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Резюме
Цель. Оценить особенности ангиогенеза in 

vitro в присутствии нейросфер.
Материалы и методы. Источником нейро- 

сфер служили мыши C57Bl6 в возрасте 10–14 су-
ток постнатального развития, из головного мозга 
которых выделяли гиппокамп для получения ство-
ловых и прогениторных клеток нейрональной при-
роды. Для регистрации особенностей ангиогенеза 
in vitro в присутствии нейросфер использовали на-
бор для оценки ангиогенеза Angiogenesis Assay Kit 
(In Vitro) (Abcam, ab204726, США) согласно про-
токолу производителя, с последующей статисти-
ческой обработкой данных.

Результаты. В присутствии нейросфер про-
изошло уменьшение числа образовавшихся со-
судистых петель, тогда как остальные параме-
тры ангиогенеза (средняя площадь и периметр 
петель, общая длина сосудов и число контактов 

на мм2) не имели статистической разницы че-
рез 18 часов культивирования.

Заключение. Пролиферативная активность 
нейросфер тормозит неоангиогенез in vitro. По-
лученные данные могут служить основой для 
разработки новой технологии управления цере-
бральным ангиогенезом.

Ключевые слова: ангиогенез, эндотелиоци-
ты, гиппокамп, нейрональные стволовые и про-
гениторные клетки.
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Abstract
Aim. To evaluate the features of cerebral angio-

genesis in the presence of neurospheres, free-float-
ing clusters of neural stem and progenitor cells.

Materials and Methods. Endothelial cells were 
optionally co-cultured with neurospheres were iso-
lated from the hippocampus of 10-14-days-old 
C57Bl6 mice. Angiogenesis was evaluated in vi-
tro by means of the angiogenesis assay kit (Ab-
cam, ab204726) according to the manufacturer's 
protocol.

Results. The number of vascular loops was de-
creased in the presence of neurospheres. Other an-
giogenic parameters (average loop area and perim-

eter, total vessel length and number of contacts per 
mm2) had no statistically significant differences af-
ter 18 hours of culture.

Conclusion. The proliferative activity of neuro-
spheres inhibits in vitro cerebral angiogenesis.

Keywords: angiogenesis, endothelial cells, 
hippocampus, neural stem cells, neural progenitor 
cells.
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Введение
Одним из актуальных направлений в нейро-

науках является исследование вопросов ангио-
генеза. Ангиогенез – образование новых крове-
носных сосудов из уже существующих сосудов 
является важным процессом, который присут-
ствует как при нормальных, так и при патоло-
гических состояниях. Изучение механизмов 
ангиогенеза и факторов, влияющих на него, 
вызывает неослабевающий интерес у исследо-
вателей в различных областях в течение мно-
гих лет. Как избыточное, так и недостаточное 
образование новых кровеносных сосудов при-
водит к развитию необратимых морфологиче-
ских и функциональных изменений централь-
ной нервной системы.

Известно, что в нейрогенных нишах голов-
ного мозга (в постнатальном периоде это суб-
гранулярная зона гиппокампа, субвентрику-
лярная зона), где формируется локальное ми-
кроокружение, способствующее пролиферации 
и дифференцировке нейральных стволовых и 
прогениторных клеток в ответ на действие сти-
мулов (когниция, репарация), процессы ангио- 
генеза могут иметь существенные особенно-
сти. Так, важную роль в регулировании струк-
туры и функции церебральных сосудов играют 
клетки нейроваскулярной единицы головного 
мозга, которые тесно взаимодействуют между 
собой и обеспечивают функциональное сопря-
жение механизмов нейрональной активности 

и локальной микроциркуляции. Ингибирова-
ние их пролиферации приводит к резкому сни-
жению плотности и разветвленности корковых 
кровеносных сосудов [1]. Кроме того, тесная 
связь между нервными и сосудистыми клетка-
ми имеет решающее значение для нормального 
развития и функционирования мозга.

Поскольку ангиогенез может сочетаться с 
нейрогенезом, сопряжение областей ангиогене-
за и окружающих тканей может представлять 
новую мишень для терапии патологии головно-
го мозга. В настоящее время исследователи не 
теряют оптимизма в плане использования ней-
рональных стволовых клеток в качестве суб-
страта для восстановления нейро- и ангиогене-
за поврежденного головного мозга. Самые не-
давние экспериментальные результаты демон-
стрируют, что стимуляция даже небольшого 
пула нейрональных стволовых клеток в ткани 
головного мозга «омолаживает» мозг, редуци-
руя возраст-ассоциированные проявления ког-
нитивного дефицита [2]. В этом контексте пер-
спективным подходом может быть оценка осо-
бенностей ангиогенеза in vitro в присутствии 
нейросфер, представляющих собой сферооб-
разное скопление нейрональных стволовых и 
прогениторных клеток [3].

Цель исследования
Оценить особенности ангиогенеза in vitro в 

присутствии нейросфер.
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Материалы и методы
Объект исследования – мыши линии C57Bl6 

в возрасте 10–14 суток постнатального разви-
тия, которые были использованы в эксперимен-
те для получения стволовых и прогениторных 
клеток нейрональной природы (нейросфер).

Животных декапитировали после охлаж-
дения на льду и производили забор головного 
мозга. Мозг помещали в ледяной раствор 2% 
глюкозы в PBS. Выделяли гиппокамп и иссе-
кали до размеров 1 мм3. После окончания дис-
секции выделенную ткань переносили в све-
жий раствор 2% глюкозы в PBS (в конической 
пробирке 14 мл) на 1 минуту. После осаждения 
ткани удаляли супернатант. Оставшуюся ткань 
ресуспензировали в 1 мл среды NeuroCult NS-A 
Proliferation (StemCell, USA). Проводили три-
турацию (25–30 раз) ткани стерильным пласти-
ковым наконечником до получения однород-
ной суспензии клеток. К полученной суспензии 
добавляли 1 мл свежей среды NeuroCult NS-A 
Proliferation. Через 2 минуты, после осаждения 
неразделенных кусочков ткани, собирали су-
пернатант и переносили его в новую стериль-
ную 14 мл пробирку. Собранный супернатант 
центрифугировали при 150 g в течение 5 минут, 
после чего удаляли супернатант и добавляли  
1 мл свежей среды NeuroCult NS-A Proliferation 
с последующей тритурацией [4].

Подсчет количества клеток осуществля-
ли с помощью цитометра Scepter Cell Counter 
(Millipore). Полученные клетки в количе-
стве 1,5x106 клеток/мл сеяли в культуральные 
флаконы T-75 см2 с 25 мл «конечной» среды 
NeuroCult NS-A Proliferation. Инкубация осу-
ществлялась в условиях инкубатора при 5% 
CO2 и 37°C. Через 24–48 часов наблюдали об-
разование нейросфер.

Для регистрации особенностей ангиогенеза 
in vitro в присутствии нейросфер использова-
ли набор для оценки ангиогенеза Angiogenesis 
Assay Kit (In Vitro) (Abcam, ab204726, США) 
согласно протоколу производителя.

На дно лунок культурального 96-луночно-
го планшета (предварительно охлажденного на 
льду) вносили 50 мкл размороженного раство-
ра внеклеточного матрикса. Осуществляли ин-
кубацию в течение 1 часа при 37°C до перехо-
да раствора в гель. В каждую лунку вносили  
20 000 эндотелиальных клеток в 100 мкл среды. 
В опытную группу внесли нейросферы (500 
нейросфер на лунку). В качестве контрольной 
группы использовали чистую культуру эндоте-

лиальных клеток. В качестве негативного кон-
троля в питательную среду был добавлен ин-
гибитор пролиферативной активности клеток 
(Винбластин) – 1 мкл/мл. Клетки инкубирова-
ли в течение 18 часов в условиях СО2 инкубато-
ра (37°C, содержащем 5% CO2). 

После окончания инкубации удаляли сре-
ду из лунок и промывали 100 мкл промывоч-
ного буфера. В каждую лунку вносили 100 мкл 
рабочего раствора окрашивающего красителя  
1: 200 и инкубировали в течение 30 минут при 
37°С, после чего оценивали особенности ангио- 
генеза (число петель, средний периметр петли, 
площадь занимаемой петли) с использованием 
микроскопа ZOE (Bio-Rad, США).

Статистическую обработку результатов про-
водили с использованием методов непараме-
трической статистики (критерий Манна–Уит-
ни). Результаты представлены в виде M±SD (σ), 
где М – среднее значение, σ – стандартное от-
клонение. Статистически значимыми считали 
различия при p<0,05 и менее. Анализ изобра-
жений проводили с применением пакета про-
граммного обеспечения ImageJ (1.47 v, США).

Результаты и обсуждение
При оценке влияния нейросфер на процессы 

ангиогенеза in vitro установлено, что в присут-
ствии нейросфер произошло уменьшение чис-
ла образовавшихся сосудистых петель (р<0,01). 
Остальные параметры ангиогенеза, такие как 
средняя площадь и периметр петель, а также 
общая длина сосудов и число контактов на мм2, 
не имели статистической разницы через 18 ча-
сов культивирования (таблица 1, рисунок 1). 
Таким образом, локальная нейрогенная актив-
ность тормозит неоангиогенез in vitro.

Вероятно, терапевтический потенциал ней-
росфер отмечается только в моделях повреж-
дений головного мозга и проявляется в спо-
собности нейрональных стволовых клеток про-
дуцировать широкий спектр физиологически 
активных веществ, обладающих ангиогенным, 
антиапоптотическим, антиоксидантным и 
митогенным эффектами [5–7]. Считается, 
что усиление ангиогенеза является одной из 
стратегий, способствующих функциональному 
восстановлению после ишемического инсульта 
и других повреждений головного мозга [8]. 
Так, постишемический ангиогенез может 
способствовать ремоделированию нейронов, по 
крайней мере, двумя способами [9]. Во-первых, 
новые кровеносные сосуды, которые образуются 
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Число 
петель 

Loop 
number 

Средняя 
площадь 

петли, мм2 
Average loop 

area, mm2 

Средний 
периметр 
петли, мм 

Average loop 
perimeter, mm 

Общая длина  
"сосудов" 

мм/мм2 
Total vessel 

length, mm per 
mm2  

Число 
контактов/ 

мм2 

Number of 
contacts per 

mm2 
Эндотелий 

Cerebral 
endothelial cells 

9,3 ± 3 0,015 ± 0,002 0,456 ± 0,03 15,032 ± 1,5 4 ± 1 

Эндотелий + 
Нейросферы 

Cerebral 
endothelial cells + 

neurospheres 

6,2 ± 2* 0,014 ± 0,001 0,477 ± 0,03 13,357 ± 0,8 5 ± 1 

Эндотелий + 
Винбластин 

Cerebral 
endothelial cells + 

vinblastine 

0,8 ± 0,5 *# 0,007 ± 0,003 
*# 0,332 ± 0,04 *# 1,33 ± 0,5 *# 2 ± 1 *# 

Таблица 1. 

Влияние нейросфер 
на особенности ан-
гиогенеза in vitro

Table 1. 

The influence of 
neurospheres on  
in vitro angiogenesis 
parameters 

Примечание: 

* – отличие от группы контроля, p < 0,01, критерий 
Манна-Уитни (n = 4).

# – отличие от группы эндотелий + нейросферы, p < 0,01, 
критерий Манна-Уитни (n = 4).

* – difference from the control group, p < 0.01, критерий 
Манна-Уитни (n = 4).

# – difference from the endothelium + neurosphere group, p < 
0.01, критерий Манна-Уитни (n = 4).

*p < 0,01 as compared with the control cells, Mann-Whitney 
U-test (n = 4).

#p < 0,01 as compared with the cells with neurospheres, кри-
терий Mann-Whitney U-test (n = 4).

*as compared with the control cells, p < 0.01, Mann-Whitney 
U-test test (n = 4).

#as compared with the cells with neurospheres, p < 0.01, 
Mann-Whitney U-test test (n = 4).

Рисунок 1. 

Особенности ангио-
генеза в присутствии 
нейросфер. А – ин-
тактный эндотелий, 
Б – эндотелий + ней-
росферы, В – эндоте-
лий + винбластин

Figure 1. 

In vitro angiogenesis 
in the presence 
of neurospheres. 
A – intact cerebral 
endothelial cells, B – 
cerebral endothelial 
cells + neurospheres, 
C – cerebral 
endothelial cells + 
vinblastine
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после ишемии, участвуют в регуляции 
направления роста аксонов с помощью 
фактора роста эндотелия сосудов и ламинин 
/ β1-интегрин-сигнального пути. Во-вторых, 
кровеносные сосуды усиливают нейрогенез в 
три этапа: 1) кровеносные сосуды усиливают 
пролиферацию нейрональных стволовых 
клеток / клеток-предшественников посредством 
экспрессии нескольких внеклеточных 
сигналов; 2) микрососуды поддерживают 
миграцию нейрональных стволовых клеток 
/ клеток-предшественников в направлении 
периинфарктной зоны, поставляя кислород, 
питательные вещества и растворимые факторы, 
а также выступая в качестве скаффолдов для 
миграции; и 3) оксигенация, индуцированная 
ангиогенезом в ишемическом ядре, способствует 

дифференцировке мигрирующих нервных 
стволовых клеток / клеток-предшественников в 
зрелые нейроны. При этом васкулярная система 
головного мозга в физиологических условиях 
стабильна за счет отлаженного взаимодействия 
между стимуляторами и ингибиторами роста со-
судов, тогда как замедленный или чрезмерный 
ангиогенез может существенно нарушить функ-
цию органа и привести к развитию заболеваний.

Заключение
Таким образом, впервые установлено, что 

пролиферативная активность нейросфер тор-
мозит неоангиогенез in vitro. Полученные дан-
ные могут служить основой для разработки но-
вой технологии управления церебральным ан-
гиогенезом.
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