при лечении 
заболеваний или повреждений цен-
тральной нервной системы (ЦНС) [12].

Животные модели дают возмож-
ность изучать эффективность клеточ-
ной терапии для лечения ТСМ in vivo 
и являются необходимым шагом 
на пути к ее клиническому примене-
нию. Одной из клинически значимых 
экспериментальных моделей повреж-
дения ЦНС является контузия (ушиб) 
спинного мозга, которая достаточно 
точно имитирует такую травму у чело-
века, относительно проста и хоро-
шо воспроизводится в эксперименте 
[13–16].

В настоящей работе представлены 
данные МРТ-исследования спинно-
го мозга и результаты по восстанов-
лению двигательной функции задних 
конечностей у крыс после тяжелой 
контузионной ТСМ, получавших ле-
чение криоконсервированными  
МКПКЧ в остром периоде травмы.

Цель  исследования  –  оцен-
ка с помощью высокопольной МРТ 
воздействия системного примене-
ния криоконсервированных МКПКЧ 
в остром периоде контузионной ТСМ 
на объем зоны повреждения спинно-
го мозга.

Материал и методы

Исследование выполнено на взрос-
лых крысах-самках линии Спрег-
Доули весом 230–250 г, полученных 
из Пущинского животноводческого 
комплекса (филиал Института биоор-
ганической химии им. акад. М.М. Шемя-
кина и Ю.А. Овчинникова РАН). Живот-
ные содержались в индивидуальных 
клетках в стандартных условиях экспе-
риментально-биологической клиники 
с 12/12-часовым режимом освещения, 
со свободным доступом к воде и пище. 
Все протоколы экспериментов утверж-
дены на основании этических и науч-
ных рекомендаций Министерства здра-
воохранения Российской Федерации 
(утверждение № 267 от 19.03.2006 г.) 
и Национального стандарта Россий-
ской Федерации ГОСТ Р 53434-2009 
в соответствии с правилами содержа-
ния и ухода за экспериментальными 
животными, что согласуется с дирек-
тивами совета Европейского сообще-
ства 86/609/ЕЕС об использовании 
животных для экспериментальных 
исследований.

Моделирование травмы спинного 
мозга. Тяжелую контузионную ТСМ 

моделировали по методу «weight-
drop» [16, 17]. В условиях медикамен-
тозного наркоза (внутрибрюшинно 
5 % раствор кетамина, 100 мг/кг, и 2 % 
раствор ксилозина, 20 мг/кг) прово-
дили ламинэктомию на уровне Th9. 
Позвоночник фиксировали за остис-
тые отростки позвонков Th8 и Th10. 
Тяжелую контузионную ТСМ вызывали 
свободным вертикальным падением 
с высоты 25 мм металлического стерж-
ня диаметром 2 мм и весом 10 г [18].

После ТСМ мышцы и кожу послой-
но ушивали (рис. 1). В раннем после-
операционном периоде (в течение 
7 дней) животным проводили анти-
бактериальную терапию с примене-
нием гентамицина сульфата (1 мг/кг 
веса, внутримышечно). При положи-
тельном тесте на обезвоживание 
вводили 1 мл 5 % раствора глюкозы, 
при необходимости обезболивания  – 
кетопрофен 5 мг/кг. Цитостатические 
средства не применяли. В первые 
3–5 дней после операции проводи-
ли ручной массаж брюшной стенки 
для опорожнения мочевого пузыря 
до восстановления самостоятельного 
мочеиспускания.

Материал для клеточной терапии. 
Криоконсервированный концентрат 
МКПКЧ хранился в течение 3–4 лет 
при –196 °C в криобанке (ООО «Крио-
Центр», Москва). Образцы клеток раз-
мораживали, отмывали от криопро-
тектора и ресуспендировали в физио-
логическом растворе в соответствии 
с общепринятой методикой [18]. 
Перед введением количество живых 
клеток в образце составляло 93–95 % 
(окраска трипановым синим).

Экспериментальные группы. Трав-
мированных животных случайным 
образом разделили на группу само-
восстановления (n = 6; введение 1 мл 
физиологического раствора в хвосто-

Conclusion. Cryopreserved hUCB-MNCs may be an effective and affordable means of cell therapy for contusion SCI when used in the acute 

period of injury.
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вую вену через сутки после травмы) 
и группу клеточной терапии (n = 5; 
введение 10 млн МКПКЧ в 1 мл физи-
ологического раствора в хвостовую 
вену через сутки после травмы).

Оценка  терапевтического  дей-
ствия клеточной терапии. Оценку 
восстановления произвольных движе-
ний задних конечностей проводили 
в открытом поле размером 75 × 125 см 
в течение 4 мин с применением локо-
моторной рейтинговой шкалы Basso – 
Beatty – Bresnahan (шкала ВВВ), которая 
представляет собой классификацион-
ную систему функциональных баллов 
в диапазоне от 0 до 21 (0 – для отсут-
ствия движения задних конечностей, 
21 – для нормального движения задних 
конечностей) [20]. Оценку проводили 
«слепым» методом 2 независимых экс-
перта. Тесты выполняли еженедельно 
в течение пяти недель, начиная с 7-го 
дня после травмы.

Сенсомоторную координацию дви-
жений конечностей оценивали в тесте 
«суживающаяся дорожка» (Ledged 
Beam Test) и на аппарате «Rotorod» 
[21–23].

МРТ. Традиционная и количествен-
ная МРТ позволяет достоверно визуа-
лизировать спинной мозг и мягкие 
ткани, расположение и протяженность 
повреждения спинного мозга, вызван-
ного травмой. МРТ сегодня является 

неотъемлемым инструментом в кли-
нической диагностике и прогнозиро-
вании при обследовании пациентов 
с ТСМ [24–26].

МРТ-сканирование проводи-
ли на аппарате Clin Scan 7.0 T (Bruker 
BioSpin, Германия) – специализирован-
ном магнитно-резонансном томогра-
фе для мелких лабораторных живот-
ных. T2-взвешенные изображения 
анализировали с использованием сле-
дующих параметров сканирования: 
TR – 40 мс, TE – 29 мс, базовое разреше-
ние – 320 × 230, FOV – 45 × 32 мм, угол 
поворота – 15°, толщина среза – 0,5 мм. 
Анализ МРТ-изображений посттравма-
тических кистозных полостей на 4-й 
и 5-й неделях после травмы в сагитталь-
ных и фронтальных проекциях прово-
дили с использованием компьютер-
ной программы MicroDicom 3.9.5.666 
(MicroDicom. Ltd), широко используе-
мой в клинической практике.

Для количественного анализа 
использовали среднесагиттальные 
T2-взвешенные изображения (рис. 2), 
на которых измеряли продольный 
и поперечный размер постравмати-
ческой кистозной полости (область 
гиперинтенсивности), вычисляли 
ее площадь [27, 28].

Статистический анализ получен-
ных данных проводили с приме-
нением программы Microsoft SPSS 

Statistics 25.0. Для описания выборок 
использовали медиану и межквар-
тильный размах для каждого из изме-
ряемых параметров. Сравнение двух 
групп по всем показателям выполня-
ли с использованием непараметри-
ческого U-критерия Манна – Уитни. 
Достоверность различий принималась 
при p < 0,05.

Результаты

В 1-е сут после травмы в обеих груп-
пах травмированных животных 
наблюдали параплегию задних ко-
нечностей. У животных, получавших 
клеточную терапию, восстановление 
двигательной активности задних ко-
нечностей происходило существенно 
быстрее, чем в контрольной группе, 
и достоверно различалось уже на вто-
рой неделе после травмы (рис. 3).

На 4, 5 и 6-й неделях после травмы 
медиана и межквартильный размах 
баллов ВВВ в группе самовосстанов-
ления составили соответственно 5,0 
(2,8; 6,5), 6,0 (3,8; 6,5) и 6,4 (3,8; 7,3), 
то есть наблюдали слабые движе-
ния в трех суставах: тазобедренном, 
коленном и голеностопном. В группе 
животных, которым вводили МКПКЧ, 
восстановление движений в эти же 
сроки составило 7,0 (6,0; 8,8), 7,0 (6,3; 
9,0) и 7,0 (6,3; 9,3) баллов, что соот-

Рис. 1
Моделирование контузионной травмы спинного мозга: спинной мозг после ламинэктомии до травмы, спинной мозг после 
травмы, животное после ушивания раны, параплегия задних конечностей после травмы
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ветствует интенсивным движениям 
в суставах задних конечностей. Таким 
образом, введение МКПКЧ достоверно 
(р < 0,05) улучшает восстановление 
двигательной функции задних конеч-
ностей относительно уровня группы 
самовосстановления. Следует отметить, 
что в тестах «суживающаяся дорожка» 
и «Rotorod» положительного эффекта 
клеточной терапии МКПКЧ отмече-
но не было, так как для их выполне-
нии необходимо достигнуть у крыс 
возможности поддержания веса тела 
и координации движений передних 
и задних конечностей.

На 2-е сут после травмы наблюда-
ли формирование интрамедуллярной 
гематомы в ткани спинного мозга. 
На 2-й неделе у животных начиналось 
формирование посттравматических 
кистозных полостей (рис. 4), с 4-й 
по 6-ю неделю после травмы фор-
мируются типичные посттравмати-
ческие кистозные полости (высокая 
интенсивность на Т2-взвешенных 
изображениях).

Измерения поперечного размера 
посттравматической кистозной поло-
сти по Т2-взвешенным изображениям 
МРТ на 4-й неделе после травмы пока-
зало, что в группе самовосстановления 
медиана и межквартильный размах 
составили 1,43 (1,38; 1,46); в группе 
крыс, получавших клеточную тера-
пию, – 1,12 (0,97; 1,44) мм, на 5-й неде-
ле – 1,44 (1,29; 1,63) мм и 1,15 (1,01; 
1,20) мм, на 6-й неделе – 1,33 (1,25; 
1,46) мм и 0,97 (0,90; 1,36) мм соответ-
ственно (рис. 5).

Другими словами ,  введение 
МКПКЧ на 38 % статистически зна-
чимо (p < 0,05) уменьшало попереч-
ный размер посттравматической 
кистозной полости у животных 
после ТСМ.

Анализ измерений продольного 
размера посттравматической кистоз-
ной полости по Т2-взвешенным изо-
бражениям МРТ на 4-й неделе после 
травмы показал, что в группе самовос-
становления медиана и межквартиль-
ный размах составили 5,41 (4,09; 6,32); 
в группе крыс, получавших клеточную 
терапию, – 3,23 (3,04; 4,54) мм, на 5-й 
неделе – 4,92 (3,82; 6,05) мм и 3,46 

(3,28; 4,14) мм, на 6-й неделе – 5,12 
(4,07; 6,25) мм и 3,62 (3,11; 4,97) мм 
соответственно (рис. 6).

Другими словами, введение МКПКЧ 
на 41 % статистически значимо 
(p < 0,05) уменьшало продольный раз-

клеточная терапия самовосстановление
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Рис. 3
Статистический анализ (бокс-плот, медиана): динамика восстановления двига-
тельной активности задних конечностей у крыс после травмы спинного мозга 
в группе самовосстановления и в группе клеточной терапии мононуклеарными 
клетками пуповинной крови человека в тесте «открытое поле» по баллам BBB

Рис. 2
Измерение продольного и поперечного размеров постравматической кистозной 
полости на сагиттальном срезе T2-взвешенного изображения МРТ
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мер посттравматической кистозной 
полости у животных с ТСМ.

Анализ площади поперечного 
сечения посттравматической кистоз-
ной полости показал, что ее медиана 
и межквартильный размах на 4-й неде-
ле после травмы составили 6,2 (4,6; 
6,8) мм2 в группе самовосстановле-
ния, а в группе крыс, получавших кле-
точную терапию, – 3,3 (2,8; 3,9) мм2, 
на 5-й неделе – 5,9 (4,4; 6,3) мм2 и 3,0 
(2,8; 3,7) мм2, на 6-й неделе – 5,9 (4,3; 
6,3) мм2 и 3,2 (2,8; 3,9) мм2 соответ-
ственно (рис. 7).

Таким образом, введение МКПКЧ 
статистически значимо (p < 0,05) 
способствовало уменьшению площа-
ди поперечного сечения посттравма-
тической кистозной полости у крыс, 
получивших контузионную травму 
спинного мозга, – до 45 % по сравне-
нию с контрольной группой.

Обсуждение

Поиск новых методов лечения ТСМ – 
непростая задача нейрохирургии [5, 
29], так как возможности самовос-
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Рис. 5
Статистический анализ (бокс-плот, медиана): поперечный размер кистозной 
полости на 4–6-й неделях после травмы в группе самовосстановления и в груп-
пе после клеточной терапии мононуклеарными клетками пуповинной крови 
человека; * p < 0,05

Рис. 4
Пример развития посттравматической кистозной полости у крыс из групп самовосстановления (а) и после клеточной терапии 
(б): сагиттальные Т2-взвешенные изображения МРТ крысы после контузионной травмы спинного мозга, гиперинтенсивный 
сигнал с четкой границей – посттравматическая кистозная полость

ба
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становления поврежденной нервной 
ткани спинного мозга, как и функ-
ций спинного мозга в целом, весьма 
незначительны.

В настоящем исследовании проде-
монстрировано, что введение МКПКЧ 
в острой стадии ТСМ оказывает ней-
ропротекторное действие, способ-
ствуя как функциональному восста-
новлению движений, так и уменьше-
нию размеров постравматических 
кистозных полостей. Наши данные 
показывают, что всего одно внутри-
венное введение МКПКЧ через сутки 
после травмы позволяет восстановить 
движение задних конечностей у крыс 
до уровня экстенсивного движения 
в трех суставах – голеностопном, 
коленном и тазобедренном. У отдель-
ных животных можно было наблюдать 
плантарную постановку стопы с под-
держанием веса тела в покое, но все же 
животные еще не могли поддерживать 
вес тела при ходьбе. Это согласуется 
с ранее полученными результатами 
на такой же модели ТСМ [20, 30, 31]. 
Восстановление движений начинается 
на 2-й неделе после травмы и стаби-
лизируется на 5–6-й неделе. К этому 
времени заканчивается формирова-
ние кистозной полости, что отмеча-
лось и в других работах [10, 32, 33], 
но размер полости существенно мень-
ше в группе клеточной терапии.

После клеточной терапии ТСМ вос-
становление движений начинается 
раньше и идет гораздо быстрее, сохра-
няя тенденцию к улучшению.

Формирование посттравматиче-
ской кистозной полости у крыс начи-
нается с 3-й недели после травмы, 
к 6-й неделе она уже сформирована, 
что согласуется с результатами, полу-
ченными ранее в гистологическом 
исследовании Basso et al. [16] и МРТ-
исследовании Metz et al. [15], но у крыс 
в группе клеточной терапии посттрав-
матическая полость была значитель-
но меньшего размера, чем в группе 
самовосстановления.

Как показано в нашей работе, улуч-
шение исходов после ТСМ подтверж-
дает, что клеточная терапия МКПКЧ 
обладает нейропротекторным эффек-
том, однако механизмы устранения 
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Рис. 6
Статистический анализ (бокс-плот, медиана): продольный размер кистозной 
полости на 4–6-й неделях после травмы в группе самовосстановления и в груп-
пе клеточной терапии мононуклеарными клетками пуповинной крови челове-
ка; * p < 0,05

Рис. 7
Статистический анализ (бокс-плот, медиана): площадь поперечного сечения 
кистозной полости на 4–6 неделях после травмы в группе самовосстановления 
и в группе клеточной терапии мононуклеарными клетками пуповинной крови 
человека; * p < 0,05
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структурных недостатков еще пред-
стоит выяснить.

МКПКЧ как средство клеточ-
ной терапии привлекают внимание 
из-за ряда преимуществ в их клини-
ческом применении: доступность 
для аллогенной трансплантации 
у людей, низкая иммуногенность, про-
стота получения и возможность дли-
тельного хранения (банкирования), 
для использования этих клеток нет 
этических и юридических ограниче-
ний [11, 34–36].

Продемонстрированная в этой 
работе эффективность клеточной 
терапии с использованием МКПКЧ 
сопоставима, а в ряде случаев и пре-
вышает эффективность клеточной 
терапии с использованием других кле-
ток, которые также рекомендованы 
для клинического применения, напри-
мер, шванновских клеток, клеток обо-
нятельной выстилки, нейрональных 
прогениторных клеток, мононукле-
арных клеток костного мозга [37–42].

Работа с криконсервированны-
ми МКПКЧ не требует специального 
оснащения лабораторий медицинских 
учреждений и специальной подготов-
ки медицинского персонала. Суще-
ствующие на сегодняшний день бан-
ки пуповинной крови человека (в том 
числе и в России) позволяют легко 
доставлять МКПКЧ в нейрохирурги-
ческие отделения клиник и использо-
вать их в острой фазе ТСМ. С этой точ-

ки зрения, МКПКЧ являются полезным 
и реалистичным источником для кле-
точной терапии ТСМ.

Ограничениями исследования 
были малое число включенных живот-
ных и отсутствие анализа механиз-
мов выявленной у клеточной тера-
пии нейропротекции. Эти параметры 
будут оценены в следующих работах. 
Тем не менее достоверные различия 
в объеме зоны повреждения спинного 
мозга между опытной и контрольной 
группами свидетельствуют о наличии 
у клеточной терапии нейропротек-
тивного действия. Системная клеточ-
ная терапия достоверно способствует 
уменьшению объема посттравмати-
ческой зоны спинного мозга. Веро-
ятно, это связано с сохранением 
на фоне введения клеток большего 
числа поврежденных волокон спин-
ного мозга в зоне посттравматической 
пеннумбры. При отсутствии специфи-
ческой терапии эти волокна погибают, 
что приводит к увеличению размеров 
посттравматической кисты. Это и есть 
проявление нейропротективного дей-
ствия системной клеточной терапии.

Заключение

Полученные данные свидетельству-
ют о наличии четкого нейропротек-
тивного действия у клеток пуповин-
но-плацентарной крови человека, 
вводимых системно в остром периоде 

контузионной ТСМ тяжелой степени 
у малых животных моделей. Систем-
ное применение клеточной терапии 
достоверно способствует уменьшению 
объема посттравматической кисты 
спинного мозга. Однократное внутри-
венное введение МКПКЧ в количестве 
40–43 млн клеток на 1 кг веса тела 
пациента способствует сохранению 
структуры нервной ткани спинного 
мозга (нейропротективный эффект) 
и обеспечивает более высокий уро-
вень восстановления движений после 
ТСМ (нейрорепаративный эффект). 
Можно предполагать, что криокон-
сервированные МКПКЧ могут приме-
няться как достаточно эффективное 
средство клеточной терапии в остром 
периоде контузионной ТСМ.
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