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Применение существующих и разработка новых методов визуализации in vivo определенных групп клеток для задач клеточной 
регенеративной медицины — перспективное направление современных биомедицинских исследований. Прижизненный биоимиджинг 
традиционно используется для изучения направления миграции, пролиферации и дифференцировки стволовых клеток в условиях эк-
сперимента и клиники. В настоящее время разработаны методы для визуализации клеток и их структур in vivo с широким выбором по-
казателей чувствительности, разрешения и специфичности, что позволяет подобрать оптимальные условия для проведения исследова-
ния. Разнообразие подходов дает возможность осуществлять анатомические, физиологические, фармакологические и молекулярные 
исследования, причем в некоторых случаях методы могут быть удачно скомбинированы. В настоящее время системы визуализации 
in vivo продолжают активно совершенствоваться: появляются еще более чувствительные приборы, создаются новые молекулярные 
метки и стратегии внедрения их в клетку.

В обзоре проведен сравнительный анализ основных существующих методов мониторинга и мечения стволовых клеток и их воз-
можностей в решении экспериментальных и клинических задач, дана оценка их преимуществ и недостатков.

Рассмотрены основные группы методов визуализации, применяемые для прижизненного наблюдения за миграцией клеток: опти-
ческие (биолюминесцентные и флюоресцентные, оптическая когерентная томография), неоптические (магнитно-резонансные и радио-
нуклидные), гибридные (фотоакустические) и методы мультимодального имиджинга.

Охарактеризованы особенности методов: чувствительность, разрешение, специфичность, глубина проникновения в ткани. При-
ведены примеры использования методов прижизненного имиджинга для изучения миграции стволовых клеток различного происхож-
дения в разных моделях. Описаны основные группы контрастирующих агентов, применяемых для повышения контрастности, чувстви-
тельности и специфичности методов имиджинга.
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Application of existing techniques and development of novel approaches to in vivo imaging of particular cell groups for the tasks of cell 
regenerative medicine is one of the perspective directions in modern biomedical studies. In vivo bioimaging is traditionally employed to study 
migration direction, proliferation and differentiation of stem cells in experiment and in clinical environment. Currently, numerous techniques for 
in vivo imaging of cells and cell structures with wide choice of sensitivity, specificity, and resolution characteristics are developed allowing to 
select an optimal tool for the particular problem. The variety of the modalities provides the opportunity to perform anatomical, physiological 
pharmaceutical and molecular studies as well as their combinations. Recently the in vivo imaging systems are being continuously updated, the 
sensitivity of setups increases, and new molecular labels as well as labeling technologies are being developed.

The present review gives an overview of the basic methods for stem cells monitoring and labeling with the discussion of their possibilities, 
advantages and disadvantages in experimental and clinical studies.

The following classes of techniques for in vivo imaging of cell migration are considered: optical methods (including bioluminescence, 
fluorescence and optical coherence tomography), non-optical methods (including magnetic resonance imaging and radionuclide imaging), 
hybrid methods (including optoacoustic tomography) and techniques of multimodal imaging.

Physical characteristics of the outlined methods are analyzed, such as sensitivity, spatial resolution, specificity, maximum imaging depth. 
Examples of implementation of different techniques for in vivo imaging of migration of stem cells of various origin are given. Basic types of 
contrasting agents used to enhance contrast, sensitivity and specificity of the discussed imaging modalities are described.

Key words: stem cells; fluorescence imaging; bioluminescence imaging; optical coherence tomography; magnetic resonance imaging; 
single photon emission computed tomography; positron emission tomography; optoacoustic imaging.

Область применения клеточных технологий при 
лечении многих заболеваний неуклонно расширяет­
ся: стволовые клетки (СК) используются в различных 
направлениях регенеративной медицины (лечении 
болезни Паркинсона, Альцгеймера, инфаркта миокар­
да, лейкемии, диабета и других заболеваний) [1, 2]. 
Повышенное внимание к этой группе клеток обуслов­
лено их уникальными свойствами: высокой пролифера­
тивной активностью, способностью к самообновлению, 
высоким дифференцировочным потенциалом.

Клеточная терапия с участием СК проводится в двух 
основных направлениях: локальная трансплантация 
клеточного материала и системная трансплантация. 
В обоих случаях СК способны мигрировать, репопули­
ровать и пролиферировать в патологических очагах, 
проявляя терапевтический эффект. При этом отмеча­
ется, что эффективность воздействия СК зависит не 
только от их способности восстанавливать повреж­
денные ткани, но главным образом — от способности 
мигрировать в ткани и органы. Поэтому актуальность 
исследования миграции трансплантируемых СК в пер­
вую очередь обусловлена тем, что эффективность ре­
генерации тканей и органов во многом зависит от на­
правления и интенсивности данного процесса. В связи 
с этим изучение миграции клеток имеет крайне важное 
фундаментальное и прикладное значение.

К фундаментальным можно отнести исследования, 
направленные на изучение существующего риска раз­

вития новообразований после трансплантации СК, 
механизмов влияния трансплантированных СК на раз­
витие новообразований, эпигенетических механизмов 
дифференцировки СК [3–5]. К прикладным — иссле­
дования «мобильности» СК для определения жизне­
способности популяций трансплантированных клеток в 
течение длительного времени [6–8].

В настоящее время к методам исследования миг­
рации СК предъявляются следующие требования: 
биосовместимость, биобезопасность, отсутствие ток­
сичности; отсутствие генетической модификации СК; 
возможность определения единичной клетки в любой 
анатомической локализации; возможность количест­
венной оценки миграции клеток; минимальное сниже­
ние визуализации при клеточном делении; присутствие 
контрастного вещества только в СК; неинвазивность 
метода (отсутствие повреждений клетки в течение дли­
тельного времени); отсутствие изменений контраста 
(метки) с течением времени (с изменением возраста 
клетки) [9].

Для визуализации СК in vivo используются техноло­
гии, основанные на различных физических принципах 
действия. Выделяют оптические и неоптические методы 
визуализации, гибридные технологии и методы муль­
тимодального имиджинга [10–13]. Основные группы вы­
шеперечисленных методов представлены в таблице.

Большинство представленных технологий реализу­
ются с использованием агентов как эндогенной, так и 
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экзогенной природы, повышаю­
щих контрастность, чувствитель­
ность и специфичность различных 
методов имиджинга.

Целью данного обзора послу­
жило проведение сравнитель­
ного анализа основных методов 
мониторинга и мечения СК и их 
возможностей в решении экспери­
ментальных и клинических задач, 
оценка их преимуществ и недо­
статков.

Оптические методы 
исследования

Методы оптического биоими­
джинга (сбора информации об 
объекте путем наблюдения и ре­
гистрации оптических изображе­
ний) базируются на регистрации 
сигнала, возбуждаемого в объекте 
исследования для получения изоб­
ражений различных слоев ткани с 
высокой селекцией по глубине и 
высоким пространственным раз­
решением.

К методам оптического ими­
джинга относятся флюоресцент­
ный и биолюминесцентный, кото­
рые по разрешению делятся на 
методы с клеточным разрешени­
ем (микроскопические техноло­ 
гии), методы с разрешением на 
тканевом уровне и методы с раз­
решением на уровне целого орга­
низма.

Для улучшения видимости ис­
следуемых структур в оптичес­
ком имиджинге применяются две 
большие группы контрастирующих 
агентов (маркеров): эндогенные, в 
норме присутствующие в клетках, 
и экзогенные, внесенные извне 
[14]. Последние подразделяют­
ся на прямые неспецифические 
(флюоресцентные красители, на­
ночастицы) и непрямые специфи­
ческие (репортерные гены).

При флюоресцентной визу-
ализации (флюоресцентном 
имиджинге — ФИ) зондирующее 
излучение определенной длины 
волны возбуждает флюоресцент­
ные молекулы­мишени (флюо­
рофоры), способные в ответ ис­
пускать фотоны с большей длиной 
волны, которые регистрируются 
детектором.

Для ФИ используются обе груп­
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пы контрастирующих агентов. К эндогенным маркерам 
относят группы биомолекул, способных к флюоресцен­
ции: аминокислоты (триптофан, тирозин, фенилала­
нин), структурные белки (коллаген, эластин), кофер­
менты в окисленной и восстановленной формах (НАД, 
НАДФ, ФАД), витамины групп А, D, К и их компоненты, 
некоторые липиды и липопротеины (фосфолипиды, 
липофусцин), различные группы порфиринов (копро­, 
уро­, прото­) [15]. Общим недостатком использования 
эндогенных маркеров является крайне ограниченное 
применение для визуализации СК in vivo.

С использованием экзогенных маркеров выпол­
няется прямое неспецифическое мечение клеток. 
С определенными клеточными структурами взаимо­
действуют разные группы молекулярных флюорес­
центных красителей: мембранные, цитоплазматичес­
кие и ядерные [16].

Мембранные флюоресцентные красители пред­
ставляют собой липофильные производные карбоци­
анинов. Для исследований миграции СК in vivo при­
меняются в основном красители семейства PKH [17], 
что связано с длительным сохранением метки (до 
месяца). К цитоплазматическим красителям относят­
ся кальцеин, 2′,7′­бис­(2­карбоксиэтил)­5(6)­карбок­
сифлюоресцеин (BCECF), диацетатфлюоресцерин 
(FDA), 5(6)­карбоксифлюоресцеиндиацетат (CFDA), 
эфир ацетоксиметила (CFDA­AM) и карбоксифлюорес­
цеина CFSE (сarboxyfluorescein succinimidyl ester) [18]. 
Ядерные красители связываются с аденинтионин­бога­
тыми участками малой бороздки ДНК клеток, широко 
используются DAPI и Hoechst 33342 [19]. Достоинства 
этих групп красителей — доступность, простота испол­
нения, отсутствие генетической модификации клеток и 
возможность применения для исследования пролифе­
рации. Недостатками считаются выведение красителя 
из клетки со временем и возможность переноса краси­
теля в окружающие клетки.

К экзогенным маркерам относят также различные 
виды наночастиц. Среди достоинств наночастиц от­
мечают уникальные физические свойства, разумную 
стоимость, легкую доступность [20, 21]. В оптическом 
биоимиджинге применяются флюоресцентные поли­
мерные наночастицы [22], флюоресцентные наночасти­
цы диоксида  кремния [23] и квантовые точки [24].

Непрямое специфическое мечение СК может осу­
ществляться с использованием методов генетическо­
го маркирования. При этом выбранная группа клеток 
подвергается трансфекции или вирусной трансдукции 
репортерными конструкциями, кодирующими метку 
(белок) под контролем специфического промотора 
[25]. Семейство гомологичных флюоресцентных бел­
ков, полученных из кишечнополостных, представи­
телем которых является зеленый флюоресцентный 
протеин (GFP) из медузы Aequorea victoria, активно 
применяется в качестве меток. Флюоресцентные бел­
ки, будучи экспрессированными под контролем регу­
ляторных элементов белка­мишени в составе репор­
терной конструкции, делают возможным оптическое 
наблюдение за экспрессией белка­мишени in vivo и in 
vitro [26].

Наиболее простой реализацией прижизненного 
ФИ на уровне организма является поверхностный 
имиджинг, который дает возможность оперативно 
(1–2 с) оценить размеры флюоресцирующей области, 
находящейся вблизи поверхности исследуемого объек­
та. Использование высокочувствительных приемников 
позволяет обнаруживать также глубинную флюорес­
ценцию, однако при этом изображение существенно 
размывается из­за сильного рассеяния света биотканя­
ми. В последние несколько лет появились коммерчески 
доступные установки для поверхностного флюоресцент­
ного имиджинга (Ivis, Maestro, Kodak, США). Данные 
системы визуализации реализуют режимы эпилюми­
несценции, транслюминесценции и 3D­флюоресцент­
ной диффузионной томографии [27].

Методы ФИ широко используются для изучения роли 
СК в канцерогенезе при получении представлений о 
биораспределении, тропизме и взаимодействии СК с 
опухолями. Здесь и в дальнейшем мы будем в основ­
ном приводить примеры задач, посвященных изучению 
роли СК в канцерогенезе, поскольку данные примеры 
наглядно демонстрируют возможности методов при­
жизненного имиджинга и являются чрезвычайно ак­
туальными для расширения сферы терапевтического 
применения СК.

В ходе ФИ in vivo исследовано распределение алло­
генных СК, меченных GFP, в организме иммунодефи­
цитных мышей [28]. D. Wolf с соавт. [29] наблюдали миг­
рацию системно­введенных флюоресцентно­меченных 
СК человека к легочным метастазам, индуцированным 
инъекцией клеток почечной карциномы мышей.

Методы ФИ in vivo и лазерной сканирующей микро­
скопии были использованы для изучения взаимодейст­
вия опухоли и мезенхимных СК в модели рака шейки 
матки [30]. Показано, что стромальные клетки жиро­
вой ткани, меченные красным флюоресцентным бел­
ком Turbo FP635, при системном введении способны 
мигрировать в селезенку, а при системном и местном 
введениях — в костный мозг, легкие и ткани опухоли 
реципиента.

Биолюминесцентная визуализация (биолюминес-
центный имиджинг — БИ). В качестве генетической 
метки в составе репортерной конструкции при БИ за­
программирована люцифераза — белок, катализи­
рующий реакцию, сопровождающуюся испусканием 
света — биолюминесценцией [31]. Люцифераза свет­
ляка (Photinuspyralis) — наиболее распространенный 
фермент для биолюминесцентной визуализации in vivo. 
Люцифераза окисляет собственный субстрат, люци­
ферин, в присутствии кислорода и АТФ. В результате 
образуется свечение широкого спектра с пиком при 
λ=560 нм. Люцифераза может служить маркером экс­
прессии различных молекул в отдельных клетках или 
организме живых лабораторных животных. Для наблю­
дения за экспрессией молекулы­мишени, маркирован­
ной люциферазой, используют биолюминесцентные 
томографы [32].

Люциферазные репортерные системы позволяют 
изучать in vitro картину генной экспрессии, активность 
клеточных рецепторов, пути сигнальной передачи, про­

Методы визуализации стволовых клеток in vivo
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цессинг РНК и белок­белковые взаимодействия [33]. 
БИ также применяется для характеристики и количест­
венного анализа экспрессии белков после специфичес­
кого стимулирования [34], а также в изучении процес­
са апоптоза [35]. К преимуществам метода относятся 
использование фермента, имеющего высокую специ­
фичность к своему субстрату; отсутствие фонового 
излучения в живых тканях; высокая чувствительность 
(~10–15–1–17 М) [36].

БИ используется для визуализации СК при реше­
нии разных биомедицинских задач, таких как изуче­
ние миграции гемопоэтических СК [37], миграции и 
пролиферации трансплантированных СК в моделях 
заболевания мозга [38], участия СК в регенерации со­
судов [39], дифференцировки в инсулинпродуцирую­
щие клетки при диабете [40], оценка жизнеспособнос­
ти кардиомиоцитов, полученных из индуцированных 
плюрипотентных клеток, в зоне инфаркта при инфар­
кте миокарда [41].

Например, с помощью БИ была исследована воз­
можность использования мезенхимных клеток­пред­
шественников в качестве переносчиков для генной 
терапии опухолей [42]. Komarova S., Kawakami Y., Stoff­
Khalili M.A. показали привлечение к опухолям мезен­
химных клеток предшественников, несущих противо­
опухолевые агенты.

С помощью данного метода изучали миграцию и 
пролиферацию СК в опухоли, было показано привлече­
ние СК, меченных Firefly luciferase, в микроокружение 
облученных опухолей [43]. S. Kidd с соавт. [44] показали 
миграцию системно введенных СК человека в легкие, 
печень и селезенку иммунодефицитных мышей SCID и 
селективное накопление СК в области развивающихся 
опухолей.

Метод БИ применяют и для изучения влияния СК 
на рост опухолей. В исследованиях in vivo показана 
прогрессия роста опухоли при одновременном введе­
нии меченных люциферазой опухолевых клеток аде­
нокарциномы человека (Scov­3) и СК человека [45]. 
С другой стороны, с использованием БИ показано и 
ингибирующее действие СК на опухолевый рост не­
зависимо от опухолевой модели и способа введения 
СК [46].

Сфера применения БИ в исследованиях продолжает 
расширяться благодаря техническим усовершенствова­
ниям (например, использование более чувствительных 
ССD­камер), а также получению и коммерциализации 
разнообразных модифицированных форм люцифераз 
и соответствующих им субстратов с оптимизированны­
ми свойствами [47].

Прямое сравнение возможностей методов, осно­
ванных на биолюминесценции и флюоресценции, 
для визуализации in vivo до сих пор не проводилось. 
Однако к преимуществам биолюминесценции можно 
отнести более низкий уровень фона. Преимуществами 
флюоресценции являются возможность параллельно 
с анализом in vivo исследовать фиксированные ткани, 
осуществлять другие виды флюоресцентного анализа 
(цитофлюориметрию и сортировку клеток). Для ФИ не 
нужен дорогостоящий субстрат, для него существует 

большее разнообразие меток, чем для биолюминес­
ценции.

Среди оптических методов визуализации можно вы­
делить группу методов, основанных на использовании 
различных эффектов взаимодействия света с рассеива­
ющими средами. Это методы оптической томографии.

Оптическая когерентная томография (ОКТ) — вы­
сокоразрешающий метод получения изображения 
внутренней микроструктуры биотканей, основанный на 
интерферометрическом детектировании обратнорассе­
янного света ближнего инфракрасного (ИК) диапазона. 
Данный метод характеризуется высокой разрешающей 
способностью, визуализацией структуры слоев тканей 
до 2 мм от поверхности, неинвазивностью, реальным 
масштабом времени получения информации и быстро­
действием [48].

Для визуализации СК методом ОКТ используют до­
полнительные контрастирующие агенты (магнитные 
микро­ и наночастицы). Так, магнитодвижущая ОКТ 
была успешно использована для визуализации СК, 
меченных магнитными микро­ и наночастицами, на 
агаровых скаффолдах, получены 3D­сканы и прове­
ден анализ спеклов ОКТ­изображений [49]. Метод ОКТ 
был использован при визуализации фоторецепторов, 
полученных от предшественников СК, трансплантиро­
ванных в крыс с дистрофией сетчатки. Совместно с 
флюоресцентной конфокальной сканирующей лазер­
ной офтальмоскопией метод ОКТ позволяет визуали­
зировать жизнеспособность клеток до 15­го дня после 
трансплантации [50].

В модели на крысах in vivo при трансплантации ней­
рональных стволовых клеток, трансфицированных 
нейротрофическим фактором мозга (BDNF), были ус­
пешно применены методы ОКТ, томография сетчатки 
Хайдельберга и иммуногистохимия для оценки жиз­
неспособности, миграции и дифференцировки нейро­
нальных СК [51].

Основной недостаток ОКТ связан с отсутствием 
клеточного разрешения, что не позволяет методу пол­
ноправно быть названным «оптической биопсией» [48], 
в связи с чем усилия исследователей направлены на 
повышение его разрешающей способности. Большое 
внимание уделяется модификации методик с целью 
минимизации ограничений ОКТ — применению новых 
контрастирующих агентов (например, наночастиц), 
использованию приемов оптического просветления, 
позволяющих увеличить контраст изображений и глу­
бину ОКТ­зондирования, применению широкополос­
ных источников света (фемтосекундных лазеров) для 
получения изображения биотканей с разрешением до 
единиц микрометров [48]. Следует отметить, что ОКТ 
в основном используется как дополнительная техника 
для оценки структуры тканей, в которые мигрируют 
трансплантированные СК, а не как основной вид ис­
следования.

Неоптические методы исследования

К неоптическому имиджингу относится широкий 
спектр методов, основанных на различных физических 
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принципах регистрации сигналов, однако для наблюде­
ния СК используются в основном магнитно­резонансная 
томография и радионуклидные методы. Неоптический 
имиджинг дает более высокое пространственное разре­
шение без ограничений по глубине изучаемого объек­
та, обладает высокой чувствительностью и предостав­
ляет информацию о структурной (органной, тканевой, 
клеточной, молекулярной) и функциональной состав­
ляющих. Кроме того, неоптические методы позволяют 
обнаружить с высокой контрастностью и разрешением 
СК не только в условиях эксперимента, но и в условиях 
клинической практики.

Магнитно-резонансная томография (МРТ) основа­
на на регистрации сигнала от ядер водорода, входящих 
в состав различных соединений в живом организме, 
преимущественно молекул воды. Как правило, конт­
раст на основе количества воды используется лишь 
для создания анатомических изображений, где важную 
роль играет содержание воды в различных тканях.

В современных исследованиях применяются допол­
нительные контрасты для МРТ. Соединения на основе 
гадолиния являются наиболее эффективными контраст­
ными веществами из­за их неспаренных электронов 
[52, 53]. Хелатные комплексы гадолиния (Gd3+) приме­
няются для маркировки СК [54, 55]. Gd3+­содержащие 
частицы и макромолекулы используются в качестве но­
вого поколения контрастных агентов [56, 57]. Основной 
минус методов, использующих парамагнитные аген­
ты, — недостаточность чувствительности для визуали­
зации единичных клеток [58].

Другой распространенный класс контрастных ве­
ществ — суперпарамагнитные частицы оксида железа 
(SPIOs) [59]. Эти частицы состоят из ядер оксида желе­
за, которые обычно содержат несколько тысяч атомов 
железа, что увеличивает локальную концентрацию же­
леза и позволяет обнаруживать низкие концентрации 
клеток [60]. Суперпарамагнитные наночастицы оксида 
железа (SPIONs) — наиболее предпочтительные конт­
растные агенты для мониторинга СК вследствие их вы­
сокой чувствительности и отличной биосовместимости 
[61, 62].

В исследованиях применяется и новый класс конт­
растных агентов, принцип действия которых основан 
на передаче насыщения за счет химического обмена 
(CEST) [63]. Эти агенты предоставляют дополнитель­
ные возможности, такие как способность выделять в 
изображении несколько биологических событий сразу 
или одновременно отслеживать различные клеточные 
популяции, используя несколько контрастных агентов 
[64]. Особый интерес представляют PARACEST­аген­
ты, в которых передача насыщения намагниченности 
осуществляется от ядер координированной воды (воды 
вблизи парамагнитного центра) к ядрам свободной 
воды [65].

В детальном обзоре M.F. Kircher с соавт. [66] приве­
дены использующиеся в МРТ контрастные вещества и 
рассмотрены различные возможности их применения 
для визуализации клеток.

Для мечения клеток используются следующие ос­
новные приемы: 1) прямое маркирование магнитными 

наночастицами, когда контрастные агенты попадают в 
клетки с помощью поликатионных агентов трансфек­
ции, липосом, «генной пушки», микроинъекции, элект­
ропорации или рецептор­опосредованного эндоцитоза; 
2) стабильная трансдукция генами­репортерами, коди­
рующими специфические белки, такие как внутрикле­
точные металлопротеиназы (трансферрин и ферритин), 
продуцирующие сигнал за счет внутреннего накопле­
ния железа.

Высокие чувcтвительность, разрешение, специфич­
ность и возможность проведения исследований в дина­
мическом режиме делают МРТ привлекательным для 
исследования биологии СК методом [67].

В работе [68] СК свиней были трансдуцированы че­
ловеческим ферритином. В искусственно созданной in 
vivo модели инфаркта миокарда свиней транспланти­
рованные СК были обнаружены с помощью МРТ через 
4 нед. Показано, что ферритин не оказывал никакого 
эффекта на репаративный или дифференцировочный 
потенциалы СК. В определенных случаях данный ме­
тод маркировки является предпочтительнее прямого 
мечения, поскольку зависит от экспрессии гена, корре­
лирующей с жизнеспособностью клеток и предоставля­
ющей больше функциональной информации.

Работы по использованию человеческих СК показа­
ли, что при маркировке SPIOs частицами СК сохраняют 
способность к выживанию, миграции, интеграции пос­
ле трансплантации in vivo, что позволяет отслеживать 
судьбу меченых клеток при различных условиях введе­
ния с течением времени [69], а также в различных моде­
лях опухолей мышей, крыс, кроликов и свиней [70]. На 
модели рака груди человека с помощью МРТ показан 
хоминг человеческих СК, меченных SPIOs, к легочным 
метастазам [71]. Продемонстрирован трейсинг малых 
клеточных популяций меченых нейральных СК в экспе­
риментальной модели инсульта [72]. Чувствительность 
метода МРТ оказалась достаточной для обнаружения 
1000 меченых СК при коинъекции с клетками рака груди 
в модели подкожной опухоли [73]. В работе Y. Watada с 
соавт. [74] проведен МРТ­мониторинг СК, транспланти­
рованных в ушную улитку и меченных SPIOs­частицами 
через 4 нед после трансплантации.

Соединения на основе хелатных комплексов гадо­
линия также применяются при изучении миграции и 
дифференцировки СК различного происхождения 
и в различных моделях. Одно из широко используемых 
веществ — соединение гадолиния с диэтилентриамин­
пентауксусной кислотой (Gd­DTPA). В работе [75] пока­
зана возможность его применения для отслеживания 
меченых мезенхимных СК in vivo вследствие большой 
интенсивности сигнала и отсутствия влияния на жизне­
способность и пролиферацию клеток. Авторы [76] ис­
пользовали три Gd­DOTA­пептидных комплекса (1, 4, 7, 
10­tetraazacyclododecane­N, N′, N′, N′­tetraacetic acid) в 
качестве контрастного агента для маркировки мезен­
химных СК.

В обзоре [77] рассмотрены уникальные возможнос­
ти для использования CEST­контрастных веществ, 
описаны их физические свойства и ключевые особен­
ности, а в работе [78] подробно изложены также инс­
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трументальные решения для скрининга CEST­агентов 
методом МРТ. Авторами [79] продемонстрированы 
возможности CEST для визуализации динамических 
изменений в бесклеточных гидрогелевых компонентах 
in vivo. Композитные гидрогели используют в регенера­
тивной медицине как каркасные структуры, имитирую­
щие ткани, для улучшения выживаемости СК.

Недостатком метода МРТ является проблема нали­
чия артефактов на изображениях. Ее решением стала 
разработка агента на основе наночастиц для двухре­
жимной фильтрации артефактов МРТ­изображений 
(AFIA), который содержит комбинацию парамагнитных 
и суперпарамагнитных наноматериалов [80]. С исполь­
зованием AFIA были устранены артефакты в необра­
ботанных изображениях, что повысило точность МРТ. 
Авторы продемонстрировали фильтрационную способ­
ность AFIA на образцах in vitro и потенциальную воз­
можность визуализации без артефактов миграции СК 
in vivo.

В основе радионуклидного имиджинга (РИ) лежит 
способность специального детектирующего оборудова­
ния отслеживать распределение в организме радиоак­
тивно­меченных биологически активных соединений, 
которые позволяют изучать такие процессы, как мета­
болизм, транспорт веществ, лиганд­рецепторные вза­
имодействия, экспрессию генов. Данный метод имеет 
очень высокую чувствительность (<10–9М) и способен 
визуализировать биологически активные соединения 
при очень низких концентрациях.

Для контрастирования в РИ также используются 
две основные стратегии: прямое мечение радиоактив­
ной меткой и мечение с использованием репортерных 
генов.

В РИ применяются два основных томографических 
метода: однофотонная эмиссионная компьютерная 
томография и позитронная эмиссионная томография 
[81].

Однофотонная эмиссионная компьютерная то-
мография (ОЭКТ) основана на фиксации радиоактив­
ности вокруг исследуемого объекта гамма­камерой 
при различных углах так, что можно реконструировать 
секционное изображение. ОЭКТ позволяет получать 
объемное изображение распределения радионуклидов, 
относящихся к чистым гамма­излучателям: технеция­
99m (99mTc), индия­111 (111In), йода­123 (123I), йода­131 
(131I), а также короткоживущих и ультракороткоживущих 
изотопов: кислорода­15 (15O), углерода­11 (11C), азота­
13 (13N), фтора­18 (18F) [82].

Перспективным направлением является исполь­
зование радиофармацевтических препаратов (РФП), 
которые имеют в своем составе радионуклиды. РФП 
накапливаются только в органах и структурах, пред­
назначенных для визуализации, а накопление может 
обусловливаться метаболическими процессами в тка­
ни либо локальной перфузией органа. РФП получают 
при помощи радиохимического синтеза: радионуклид 
«встраивается» в химическое вещество. К сложностям 
производства относятся подготовка радионуклида и 
оценка периода его полураспада [83].

ОЭКТ чаще используют для изучения миграции лей­

коцитов, однако эти данные могут быть перенесены и 
на исследования миграции СК [84].

Позитронно-эмиссионная томография (ПЭТ) — 
метод радиоизотопной диагностики. Он основан на 
использовании испускаемых радионуклидами позитро­
нов. Позитронизлучающие радиоизотопы производят 
высокоэнергетические гамма­лучи, которые способны 
глубоко проникать в ткани, что обусловливает возмож­
ность применения такого подхода для исследований не 
только на мелких животных, но и на человеке [85]. РФП 
на основе технеция (99mTc), например 99mTc­HMPAO 
(99mTc­hexamethylpropyleneamineoxime, который ис­
пользуется для короткого времени отслеживания СК in 
vivo (период полураспада — около 6 ч)), обеспечивает 
высокую контрастность изображения [86].

В ПЭТ применяются также технологии репортер­
ных генов. Такие гены делят на три различных класса: 
кодирующие (рецепторы), ферменты и белки­пере­
носчики. При использовании рецептор­основанных 
репортеров радиоактивная метка связывается с ре­
цептором допамина, который кодирует репортерный 
ген. Ферментоснованные системы используют репор­
терный ген для продукции специфических ферментов, 
которые модифицируют радиоактивную метку, пре­
пятствуя ее выходу из клетки. Третий класс репортер­
ных генов кодируют белки­переносчики радиоактив­
ных меток (симпортеры) [87]. Системы репортерных 
генов позволяют оценить распределение введенных 
клеток в режиме реального времени в течение про­
должительного периода. Преимущество данного ме­
тода — дополнительная возможность изучения фун­
кциональной активности и жизнеспособности клеток. 
В настоящее время одним из самых распространенных 
генов­репортеров для ПЭТ является тимидинкиназа 
вируса простого герпеса первого типа (HSV1­tk) и ее 
мутант (HSV1­sr39tk). Этот фермент фосфорилирует 
пиримидиновые и адениновые основания и успешно 
используется в сочетании с радиоактивно­меченными 
зондами­репортерами, такими как 124I­2­fluoro­2­deoxy­
1­D­arabinofuranosyl­5­iodouracil (FIAU), 18F­2­fluoro­2­
deoxy­1­D­arabinofuranosyl­5­ethyluracil (FEAU) и 9­(4­
18F­fluoro­3­hydroxymethyl­butyl) guanine (18F­FHBG) 
[88, 89].

С использованием метода ПЭТ показана миграция 
СК к подкожной опухоли аденокарциномы кишечника и 
их пролиферация [90]. Наблюдение за меченными изо­
топами меди и кобальта крысиными СК продолжалось 
более месяца.

Неоптические методы исследования миграции СК на­
шли широкое применение в научных и клинических ис­
следованиях, однако спектр их использования зависит 
от конкретных задач. Метод МРТ практически не имеет 
ограничений по объему и глубине изучаемого объекта, 
поэтому отлично подходит для исследования целого ор­
ганизма. При этом пространственное разрешение МРТ 
составляет от 10 до 300 мкм, а средний размер кле­
ток — 5–50 мкм, поэтому она может применяться для 
исследования миграции даже единичных транспланти­
рованных клеток. К достоинствам МРТ можно отнести 
и персистентность метки. Однако этим методом сложно 
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оценить состояние первоначально введенных клеток. 
Кроме того, сохранность метки может выступать и как 
недостаток, поскольку резидентные макрофаги могут 
поглощать умершие трансплантированные клетки, при­
водя к ложноположительному сигналу.

ОЭКТ и ПЭТ позволяют проводить количествен­
ную оценку клеток и имеют низкий фоновый сигнал, 
однако по сравнению с МРТ и методами оптического 
имиджинга обладают рядом недостатков: низким про­
странственным разрешением (не позволяет установить 
точную локализацию трансплантированных клеток в 
органе); радиационной нагрузкой; коротким периодом 
жизни радиоизотопов, который ограничивает продол­
жительность отслеживания клеток; неспецифическим 
поглощением радионуклидов нормальными тканями 
внутренних органов (почек, печени). Несомненное пре­
имущество ПЭТ — более высокая чувствительность, 
чем у ОЭКТ, что позволяет гораздо точнее оценить 
число меченых СК.

Гибридные методы исследования

К гибридным методам исследования можно отнести 
фотоакустический имиджинг (ФАИ) — гибридную 
технологию, которая формирует изображения на ос­
нове регистрации ультразвуковых волн, генерируемых 
термоупругим расширением тканей, индуцированным 
оптическим излучением [91]. Для этого представля­
ющий интерес объект освещают коротким лазерным 
импульсом, энергия лазера поглощается внутренни­
ми структурами объекта, что приводит к быстрому 
повышению температуры и тепловому расширению. 
Тепловое расширение вызывает распространение уль­
тразвуковых волн сквозь объект, при этом волны прини­
маются ультразвуковыми преобразователями, располо­
женными на поверхности объекта. Полученные сигналы 
обрабатывают для получения карты распределения зон 
поглощения внутри объекта на длине волны лазерного 
излучения. Механизм контрастирования в ФАИ заклю­
чается в оптическом поглощении возбужденного света 
хромофорами эндогенного или экзогенного происхож­
дения [92].

ФАИ может быть разделен на два основных направ­
ления: фотоакустическую томографию (ФАТ) и фо-
тоакустическую микроскопию (ФАМ) [93].

ФАТ основана на регистрации акустических сигна­
лов внутри объекта, на который воздействовали им­
пульсным лазером [94]. Она может формировать 3D­
изображения в режиме реального времени с глубиной 
визуализации до нескольких сантиметров [95], однако 
не способна обеспечить изображения с клеточным раз­
решением. В ультразвуковой детекции ФАТ использу­
ется контактный режим детектирования из­за сильного 
затухания ультразвуковых волн, которое возникает в 
воздухе между образцом и акустическим преобразо­
вателем. Это существенно ограничивает применение 
ФAT в биомедицинских исследованиях [96].

Высокое разрешение в ФАМ основано на узкой оп­
тической фокусировке возбуждающего света. В ФАМ 
выделяют отдельное направление — оптико­разрешен­

ную фотоакустическую микроскопию (ОР ФАМ) [97], 
которая может достигать пространственного разреше­
ния в несколько микрометров с глубиной проникнове­
ния  сигнала в ткани мозга  до 1 мм [98]. С помощью 
ОР ФАМ можно получить изображения, основанные на 
способности к поглощению света определенной длины 
волны различных клеточных компонентов — эндоген­
ных маркеров, таких как ДНК и РНК, цитохромы, мие­
лин, меланин, гемоглобин [99]. Это позволяет опреде­
лить жизнеспособность клеток, состояние компонентов 
клеточной оболочки и, по­возможности, оценить кле­
точный метаболизм через соотношения восстановлен­
ных и окисленных форм цитохромов [100].

Контрастирующие агенты для ФАИ принадлежат 
как к группе эндогенных, так и экзогенных маркеров. 
В ФАИ применяются различные экзогенные контрасти­
рующие вещества, которые относят к пяти основным 
группам: молекулярные флюоресцентные красите­
ли (ICG, AlexaFluor 750, BHQ3, QXL680, IRDye800CW, 
MMPSense™), плазмонно­резонансные частицы бла­
городных металлов (золотые и серебряные наночас­
тицы), наночастицы, основанные на других принципах 
воздействия (квантовые точки, флюоресцентные сили­
катные наночастицы), мультимодальные контрастиру­
ющие агенты (хелатные комплексы гадолиния, одно­
слойные углеродные нанотрубки) и контрастирующие 
агенты для тераностики (SPIOs, золотые, наночастицы 
диоксида кремния) [101].

Метод ФАИ находит широкое применение в раз­
личных областях клеточной терапии. Большой цикл 
работ посвящен изучению регенераторных функций 
СК в патологических очагах различного происхожде­
ния. Например, L.M. Ricles с соавт. [102] in vitro при­
менили мечение мезенхимных СК крыс и макрофа­
гов золотыми наночастицами, а на модели ишемии 
задних конечностей крыс доказали возможность 
наблюдения за мечеными СК in vivo, а также способ­
ность количественного определения инфильтрации 
патологических очагов макрофагами, используя ФАИ 
для проведения эксперимента, а методы гистологии 
и масс­спектрометрии — для верификации получен­
ных результатов.

Неинвазивный мониторинг СК, используемых для 
ускорения заживления поверхностных повреждений 
кожи (ожогов, трофических язв и т.д.), также широко 
востребован и применяется как в экспериментальных, 
так и в клинических исследованиях. Примером этого 
направления может служить работа [103], где методом 
ФАИ были оценены структурные повреждения тканей и 
кровоснабжения эпидермиса и дермы в модели кожно­
го ожога у крыс до и после имплантации 3D­скаффол­
дов фибринового геля с СК жировой ткани, меченными 
золотыми наночастицами.

Крайне интересно новое, активно развивающееся 
направление ФАИ — фотоакустическая проточная 
цитометрия (ФАПЦ), которое направлено на детекцию 
контрастированных экзогенными метками клеток в по­
токе физиологической жидкости (крови, лимфе, спин­
номозговой жидкости) [104]. С помощью этого метода 
определяют наличие маркеров лейкоза, карцином, ме­
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ланом, стволовых раковых клеток в доклинических мо­
делях на животных [105].

Таким образом, можно смело утверждать, что ФАИ 
имеет большой потенциал для широкого применения в 
клеточной терапии: от мониторинга в терапии СК и тка­
невой инженерии на молекулярном уровне до детекции 
отдельных клеток в потоке жидкости на уровне целого 
организма — вследствие его неинвазивности, безопас­
ности, селективности и способности обеспечить долго­
срочный мониторинг процессов.

Методы мультимодального имиджинга

Мультимодальный имиджинг включает два или 
более метода визуализации для наблюдения одного 
и того же объекта и получения интегрированных дан­
ных (на нескольких уровнях организации), которые 
могут дополнять друг друга и обеспечивать полную 
информацию об исследуемом объекте. Наиболее час­
то в исследованиях сочетают методы из двух различ­
ных групп, например оптические с неоптическими, од­
нако сочетание методов внутри одной группы также 
возможно.

Сочетание оптических и неоптических методов 
наиболее часто применяется при исследовании мигра­
ции СК в организме реципиента, поскольку обеспечи­
вает одновременно высокое пространственное разре­
шение, высокую чувствительность при наблюдении и 
показывает точную локализацию СК.

F. Cao с соавт. [106] успешно оценили жизнеспо­
собность, пролиферацию и миграцию после интра­
кардиального введения мышиных эмбриональных СК, 
трансфицированных одновременно тремя генами­ре­
портерами (RFP, Luciferase и HSV1­tk) с помощью ме­
тодов БИ и ПЭТ.

Авторы [107] использовали мультимодальный имид­
жинг и технологию трансфекции различными генами­
репортерами для мониторинга трансплантированных 
нейрональных клеток­предшественников (NPCs) и их 
функционального статуса. Они исследовали NPCs, 
экспрессирующие гены HSV1­tk, GFP и люциферазы 
светлячка (Fluc), в культуре и в моделях глиомы in vivo 
также с использованием методов БИ и ПЭТ.

С применением флюоресцентной молекулярной то­
мографии и ПЭТ в присутствии трейсеров на основе 
антител СК опухоли были детектированы в подкожных 
и ортотопически привитых глиомах [108].

С использованием МРТ и БИ проведена комплекс­
ная оценка трансплантированных эмбриональных СК 
мыши, несущих двойную метку (суперпарамагнитный 
оксид железа и люциферазу), в модели инфаркта мио­
карда. С помощью МРТ определена точная анатоми­
ческая локализация СК в зоне миокарда, с помощью 
БИ оценена жизнеспособность СК, введенных в зону 
инфаркта миокарда [109].

МРТ и БИ были успешно использованы для наблю­
дения мезенхимных СК костного мозга, меченных гена­
ми­репортерами (Firefly Luciferase и GFP) и частицами 
оксида железа, трансплантированных в ЦНС иммуно­
компетентных мышей [110].

Сочетание неоптических методов дает возмож­
ность параллельно изучить жизнеспособность и лока­
лизацию СК.

Комбинация техник ОЭКТ и МРТ позволила наблю­
дать трекинг внутрибрюшинно введенных мезенхимных 
СК костного мозга человека в мышах с нейробласто­
мой и установить накопление в опухоли мезенхималь­
ных СК, меченных 111In­оксином, через 48 ч после 
трансплантации [111].

В работе [112] СК костного мозга, меченные окси­
дом железа и имплантированные в полосатое тело 
крыс в модели болезни Паркинсона, визуализировали 
с использованием МРТ, которая показала присутствие 
меченых мезенхимальных СК в пораженной зоне до 
28 дней после трансплантации. Функциональная ак­
тивность экзогенно введенных клеток, меченных РФП, 
была эффективно оценена методом ПЭТ.

Сочетание оптических методов дает возможность 
в одно и то же время с высокой чувствительностью 
исследовать распределение малых популяций СК в 
течение долгого времени, колокализацию и взаимо­
действие СК с микроокружением в различных моделях 
патологического процесса.

ФИ и БИ были успешно использованы для изучения 
распределения и дифференцировки СК в мышах с опу­
холью [113]. Авторы применяли опухолевые и стволо­

   5 ч      3 нед  4 нед  5 нед             8 нед

Рис. 1. In vivo биолюминесцентный имиджинг стволовых клеток (указаны стрелками), мечен­
ных геном люциферазы, в мышах с легочными метастазами [114]
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вые клетки, меченные различными генами­репортера­
ми (флюоресцентными и биолюминесцентными).

В работе [114] с помощью методов ФИ и БИ in vivo 
показано влияние мезенхимных СК костного мозга че­
ловека на формирование метастазов в иммунодефи­
цитных мышах в модели рака молочной железы. Были 
использованы СК, меченные геном люциферазы, и 
опухолевые клетки, несущие красный флюоресцентный 
белок. БИ in vivo выявил распределение СК в легкие и 
органы брюшной полости на 2­й и 3­й неделях после 
трансплантации и последующую ремиграцию СК в лег­
кие на 6–7­й неделе (рис. 1). С использованием ФИ ус­
тановлено ингибирующее действие СК на образование 
метастазов в легких (рис. 2).

Подобный комплексный подход при получении дан­
ных о местоположении и состоянии СК может миними­
зировать потенциальные недостатки использования 
отдельного метода и обеспечить идеальный информа­
ционный профиль для клинического и научного приме­
нения.

Заключение

Быстрый прогресс в разработке маркеров наряду 
с усовершенствованием систем визуализации in vivo 
позволяет достоверно изучать направление и эффек­
тивность миграции СК. Изучение миграции СК в ус­
ловиях клиники и эксперимента имеет существенные 

различия. Главными критериями в клинических усло­
виях служат биосовместимость, безопасность, неток­
сичность, неинвазивность. Соответственно, основными 
критериями для экспериментальных методов изучения 
миграции будут являться точность, возможность коли­
чественной и достаточно длительной оценки миграции 
клеток, стабильность «метки» [115].

В настоящее время разработаны методы визуали­
зации клеток и их структур in vivo, удовлетворяющие 
требованиям как фундаментальных, так и клиничес­
ких исследований. Широкий выбор показателей чувст­
вительности, разрешения, глубины проникновения в 
ткани, специфичности позволяет подобрать оптималь­
ные условия для проведения исследования (делая 
поправку на особенности экспериментальной модели). 
Разнообразные подходы дают возможность осущест­
влять анатомические, физиологические, фармако­
логические и молекулярные исследования, причем в 
некоторых случаях методы могут быть удачно скомби­
нированы. В данный момент системы визуализации in 
vivo продолжают активно совершенствоваться: появля­
ются более чувствительные приборы, создаются новые 
молекулярные метки, разрабатываются современные 
стратегии внедрения их в клетку.

Финансирование исследования. Основная 
часть работы выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (проект №14­15­00536); 
работа по характеристике, сравнению методов био­

4 нед  6 нед          7 нед               8 нед

4 нед             6 нед       7 нед                  8 нед
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Рис. 2. In vivo флюоресцентный имиджинг формирования метастазов в легких животных: а —  
с введением опухолевых клеток, меченных красным флюоресцентным белком и стволовыми 
клетками; б — с введением только опухолевых клеток, меченных красным флюоресцентным 
белком; в — без введения каких­либо клеток. Стрелками указаны метастазы [114]

Методы визуализации стволовых клеток in vivo
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люминесцентного имиджинга и описанию биолюми­
несцентных контрастирующих агентов выполнена при 
поддержке Министерства образования и науки РФ в 
рамках государственного задания по выполнению ра­
бот в сфере научной деятельности (базовая часть) 
№2014/134 (проект №2460).
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