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В последнее время мезенхимальные стволовые клетки (МСК) нашли широкое применение во многих областях медицины, 
где используются их иммуносупрессивные свойства, влияние на процессы регенерации поврежденных тканей и т. д. В связи 
с этим возникает потребность в разработке стандартизированных протоколов экспансии МСК, которые позволят 
получить необходимое количество клеток для клинического применения без нарушения их способности к самовозобновлению 
и мультилинейного дифференцированного потенциала. В настоящей статье обобщены данные литературы о различных 
питательных средах и добавках, применяемых при культивировании ex vivo МСК. Представлен собственный опыт использования 
стандартной питательной среды для культивирования МСК Д М ЕМ  с добавлением эмбриональной телячьей сыворотки 
и бессывороточной питательной среды MesenCult MSC Basal Medium (Human) (StemCell technologies Inc) с добавлением 
Mesenchymal Stem Cell Stimulatory Supplements (Human). Проведена оценка их влияния на рост и иммунофенотипические 
характеристики МСК.
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EX VIVO EXPANSION OF MESENCHYMAL STEM CELLS IN DIFFERENT CULTURE CONDITIONS
(the literature review and own experience)
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Mesenchymal stem cells (MSC) have been widely used in different areas o f medicine because o f their immunosupressive properties and 
influence on regeneration o f the damaged tissues. The improvement o f MSC expansion standard protocols allowing receiving necessary 
MSC amount with the ability o f self-renewal and multilineage differentiation potential for clinical application is required. The present ar
ticle summarizes the current experience concerning uses o f various culture mediums and supplements for the ex vivo MSC expansion. The 
author's experience o f ex vivo MSC expansion using both standard medium DM EM  with the supplementation o f fetal bovine serum (FBS) 
and serum-free medium MesenCult MSC Basal Medium (Human) (StemCell technologies Inc.) with addition Mesenchymal Stem Cell 
Stimulatory Supplements (Human) is presented. The influence o f medium type on MSC growth and immunophenotype is analyzed.
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В настоящее время мезенхимальные стволовые 
клетки (М СК) являются важным инструментом для 
проведения клеточной терапии, так как они могут 
быть легко изолированы и обладают большим по
тенциалом для экспансии.

В клинических протоколах в среднем использу
ется количество М СК, составляющее 2*106/к г  веса 
пациента (например, при лечении тяжелой степени 
реакции «трансплантат против хозяина» (РТПХ)). 
В связи с этим появляется необходимость разработ
ки такого протокола культивирования М СК, кото
рый позволит получить максимальное количество

клеток при минимальном числе пассажей и за мини
мально короткое время.

М СК могут быть получены из разных тканей 
(костный мозг, жировая ткань, скелетные мышцы, 
печень, плацента и др.), и для их культивирования 
применяются различные протоколы.

В настоящее время существует большая несогла
сованность среди лабораторий относительно выбора 
питательных сред и добавления разнообразных фак
торов для успешной изоляции и экспансии МСК. 
Ввиду этого и с учетом большого терапевтического 
потенциала М СК возникает потребность в разработ-
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ке более точного и стандартизированного протокола 
для экспансии.

Целый ряд факторов оказывает влияние на рост 
МСК: основа питательной среды, концентрация глю
козы и глютамина в среде, а также плотность пассажа, 
свойства адгезивной поверхности и т. д. [1, 2].

Важным компонентом для успешного культи
вирования М СК служит выбор питательной среды. 
Ее основа включает в себя глюкозу, аминокислоты 
и ионы кальция, магния, калия, натрия и фосфаты. 
Наиболее часто используемые питательные среды 
для экспансии М СК — ДМ ЕМ  (среда Eagle’s, мо
дифицированная Dulbecco) и a-M EM . При их при
менении М СК сохраняют свой мультилинейный 
потенциал дифференцировки и способность к само
возобновлению при последующих пассажах.

Добавками к основным питательным средам, 
чаще всего используемым при культивировании 
М СК, являются эмбриональная бычья сыворотка 
(Fetal Bovine Serum — FBS) или эмбриональная теля
чья сыворотка (Fetal Calf Serum — FCS). Они содер
жат в себе большое количество веществ, стимулиру
ющих рост клеток (питательные вещества, факторы 
роста и т. д.).

В большинстве преклинических исследований 
предпочтение отдается МСК, выращенным в пита
тельной среде с использованием 10—20% FCS [1, 3, 4].

Существует порядка 10 клинических протоко - 
лов, которые используют М СК, культивированные 
с присутствием животной сыворотки. Они показа
ли безопасность клинического применения МСК, 
культивированных в среде с добавлением FCS [6, 7].

Например, в исследовании Katarina Le Blanc 
и соавт. для лечения стероид-резистентной формы 
РТПХ использовались М СК, выращенные в среде с 
добавлением животной сыворотки (10% FBS). Доза 
М СК составляла от 0,4 до 9х106/кг  веса пациента. 
Всего было выполнено до 92 введений МСК. Не
которые пациенты получили по 2 и более инфузии. 
Побочных реакций не было отмечено ни во время 
введения М СК, ни после [8].

Применение FCS и FBS для клинических испы
таний одобрено также Американским управлением по 
контролю за продуктами и лекарственными препарата
ми (U.S. Food and Drug Administration) [9].

И все же, когда ставится вопрос о клиническом при
менении готового продукта, сыворотка животных явля
ется нежелательным источником ксеногенных антиге
нов и несет риск передачи вирусов животных, прионов 
и т. д. Хотя, как считают некоторые исследователи, риск 
передачи прионов и возбудителей зоонозных инфек
ций при использовании сыворотки животного невелик. 
Поэтому, как уже было сказано выше, некоторые про
токолы для экспансии МСК и дальнейшего их исполь
зования в клинике разработаны с применением FCS [7].

Кроме того, бычьи белки и пептиды могут соеди
няться с М СК и в дальнейшем вызывать иммунные

реакции, особенно при повторных вливаниях МСК, а 
также могут вызвать отторжение пересаженных клеток 
[9]. Как показали исследования, в 108 МСК, культиви
рованных из костного мозга человека с добавлением 
FCS, находится приблизительно 7—30 мг белков живот
ной сыворотки.

Однако некоторые авторы показали, что МСК, 
выращенные с применением FCS, оказались более 
эффективны в подавлении вызванной аллоантиген- 
индуцированной пролиферацией субполяции лимфо
цитов, предполагая, что среда с содержанием FCS яв
ляется подходящей для предупреждения или лечения 
аллореактивных иммунных осложнений [10].

Повышение иммуносупрессивных свойств МСК, 
культивированных в среде с добавлением животной сы
воротки, может быть также связано с повышенной экс
прессией гена простагландин-синтазы [11].

Таким образом, культивирование МСК с присут
ствием FBS может быть применимо в клинических 
протоколах, где используются иммуносупрессивные 
свойства МСК (лечение тяжелой РТПХ после про
ведения трансплантации гемопоэтических стволовых 
клеток (ТГСК) и/или отторжения трансплантата после 
ТГСК или трансплантации солидных органов).

И хотя для полной оценки клинического воздей
ствия животных белков на организм человека необхо
димы дополнительные исследования, в ряде работ было 
показано, что использование при культивировании 
МСК аутологичной сыворотки (АС) вместо FCS позво
лило предотвратить возникновение опасных для жизни 
аритмий при проведении клеточной кардиопластики. 
В результате несколько стран запретили к использова
нию в клинике клеточный продукт, выращенный с ис
пользованием FCS.

Для того чтобы получить гарантированный рост 
М СК и подтвердить безопасность клеточного продук
та, обычно проводится скрининг FCS. Однако качество 
сыворотки может изменяться от партии к партии, что 
оказывает влияние на процесс культивирования.

Как альтернатива животной сыворотке при экспан
сии МСК было предложено использование препаратов, 
приготовленных на основе крови человека, способных 
обеспечить растущие клетки всеми необходимыми пи
тательными веществами и факторами роста, например 
лизата тромбоцитов (ЛТ) (Platelet Lysate — PL) и других 
производных, полученных из тромбоцитов крови чело
века [12], а также использование аллогенной и аутоген
ной человеческой сыворотки, человеческой плазмы и 
сыворотки пуповинной крови (ПК).

Тромбоцитарный концентрат уже использовался в 
хирургии и стоматологии для генерации костных струк
тур благодаря содержанию большого количества росто
вых факторов, которые можно получить путем адгезии, 
агрегации и лизиса тромбоцитов [13—15].

ЛТ является биологическим продуктом, содержа
щим высокие концентрации человеческих факторов 
роста в малом объеме плазмы: фактор роста тромбоци
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тов (Platelet-derived Growth Factors (PDGFs)), основной 
фактор роста фибробластов (Basic Fibroblast Growth 
Factor (b-FGF)), сосудистый эндотелиальный фактор 
роста (Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)), ин
сулиноподобный фактор роста-1 (Insulin-like Growth 
Factor-1 (IG F-1)), трансформирующий фактор роста-p 
(Transforming Growth Factor-b (TGF-P)) [12, 16].

Исследования, проведенные in vitro, показали, что 
содержание ростовых факторов может меняться в за
висимости от концентрации тромбоцитов, способа за
готовки конечного продукта, контаминации лейкоци
тами и механизма выделения этих факторов [17—20].

В работах, использующих МСК, полученные из 
ПК, было показано, что питательные среды с добав
лением ЛТ могут быть использованы для культивиро
вания М СК и их дальнейшего применения в клинике 
с целью поддержания гемопоэза, иммунного регулиро
вания и сосудистой регенерации [21].

Среды с добавлением плазмы, обогащенной тром
боцитами, пригодны также для культивирования МСК, 
полученных из костного мозга [3].

Клетки, полученные при экспансии с добавлением 
в среду ЛТ, несут все критерии, характерные для МСК 
(прилипание к пластику, веретенообразная форма при 
морфологическом исследовании, характерные имму
нологические характеристики, отсутствие маркеров ге
мопоэтических клеток, сохраненный мультилинейный 
дифференцированный потенциал). Кроме того, клетки 
не имели цитогенетических нарушений и сохраняли 
свой иммунопривилегированный потенциал, подавляя 
аллогенную реакцию Т-лимфоцитов [22].

Использование ЛТ в качестве добавки в среду при 
культивировании М СК уменьшало время, необходи
мое для трипсинизации: в данной среде М СК быстрее 
отделялись от пластика. Это свойство было описано и 
при использовании АС [11].

Однако было продемонстрировано, что ЛТ прояв
ляет дозозависимый эффект на рост МСК, а также обу
славливает тонкие различия в морфологии культиви
руемых клеток. М СК имели более тонкую и вытянутую 
форму и росли преимущественно сгруппированно, а не 
равномерно распределялись по всему флакону. В ряде 
исследований представлено, что МСК, культивирован
ные с добавлением ЛТ, по сравнению с МСК, выращен
ными с 10% FCS, показали лучшую пролиферативную 
способность и клоногенную активность, чем обеспе
чили более эффективную экспансию, сократив время 
культивирования (для получения М СК в количестве 
1*106/кг) до 2—3 нед по сравнению с 4—5 нед при при
менении стандартных протоколов. Однако этот эффект 
был дозозависимым и максимально выраженным при 
экспансии с 5% концентрацией ЛТ [10, 12, 23].

МСК, культивированные с добавлением ЛТ, пока
зали низкую иммуносупрессивную активность, и по
этому они могут быть предложены для использования 
в реконструктивной/генеративной клеточной терапии 
и в протоколах, направленных на улучшение гемато

поэтического/иммунного восстановления после про
ведения ТГСК.

Недостатком этой добавки (ЛТ) является вариа
бельность концентрации факторов роста, связанная 
с эффективностью их выделения грануляциями тромбо
цитов. На этот процесс могут оказывать влияние усло
вия хранения лизата. Для получения производственной 
значимости в его приготовлении необходимо использо
вание свежей плазмы, содержащей не менее 1*109/мл 
тромбоцитов, и использование высокоскоростного цен
трифугирования во избежание наличия остаточных тел 
тромбоцитов, особенно при аллогенном применении. 
Поэтому возникает необходимость в проведении даль
нейших исследований для описания более полного со
става факторов роста в ЛТ и оптимизации процедуры 
подготовки добавки и протоколов экспансии.

Альтернативой FCS в протоколах экспансии может 
служить человеческая сыворотка, использование кото
рой для культивирования М СК несет в себе несколько 
факторов (соматотропин, инсулин и т. д.), оказываю
щих влияние на адипогенную дифференцировку.

Использование АС является дискутабельным во
просом из-за ее ограниченной пригодности и высокой 
вариабельности.

Есть некоторые данные, что применение АС для 
экспансии показывает лучшие результаты, чем исполь
зование животной сыворотки [24—28].

Работа Norbert Stute была первым систематическим 
in vitro исследованием, которое показало выполнимость 
проведения экспансии МСК в среде без FBC с добав
лением АС в 3 различных концентрациях и получения 
достаточного количества МСК без применения каких- 
либо дополнительных факторов роста [24]. Авторы вы
яснили, что использование 10% АС показывает сопо
ставимые результаты с экспансией в среде с 10% FBC 
относительно выделения и роста клеток в кратковре
менных культурах, их морфологии, фенотипа, способ
ности к самообновлению и мультилинейной дифферен- 
цировке. Однако для успешного проведения экспансии 
МСК необходимая концентрация АС составляет не ме
нее 10%. Меньшие ее концентрации (например, 1% или 
3%) приводят к недостаточной экспансии. В этой работе 
также было показано, что использование 10% АС дает 
лучшие результаты в отношении остеогенной диффе- 
ренцировки МСК, и это может быть рекомендовано для 
использования при регенерации дефектов кости.

Таким образом, АС может быть пригодна лишь 
для клинических протоколов, где используется не
большое количество М СК (не более 1*106/кг  веса 
пациента), что в свою очередь потребует небольшого 
объема периферической крови для приготовления 
сыворотки. Для протоколов с использованием боль
ших количеств М СК необходимо и большее количе
ство питательных сред, а это приведет к потребности 
в больших объемах периферической крови [7].

Некоторые авторы продемонстрировали эффек
тивную экспансию с 20% АС только после первичной
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экспансии с FCS. АС использовалась в дальнейшем для 
культивирования с целью наиболее полного очищения 
от бычьих белков [29].

Ограничение применения АС также связано с боль
шой вариабельностью сыворотки (колебанием уровня 
ростовых факторов), особенно у пациентов, получав
ших химиотерапию. Koller и соавт., Kuznetsov и соавт. 
и Ymaguchi и соавт. показали лучшие результаты при 
культивировании с FCS по сравнению с АС [30, 31, 32].

Данные по применению аллогенной сыворотки/ 
плазмы для экспансии М СК также противоречивы. 
Одни авторы показывают успешные результаты по 
применению аллогенной сыворотки для изоляции и 
экспансии М СК [27, 32, 33], в других работах добав
ление аллогенной сыворотки при культивировании 
вызывало быстрое старение и прекращение роста 
клеток [11, 31, 34].

Показаны хорошие результаты экспансии М СК в 
среде с добавлением замороженной человеческой плаз
мы и ЛТ, но только в первые 6 нед культивирования, в 
дальнейшем отмечалось прекращение роста и гибель 
клеток [3].

Как альтернатива животной сыворотке при добав
лении в основную питательную среду было предложено 
использование ПК, которая содержит все необходи
мые цитокины, обеспечивающие рост различных типов 
стволовых гемопоэтических клеток [35].

Плацентарный трофобласт продуцирует такие 
факторы роста, как инсулиноподобный фактор роста 
(Insulin-like Growth Factor (IGF)), трансформирующий 
фактор роста (Transforming Growth Factor-b (TGF-P)), 
сосудистый эндотелиальный фактор роста (Vascular 
Endothelial Growth Factor (VEGF)).

P. Shetty и соавт. показали, что сыворотка ПК, по
лученная от нескольких доноров, поддерживает экспан
сию МСК, полученных из разных источников (костный 
мозг, пуповина) и от разных животных индивидуумов 
(человека или свиньи). МСК, культивированные в среде 
с добавлением 10% FBS или 10% сыворотки ПК, име
ли схожую типичную морфологию и фенотип CD73+/ 
CD105+/CD45-. При культивировании с добавлением 
сыворотки П К на 3-м пассаже было получено 4,1-крат
ное увеличение клеток, против 2,3-кратного с FBS. Од
нако в дальнейшем адгезия к пластику была нарушена, 
в то время как в среде с FBS рост М СК продолжался 
в однослойных культурах и после 3-го пассажа. Возмож
но, FBS содержит некоторые факторы, которые обе
спечивают прилипание клеток к пластику. Однако это 
может являться незначительным препятствием, так как 
некоторые клинические протоколы не требуют большо
го количества МСК. В этом случае возможно использо
вание флаконов для культивирования, покрытых слоем 
клеточной культуры, которые улучшат адгезию клеток 
при использовании сыворотки П К и позволят провести 
культивирование и после 3-го пассажа. Авторы считают, 
что преимуществом использования сыворотки П К так
же является возможность ее получения от разных доно

ров в достаточном количестве для экспансии [36].
Применение бессывороточных сред было предло

жено в качестве альтернативы, чтобы добиться большей 
безопасности при использовании М СК в клинике и из
бежать нежелательных инфекционных осложнений.

Химически стандартизированный состав бессыво
роточных сред мог бы быть хорошей альтернативой при 
проведении экспансии МСК. Но на настоящий момент 
культивирование М СК в бессывороточных питатель
ных средах не показало больших преимуществ. И пока 
никакого прорыва в этой области не произошло.

Бессывороточная питательная среда без примене
ния цитокинов и факторов роста не может вызвать рост 
человеческих МСК [37, 38]. Возможно, это происходит 
потому, что сыворотка вызывает внутриклеточные изме
нения концентрации кальция, которые жизненно важ
ны для пролиферации и дифференцирования стволовой 
клетки [39].

Использование бессывороточной питательной сре
ды показало поддержку роста МСК на животных мо
делях, но только после 2 пассажей, подкрепленных до
бавлением FBS [40]. И, возможно, из-за специфических 
разновидностей МСК человека и животных бессыворо
точные среды не применимы при культивировании че
ловеческих МСК.

Были проведены работы по экспансии МСК 
в бессывороточной среде с добавлением субстрата 
(ULTROSER), включающего в себя все необходимые 
для роста клеток субстанции, такие как факторы ро
ста клеток, витамины, гормоны, связывающие белки. 
Устойчивый качественный и количественный состав 
субстрата может гарантировать качество при проведе
нии культивирования от партии к партии.

При проведении культивирования в этой бессы
вороточной среде процент клеток, которые несли на 
себе маркеры гемопоэтических клеток, был ниже, чем 
при культивировании в стандартной среде МЕМ с до
бавлением 15% FCS (51% против 12%). Для того чтобы 
удалить примесь гемопоэтических клеток при культи
вировании в стандартной среде, требовалось больше 
времени. При культивировании клеток с ULTROSER 
после первичного посева и 1-го пассажа было получе
но большее количество МСК. Уже после 1-го пассажа 
в среде ULTROSER было получено достаточно клеток 
для клинического применения (если брать из расчета 
1*106/кг веса пациента). Эти клетки также сохраняли 
свою мультилинейность и способность поддерживать 
гемопоэз. Возможно, преимущество бессывороточной 
питательной среды было связано с наличием в ней низ
ких концентраций инсулина, белка и трансферрина, что 
может играть главную роль в пролиферации клеток. Од
нако авторы сравнивали использование ULTROSER как 
добавку к питательной среде DMEM, а FBS добавлялась 
в среду a-MEM, которая не служит наилучшей средой 
для культивирования. Возможно, что использование 
одинаковой питательной среды не показало бы преиму
ществ при применении ULTROSER, кроме того, такие
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Обогащенные тромбоцитами среды
Высокая вариабельность от донора к донору 

и от партии к партии
Различия в содержании ростовых факторов 

Возможная контаминация лейкоцитами
Экспансия без потери 

мультилинейного потенциала 
Поддержание остеогенного/ 

хондрогеннош /адипогеннош  
дифференцированного потенциала 
Сохранение иммуносупрессивной 

активности
Отсутствие цитогенетических 

изменений и нестабильности генома

Бессывороточные среды
Отсутствие ростовых факторов 
Низкая пролиферация клеток

Колебания концентрации 
внутриклеточного кальция 
Каспазозависимый апоптоз

н

Сыворотка животных 
Высокая вариабельность от партии к партии 

Трансмиссия вирусов 
Ксеногенный иммунный ответ

Повышенная экспрессия генов, 
регулирующих клеточный цикл 

Репликативное старение 
Повышенная экспрессия гена 

простагландин-синтазы 
Сниженная экспрессия CD44 

Наличие факторов 
с нейропротективной функцией

Аллогенная сыворотка 
Приостановка роста 

Ранняя клеточная смерть
Сниженная способность к  прилипанию 

Сниженная способность 
к  формированию колоний

Аутологичная сыворотка
Ограниченная доступность 
Высокая вариабельность

П о вы ш ен н ая  эксп ресси я  ангиоп оэти н-подоб ного  
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С охран ени е вы сокой  клеточной  подвиж ности  
О тсутствие вл и ян и я  н а  м етили ровани е Д Н К

Рис. 1. Положительные и отрицательные стороны культивирования М СК при использовании различных питательных сред [42]

результаты были выявлены при использовании добавки 
только до 2-го пассажа, и, возможно, при продолжении 
культивирования ULTROSER был бы не в состоянии 
поддерживать рост М СК [41].

Основные особенности культивирования МСК при 
использовании различных питательных сред представ
лены на рисунке 1.

Мы в своей работе попытались провести сравнение 
использования различных сред для экспансии МСК 
(стандартная питательная среда с добавлением FCS 
и бессывороточная питательная среда). Мы сравнивали 
влияние этих сред на выход МСК, пролиферацию, раз
личия в иммунологии.

Изоляция и культивирование МСК
Для культивирования МСК использовался костный 

мозг (КМ) в объеме 20—40мл от 6 здоровых доноров, по
лученный при проведении пункции подвздошной кости.

Мононуклеарные клетки были изолированы путем 
проведения центрифугирования по градиенту плотно
сти при выделении на фиколе плотностью 1,077 (ООО 
«БиолоТ»). После 2-кратного повторного центрифу
гирования со средой ДМЕМ клетки были подсчитаны 
в камере Горяева, разделены по количеству на 3 равные

части и высажены на пластиковые флаконы площадью 
75 см2 со средней плотностью 109,8 х106/образец (диапа
зон 37,5—300*106/образец).

Для пассажа были использованы 3 варианта пита
тельной среды:

1. Стандартная среда ДМЕМ (ООО «БиолоТ») с 
низким содержанием глюкозы с добавлением 20% FCS 
(сыворотка крови плодов коровы, ООО «БиолоТ»).

2. Бессывороточная среда MesenCult MSC Basal 
Medium (Human) (StemCell technologies Inc) с добавле
нием Mesenchymal Stem Cell Stimulatory Supplements 
(Human).

3. Бессывороточная среда MesenCult MSC Basal 
Medium (Human) (StemCell technologies Inc) с добавле
нием Mesenchymal Stem Cell Stimulatory Supplements 
(Human) и 5% FCS.

Смена среды после первичной посадки была выпол
нена на 2 -3-й  день для удаления примеси неприлипших 
клеток.

По достижении 70—80% конфлюэнтности, когда 
МСК покрывали примерно 70—80% поверхности дна 
флакона (14-й день), был выполнен 1-й пассаж (P1). 
Клетки пересаживали на новые флаконы для дальней
шего пассирования.
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Всего было проведено 10 пассажей. Количество 
МСК подсчитывали на ранних пассажах (от P1 до P4).

Иммунофенотипическое исследование проводили 
на ранних (P4) и поздних пассажах (P10) с использова
нием следующей панели антител: СD45, СD14, СD73, 
СD105, СD3, СD19, СD44, СD25, СD13, СD38, СD106, 
Ki-67.

Результаты работы
После 14 дней культивирования была проведе

на трипсинизация и 2-кратное центрифугирование 
с последующим подсчетом клеток. На среде №1 было 
получено в среднем 4,58х106/образец (диапазон 0,2
14,1), на среде №2 — 2,08х106/образец (разброс 0,1—8,1), 
на среде №3 — 5,04х106/образец (разброс 0,1—16) (рис. 2).

Количество МСК (х10б)

Рис. 2. Влияние культуральной среды на рост МСК.
Количество МСК ( х 106) , полученных после 14 дней культивирования

Представленные на графике различия не являются 
достоверными из-за малого количества выполненных 
проб. Однако видно, что большее количество клеток 
было получено при добавлении в питательную среду для 
культивирования сыворотки плодов коровы.

В дальнейшем подсчет клеток проводился после

пит. среда № 1 пит. среда № 3 —*— пит. среда № 2

Рис. 3. Сравнение кривой роста М СК при культивировании в различ
ных средах

каждого пассажа до P4 (рис. 3).
На рисунке 3 видно, что наименьшее количество 

клеток к 3-му пассажу (P3) получено при культивиро
вании в бессывороточной среде; добавление только 5% 
FCS увеличивает число клеток, приближая результаты 
культивирования, сравнимые с культивированием с до
бавлением 20% FCS. Данные не являются статистически

достоверными. К  4-му пассажу на среде №1 было полу
чено в среднем 28,6х106/М С К  на образец (разброс 0,3
116,3), на среде №2 — 3,9х106/образец (разброс 0—14), на 
среде №3 — 18,5х106/образец (разброс 0,25—93,8).

Анализ экспрессии иммунологических маркеров 
МСК проводился на ранних и поздних пассажах при 
культивировании в стандартной среде DMEM с добав
лением FCS и в среде без добавления сыворотки. Дан
ные представлены в таблице.
Таблица. Фенотипический профиль МСК при культивировании 
в различных средах, %

Имму
нологи
ческие

маркеры

Питательная среда №1 Питательная среда №2

P4 P10 P4 P10

CD45 4,78 1,13 1,32 0,5

CD14 0,56 0,04 0,64 0,01

CD73 87,03 78,26 85,1 80,2

CD105 58,5 19,25 43,8 48,9

CD3 1,1 0,71 0,72 0,20

CD19 0,69 0,1 0,89 0,05

CD44 79,6 83,25 86,1 89,6

CD25 0,24 0,14 0,43 0,08

CD13 35,7 14,18 49,1 41,57

CD38 0,93 0,25 0,81 0,07

Ki-67 1,2 - 2,2 -

CD106 0,87 0,29 0,72 0,26

В обоих случаях при культивировании с животной 
сывороткой или без клетки имели поверхностные мар
керы, характерные для МСК: CD44, CD73, CD105 и др. 
Контаминация гемопоэтическими клетками была ме
нее выражена при экспансии в бессывороточной среде, 
как на ранних, так и на поздних пассажах (данные не до
стоверны).

В нашем исследовании была изучена возможность 
культивирования М СК на различных средах. Ограни
чением настоящего исследования является небольшое 
количество образцов, которое не позволило получить 
статистически значимого различия в числе полученных 
при культивировании клеток. Тем не менее была отме
чена тенденция к меньшему числу прироста М СК при 
культивировании их на средах, не содержащих живот
ной сыворотки. Вместе с тем, как следует из приведен
ного выше международного опыта, бессывороточные 
среды могут быть использованы для культивирования 
МСК и получения адекватного количества клеток, до
статочного для применения в клинической практике.

Необходимо проведение дальнейших исследова
ний, которые позволят определить место бессыворо
точных сред в протоколах ex vivo экспансии МСК, в том 
числе и для клинического применения.
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