
Мезенхимальные стволовые клетки (МСК) яв-

ляются частью микроокружения костного мозга

и играют важную роль в поддержании и регулирова-

нии пролиферации и дифференцировки гемопоэти-

ческих стволовых клеток (ГСК) [1, 2]. В настоящее

время показано, что МСК имеют большой терапев-

тический потенциал из-за их способности к само-

обновлению и дифференцировке в различные тка-

ни [3], включая остеобласты, адипоциты, хондро-

циты, миоциты, нейроны, глиальные клетки и гепа-

тоциты при определенных условиях [4—8]. В ряде

исследований было продемонстрировано, что МСК

способны подавлять пролиферацию Т-лифоцитов

in vitro и угнетать дифференцировку дендритных

клеток и, таким образом, оказывают иммуносупрес-

сивное действие [9]. Это свойство МСК использует-

ся в трансплантологии для подавления реакции

«трансплантат против хозяина» (РТПХ). Кроме то-

го, W.A. Noort и соавт. [10] показали, что МСК влия-

ют также на приживление ГСК. В настоящее время

культивированные МСК пытаются использовать

в ортопедии, хирургии, кардиологии, неврологии.

Первоначально МСК были изолированы из ко-

стного мозга, стромы селезенки и тимуса, в дальней-

шем были описаны другие источники МСК, напри-

мер трабекулярная кость [11, 12]. МСК также найде-

ны в жировой и хрящевой ткани, стенке сосудов, си-

новиальной жидкости и надкостнице [13, 14]. В ко-

стном мозге человека МСК составляют 0,001—0,01%

от всех ядросодержащих клеток [15]. S.A. Wexler

и соавт. [16] определили, что частота встречаемости

МСК в костном мозге взрослого человека — 1 клет-

ка на 34 × 106 ядросодержащих клеток. Авторы пока-

зали в своем исследовании, что наилучшим источ-

ником МСК для проведения исследований и приме-

нения в разработке клеточных методов терапии яв-

ляется костный мозг взрослого человека по сравне-

нию с пуповинной и периферический кровью.

Впервые клиническое применение МСК, по-

лученных путем экспансии ex vivo, было продемон-

стрировано в пилотном исследовании 15 доброволь-

цев и показало безопасность ex vivo экспансии и по-

следующего внутривенного (в/в) введения аутоло-

гичных МСК [17]. В исследование были включены
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В настоящее время мезенхимальные стволовые клетки (МСК) находят все более широкое клиническое применение в различ-

ных областях медицины. Однако, несмотря на потребность в больших количествах человеческих МСК для клинической пра-

ктики, имеется ограниченная информация относительно оптимизации условий культивирования, требуемых для их продук-

ции. В настоящей статье обобщены данные литературы, касающиеся различных условий выделения и культивирования МСК.

Рассмотрено влияние основной среды, плотности пассажа клеток, наличия или отсутствия эмбриональной телячьей сыво-

ротки и других параметров на пролиферацию МСК. Представлены данные об использовании трехмерных структур и различ-

ных видов биореакторов для ex vivo экспансии МСК. Рассмотрены особенности мультилинейной дифференцировки МСК. 
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Now mesenchymal stem cells (MSC) are more widely applied in different areas of medicine. However, despite requirement for consider-

able quantities of human MSC for clinical practice, there is restricted information concerning culture conditions optimization required

for their production. In present article the literature review, concerning various conditions of MSC extraction and culture, is presented.

Influence of culture medium, cells passage density, fetal calf serum presence or absence and other conditions on MSC proliferation is sur-

veyed. Data concerning use of three-dimensional structures and various bioreactors for ex vivo expansion are presented. MSC multilin-

ear differentiation features are surveyed. 

Key words: mesenchymal stem cells, ex vivo expansion, differentiation, cell cultures

ТЕХНОЛОГИИ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ 
МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК EX VIVO

ДЛЯ КЛИНИЧЕСКОГО ИСПОЛЬЗОВАНИЯ



пациенты со злокачественными гематологическими

заболеваниями, которые на момент сбора и культи-

вирования МСК находились в стадии ремиссии,

и которым не проводилась полихимиотерапия.

Не отмечено никакой токсичности при в/в введении

аутологичных МСК в дозе от 1 × 106 до 50 × 106.

В I—II фазе клинических испытаний были

оценены безопасность, выполнимость и гематопо-

этические эффекты после в/в введения культиви-

рованных аутологичных МСК у больных раком мо-

лочной железы, перенесших высокодозную химио-

терапию (ХТ) с введением ГСК [18]. Относительно

маленькие объемы костного мозга (25 мл) получали

при пункции гребней подвздошных костей. МСК

культивировались ex vivo. При в/в введении МСК

больным в дозе от 1 × 106 до 2,2 × 106/кг никаких по-

бочных эффектов не зафиксировано. У 13 из 21

больного культивированные МСК были обнаруже-

ны в крови в течение 60 мин после введения, что

указывало на выживаемость МСК и короткое пер-

систирование в кровяном русле. Восстановление

гемопоэза у этих пациентов было быстрым (ней-

трофилы >500 на 8-й день, тромбоциты >20 000 на

8,5 дня). Но из-за того что всем пациентам вводи-

лись CD34+-клетки периферической крови, роль

МСК в восстановлении гемопоэза точно подтвер-

ждена не была. Впоследствии для оценки роли

МСК в восстановлении гемопоэза были предпри-

няты рандомизированные исследования. Выдели-

ли 2 группы больных: те, кому после проведения

высокодозной ХТ вводились культивированные

МСК в дозе 2 × 106/кг, и те, кому МСК не вводи-

лись. Предварительные данные показали, что МСК

ускоряют гематологическое приживление [18]. 

В дальнейшем с учетом иммунологической

инертности МСК предприняты попытки к исполь-

зованию для введения больным аллогенных донор-

ских МСК.

В Онкологическом центре Ирландии (Ireland

Cancer Center) были начаты исследования по введе-

нию пациентам с лимфомами аллогенных МСК, по-

лученных от донора. В некоторых центрах Европы

и США изучали введение аллогенных МСК боль-

ным с онкологическими и генетическими заболева-

ниями при проведении аллогенной трансплантации

костного мозга или введении периферических ство-

ловых клеток. Предварительные данные свидетель-

ствуют о положительном эффекте от введения МСК

по сравнению с исторической контрольной груп-

пой. Исследования в этой области продолжаются.

В настоящее время клиническое применение

МСК развивается быстрыми темпами как в транс-

плантологии — для улучшения приживления гемо-

поэтических клеток, снижения степени РТПХ, так

и при лечении болезней обмена и для поставки

множества терапевтических генов. В связи с этим

появляется потребность в большом количестве

культивированных МСК.

Культивирование
Число клеток, полученных после экспансии,

напрямую зависит от возраста и пола донора, нали-

чия у него травм и системных заболеваний [19—21].

Так, например, МСК, выделенные от пациентов

с гепатитом В, дают более низкую кривую роста,

хотя фенотипические характеристики не изменены

и МСК экспрессируют те же самые иммунологиче-

ские маркеры [19]. В исследовании А. Muraglia

и соавт. [22] не отмечено какой-либо зависимости

между фенотипом МСК, эффективностью клони-

рования и возрастом доноров костного мозга.

В других работах не установлено зависимости меж-

ду потенциалом хондрогенной дифференцировки

и возрастом и полом донора [23].

Технические проблемы культивирования свя-

заны, как правило, с методикой, используемой для

экспансии, средой, количеством пассажей и рядом

других факторов. Экспансия МСК может происхо-

дить за короткое время. Так, тысячекратного увели-

чения можно добиться путем культивирования в те-

чение 2—3 нед [24]. МСК в культуре могут пролифе-

рировать до 19 удвоений, не теряя при этом способ-

ности к пролиферации и дифференцировке [22]. Тем

не менее проведение экспансии показало, что диф-

ференцировочный потенциал постепенно уменьша-

ется [25]. При длительном культивировании ухудша-

ются функции клеток, развивается апоптоз [21, 26].

Однако ретровирусная трансдукция гена человече-

ской теломеразы позволяет увеличить продолжи-

тельность жизни МСК до 260 удвоений, не теряя при

этом мультилинейной дифференцировки [27].

С другой стороны, есть данные о том, что длитель-

ное культивирование может закончиться спонтан-

ной трансформацией МСК, в результате чего они

приобретут онкогенный потенциал [28]. В связи

с этим необходимо идти на компромисс между ко-

личеством и качеством экспансированных клеток.

Поскольку МСК не экспрессируют четко опре-

деленные маркеры, то их выделение основано на

способности прилипать к пластику [15]. Впервые

это свойство МСК было описано А.Я. Фриденштей-

ном и соавт. [11]. В этом исследовании цельный ко-

стный мозг культивировался на пластике. Через 4 ч

неприлипшие клетки отмывались. Отмечено, что

прилипшие клетки находились в покое в течение 2—

4 дней, а затем быстро пролиферировали. Модифи-

кация этого протокола используется в настоящее

время для культивирования МСК. Полученный объ-

ем костного мозга центрифугируют по градиенту

плотности. При этой технике используются раство-

ры с высокой плотностью (1,077 г/мл), низкой вяз-

костью и низким осмотическим давлением (Ficoll,

Percoll). Это позволяет выделить мононуклеарную

фракцию костного мозга, содержащую МСК [29].

Была проведена работа по применению Ficoll

с плотностью 1,073 г/мл, которая продемонстриро-

вала, что с данной средой можно получить сущест-
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венно большее число МСК, чем при использовании

для выделения клеток раствора Ficoll с плотностью

1,077 г/мл. При применении раствора Ficoll с более

низкой плотностью значимо уменьшалось содержа-

ние CD45+-клеток и увеличивалось в 1,4 раза содер-

жание CD45+/CD105+/CD90+/GD2+-клеток [30].

Для культивирования МСК наиболее часто

используется среда Eagle’s, модифицированная

Dulbecco (DMEM), однако возможно применение

и других сред. Это DMEM-LG с низким содержа-

нием глюкозы (1 мг/мл) (Romanov и соавт., 2003),

DMEM с низким содержанием глюкозы и L-глута-

мином (DMEM/LG/L-G), МЕМ (Quirici и соавт.,

2002), а также DMEM-LG с MCD201 — 60—40%

(Lennon и соавт., 1995) и др. Первичные культуры

обычно поддерживаются в течение 10—12 дней

с отмыванием от неприлипшей фракции гемопоэ-

тических клеток. Условия культивирования вклю-

чают инкубацию клеток с постоянной температу-

рой 37°С во влажной атмосфере с 95% содержанием

кислорода и добавлением 5% углекислого газа.

Обычно питательные среды меняют каждые 2—

3 дня. Когда клетки достигают монослоя, они обра-

батываются трипсином, отмываются и собираются

в новые флаконы. 

С учетом отсутствия единых подходов к изо-

ляции и экспансии МСК P.A. Sotiropoulou и соавт.

[31] сравнивали условия культивирования МСК

и влияние на него различных факторов с целью

выработки оптимального протокола для культиви-

рования МСК в больших количествах для даль-

нейшего их использования в клинической практи-

ке с сохранением их иммуносупрессивных свойств

и мультилинейности. Было изучено влияние раз-

личных питательных сред, качества пластиковых

флаконов, применения сыворотки, плотности

пассажа клеток. Оценивалось влияние основного

фактора роста фибробластов (bFGF) на экспан-

сию МСК.

Используя различные питательные среды, ав-

торы показали их существенное влияние на культи-

вирование МСК. Однако они были едины во мне-

нии, что среды, основанные на aMEM, более всего

подходят для изоляции и экспансии МСК. В даль-

нейшем культивирование производилось на пита-

тельной среде aMEM/GL с различной плотностью

пассажа клеток (от 1000 до 200 000 клеток/см2). Оп-

тимальные условия для культивирования были дос-

тигнуты при плотности пассажа 1000 клеток/см2,

при этом их фенотип, иммуносупресивные свойст-

ва, колониеобразующая активность, мультилиней-

ный дифференцировочный потенциал in vitro не

изменялись.

В других исследованиях также установлено,

что плотность пассажа влияет на экспансию МСК.

Условия культивирования были лучше при низкой

плотности пассажа (N. Beyer Nardi, L. da Silva

Meirelles, Colter).

Среды, которые сегодня используются для

экспансии МСК, содержат инактивированную эм-

бриональную бычью или телячью сыворотки (FBS

или FCS соответственно). Если для доклинических

исследований применение сыворотки животных

при культивировании не имеет столь большого зна-

чения, то различные регулирующие органы требу-

ют более высоких стандартов безопасности при

проведении клинических исследований на людях. 

Важной проблемой при использовании сред

с содержанием сыворотки животных является воз-

можность передачи бактериальных и вирусных ин-

фекционных агентов, а также прионов (болезнь

Крейтцфельдта — Якоба), развитие иммунных

и локальных воспалительных реакций из-за конта-

минации бычьими белками, которые не могут быть

исключены даже при проведении нескольких от-

мывок после экспансии. Это, в свою очередь, мо-

жет привести к формированию антител, неприжив-

лению или отторжению перелитых МСК, особенно

если они водились неоднократно. Описано разви-

тие жизнеугрожающих аритмий у пациентов с забо-

леваниями сердца, которым вводились МСК, куль-

тивированные с добавлением FCS. При этом заме-

на бычьей сыворотки на аутологичную предотвра-

щала развитие подобных осложнений. Кроме того,

в ряде стран регулирующими органами запрещено

использование животной сыворотки. 

Различные исследователи продемонстрирова-

ли, что использование различных партий эмбрио-

нальной телячьей сыворотки может привести к фе-

нотипическим изменениям МСК. Этот факт ука-

зывает на влияние на селекцию и экспансию МСК

неизвестных факторов (N. Beyer Nardi, L. da Silva

Meirelles). В связи с этим проводятся попытки при-

менения для экспансии МСК бессывороточных

сред, аутологичной или аллогенной человечьей сы-

воротки.

В литературе существуют противоречивые

данные по применению для экспансии МСК ауто-

логичной сыворотки. Ряд авторов выявили ее преи-

мущество перед FCS [32], другие этого преимуще-

ства не отметили [33—37]. N. Stute в своей работе

показал, что МСК, культивированные в среде с до-

бавлением 10% аутологичной сыворотки, морфоло-

гически не отличаются от МСК, выращенных с до-

бавлением FCS. При этом клетки обладали равным

пролиферативным потенциалом и сохраняли спо-

собность к мультилинейной дифференцировке.

Вместе с тем у МСК, выращенных с добавлением

аутологичной сыворотки, обнаружена более высо-

кая способность к остеогенной дифференцировке,

и, таким образом, данные условия культивирова-

ния могут рассматриваться для использования

МСК при регенерации костных дефектов в ортопе-

дии. Применение аутологичной сыворотки в мень-

шей концентрации (1, 3%) не позволяет добиться

таких хороших результатов при культивировании,
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однако при использовании более высоких концен-

траций сыворотки следует принимать во внимание

необходимость получения большого количества

крови [38]. Другим ограничением является колеба-

ние уровня ростовых факторов у пациентов после

предшествующих курсов ХТ.

Рядом авторов были предприняты попытки

применения бессывороточных сред. При использо-

вании бессывороточной среды (UC) с добавлением

2% заменителя сыворотки ULTROSER (который

содержит все факторы, необходимые для роста кле-

ток, — факторы роста, витамины, гормоны, связы-

вающие белки) авторы получили лучшие результа-

ты экспансии и пролиферации МСК по сравнению

с питательной средой аМЕМ c 15% FCS. Примене-

ние этой питательной среды позволяло МСК со-

хранять свой мультилинейный потенциал и спо-

собность поддерживать гемопоэз, а наличие в ней

антиоксидантов улучшало жизнеспособность кле-

ток. Кроме того, эта среда позволяла быстрее уда-

лить CD 45+-клетки [39].

Ряд исследователей использовали для экспан-

сии человеческую свежезамороженную плазму с ли-

затом тромбоцитов [40]. Авторы исходили из того,

что такая среда является естественным источником

фактора роста, полученного из тромбоцитов

(PDGF), который играет важную роль в пролифера-

ции МСК. При добавлении к питательной среде

DMEM-LG 2,5% свежезамороженной плазмы кине-

тика пролиферации МСК зависела от концентрации

тромбоцитов и была максимальной при показателе

108 тромбоцитов/мл, что является физиологическим

значением. При увеличении концентрации плазмы

до 5% пролиферация МСК возрастала и уже не зави-

села от концентрации тромбоцитов. Авторы проде-

монстрировали, что МСК, выращенные в среде

с плазмой и добавлением тромбоцитов, обладали

сходными морфологическими, иммунологическими

характеристиками и потенциалом дифференциров-

ки с МСК, выращенными с использованием FCS.

Добавление в среду для культивирования

МСК других факторов роста, например фактора

роста фибробластов-2 (FGF-2), поддерживает их

дифференцировочный потенциал. Несмотря на

то что этот эффект не наблюдался в исследовани-

ях с мышиными МСК [41], добавление FGF-2

при культивировании приводит к селекции кле-

ток с увеличенной длиной теломера [42]. При до-

бавлении в среду для культивирования FGF-2

Р.А. Sotiropoulou установил, что МСК меняют

свою морфологию и фенотип (теряют веретенооб-

разную форму, отмечается дозозависимое увеличе-

ние экспрессии HLA-DR, уменьшение экспрессии

СD44). При добавлении FGF-2 в среду в концент-

рации > 5 нг/мл иммуносупрессивные свойства

МСК были выше, что имеет важное значение

в трансплантологии при лечении РТПХ. Важно,

что в этом исследовании не было показано влияния

сред с добавлением FGF-2 на развитие опухоли.

Что касается влияния этого фактора на дифферен-

цировку МСК, то остеогенный и (в значительно

меньшей степени) адипогенный потенциалы были

увеличены, а способность к нейрогенной транс-

формации МСК — снижена. Остеогенная диффе-

ренцировка МСК in vivo была более выражена при

увеличении концентрации FGF-2 > 5 нг/мл.

На выделение и проведение культивирования

оказывает влияние также качество пластиковой по-

верхности, используемой как для выделения, так

и для культивирования МСК. В исследовании, оце-

нивавшем эффективность культивирования МСК

в зависимости от свойств адгезивной поверхности,

использовались флаконы 4 различных компаний.

Лучшие результаты культивирования были показа-

ны при использовании мешков фирмы «Falcon»,

по сравнению с «Costar», «Nunc», «Greiner». Каче-

ство пластика влияло на пролиферативный потен-

циал, но не оказывало влияния на качественные ха-

рактеристики клеток.

Однослойное культивирование — основная

и наиболее экономичная техника, используемая

для экспансии МСК. Для этого обычно применяют

чашки Петри, культуральные флаконы, стаканы

и др. Качество пластика, как уже упоминалось,

особенно важно для того, чтобы гарантировать

наилучшее прилипание клеток к стенкам сосуда.

В то же время у этого метода обнаружены и отрица-

тельные моменты, одним из которых является сни-

жение дифференцировочного потенциала с увели-

чением количества пассажей. Выявлено, что когда

клетки нуждаются в имплантации, данный метод

культивирования может нарушить их остеогенный

и хондрогенный потенциал [43]. В этом исследова-

нии показано, что активность щелочной фосфата-

зы (ЩФ) и содержание остеокальцина были значи-

тельно снижены по сравнению с трехмерными

культурами. Это же относится и к хондрогенной

дифференцировке. Хондроциты в однослойных

культурах становятся фибробластоподобными со

сниженной способностью продуцировать протеог-

ликаны, изменяется структура синтезируемого

коллагена (вместо коллагена II типа синтезируется

коллаген I типа) [44].

Трехмерные статические культуры для экспан-

сии МСК полностью не исследованы. В течение

предшествующих лет было разработано множество

трехмерных систем для культивирования МСК.

Материалами для них служили альгинат [45], гиа-

луроновая кислота [46], коллаген [47], фибрин [48]

и цитозан [49], которые использовались как струк-

туры для инкапсулирования и поддержки МСК.

J.F. Markusen и соавт. [45], изучавшие использова-

ние для культивирования альгинатных структур,

показали, что, несмотря на жизнеспособность кле-

ток, они не пролиферировали в течение 2 нед. О не-

значительном снижении прироста клеток сообща-
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ли и другие исследователи [46, 50]. С другой сторо-

ны, рост числа клеток отмечался при использова-

нии цитозан-желатинового полимера [49].

Немаловажное значение имело культивирова-

ние МСК в фибриновом геле для дальнейшего их

применения при исправлении костных дефектов.

Определены оптимальная концентрация фибриноге-

на (18 мг/мл) и тромбиновая активность (100 ЕД/мл)

для наилучшего распространения и пролиферации

МСК в данной среде. При большей концентрации

фибриногена гель будет более плотным, что снизит

пролиферацию клеток. В этом исследовании выяв-

лено, что фибриновый гель с МСК посредством ок-

ружения кораллового имплантата у мышей защи-

щает место имплантации от проникновения других

клеток организма, что может играть важную роль

при клиническом использовании [48].

S. Cristino и соавт. культивировали МСК

в трехмерной системе с добавлением производной

гиалуроновой кислоты (HYAFF 11). С помощью

микроскопии продемонстрировно сохранение

жизнеспособности МСК после 6 дней культивиро-

вания в данной среде при концентрации 7,5 × 106

клеток/0,4 см3. При большей концентрации клеток

во внутренней части среды происходила их гибель.

Это могло быть связано с апоптозом клеток и/или

низкими уровнями метаболизма и газообмена во

внутренней части системы. МСК меняли свою

морфологическую форму с округлой на веретено-

образную, вероятнее всего, для того, чтобы МСК

быстрее приспособились к волокнам трехмерной

среды, чтобы их лучше обернуть и колонизировать.

МСК, выращенные на HYAFF 11, экспрессировали

на своей поверхности коллаген I (обеспечивающе-

го прочность связок) и III типа, фибронектин, ла-

минин и актин в различных концентрациях. Эта

работа показала, что в дальнейшем культивирова-

ние МСК в данной среде может быть использовано

в клинических условиях для репарации поврежден-

ных связок.

Альтернативой статическим методам экспан-

сии является культивирование МСК в биореакто-

рах. В биореакторах создаются условия, имитирую-

щие in vivo среду для роста клеток. В этих условиях

происходит микрогравитация, эффективное посту-

пление питательных веществ к клеткам и удаление

продуктов метаболизма. Существует несколько ти-

пов биореакторов: перфузионные [51], концентри-

ческие цилиндрические [52] и ротационные [53].

В результате применения биореакторов предпола-

гается увеличить число клеток без изменения их

фенотипа и дифференцировочного потенциала.

Для биореакторов характерно наличие важ-

ных параметров, влияющих на выживание клеток:

режим периодического обновления среды в культу-

ре клеток, удаление продуктов метаболизма. В них

создаются условия, имитирующие in vivo условия

для роста и размножения клеток.

X. Chen и соавт. [53] установили, что приме-

нение ротационного биореактора с модифирован-

ной питательной средой Myelocult, с добавлением

фактора роста стволовых клеток (SCF), интерлей-

кина-3 (ИЛ-3) и интерлейкина-6 (ИЛ-6) может

быть использовано для быстрой экспансии МСК.

В своей работе J. Tong и соавт. [54] выявили, что

введение SCF больным раком молочной железы

после проведения ХТ увеличивало абсолютное чис-

ло CD34+-клеток и примитивных миелоидных кле-

ток-предшественников. Относительно действия

ИЛ-3 имеются противоречивые данные, указываю-

щие на его способность как стимулировать, так

и ингибировать экспансию стволовых клеток. Про-

демонстрировано, что ИЛ-3 уменьшал экспансию

и самовозобновление примитивных стволовых кле-

ток в зависимости от концентрации [55]. В иссле-

довании X. Chen и соавт. [53] отмечено, что ИЛ-3

оказывал положительное влияние на пролифера-

цию МСК и ГСК. ИЛ-6 стимулирует экспансию

МСК, положительно влияет на восстановление ге-

мопоэза после трансплантации ГСК и, кроме того,

оказывает противоопухолевое действие [56]. Пос-

леднее свойство ИЛ-6 может применяться при за-

боре костного мозга для очистки его от злокачест-

венных клеток [57].

В ротационном биореакторе, который приме-

нили в своей работе X. Chen и соавт., вначале ис-

пользовали высокие дозы цитокинов, а затем пере-

ходили к более низкой концентрации при первой

смене питательной среды. Это позволяло оптими-

зировать условия экспансии. Была выбрана опти-

мальная частота вращения биореактора (20 оборо-

тов в минуту), которая позволяла предотвратить аг-

регацию клеток в течение периода экспансии

в биореакторе.

Для идентификации МСК, полученных в ре-

зультате осуществления экспансии, используют

морфологические, фенотипические характеристи-

ки клеток, а также их способность дифференциро-

ваться in vitro в кость, хрящ, жир. 

В настоящее время нет ни одного маркера, ко-

торый позволял бы четко определить МСК. Они

экспрессируют различные поверхностные маркеры,

включая CD9, CD10, CD13, CD44, CD54, CD55,

CD90, CD105, CD166, D7-FIB, и негативны в отно-

шении CD14, CD34, CD45 и CD133 (см. таблицу).

Дифференцировка
Для остеогенной дифференцировки в основ-

ную питательную среду с 20% сывороткой добавля-

ют дексаметазон, В-глицерофосфат и фосфат вита-

мина С. При культивировании МСК в монослой-

ной среде с добавлением этих факторов в течение

2—3 нед клетки приобретают костную морфоло-

гию, повышается активность ЩФ с депонировани-

ем кальция в экстрацеллюлярном матриксе. Скоп-

ления клеток окрашиваются ализарином красным

с использованием техники von Kossa. 
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Для инициации хондрогенной дифференци-

ровки МСК центрифугируются с целью образова-

ния гранулированной микромассы, и в среду доба-

вляется трансформирующий фактор роста-β (TGF-

β) [58]. При окрашивании красителем толуидино-

вым синим выявляется обилие гликозаминоглика-

нов во внеклеточном матриксе [59]. Для хондроген-

ной дифференцировки используются бессыворо-

точные среды с добавлением дексаметазона, фос-

фата витамина С, TGF-β, пролина.

A.M. Mackay [58], M.F. Pittenger и соавт. [5] вы-

явили положительное влияние среды с высоким со-

держанием глюкозы (4,5 г/л) на хондрогенную диф-

ференцировку МСК при культивировании в pellet-

культуру (гранулярная). Высокий уровень глюкозы

в среде изменял клеточный метаболизм в сторону

уменьшения чувствительности клеток к апоптозу.

Следует отметить, что эти дан-

ные не распространяются на

культивирование МСК в моно-

слое. В pellet-культуре важны

межклеточные отношения и вза-

имодействия между клетками

и матриксом. Кроме того, такое

культивирование может вызвать

хондрогенез, так как клетки при-

нимают компактную форму, а не

распространяются по поверхно-

сти. При культивировании в дан-

ной среде клетки быстро теряют

фибробластическую морфоло-

гию и начинают экспрессировать

хрящ-специфичные компоненты

в экстрацеллюлярном матриксе.

Начинается биосинтез глюкоза-

миногликанов и клетки меняют

свою морфологию. Кроме того,

клетки продуцируют коллаген II

типа, типичный для суставного

хряща [1].

Адипогенная дифференци-

ровка МСК достигается путем

добавления в среду дексаметазо-

на, инсулина, изобутилметилк-

сантина и индометацина.

При культивировании МСК

клетки приобретают вакуоли, за-

полненные жиром, и экспресси-

руют рецептор пероксисом-2,

активизирующий пролифера-

цию (peroxisome proliferation-

activated receptor-2), липопроте-

иновую липазу и белок, связыва-

ющий жирные кислоты (fatty

acid-binding protein aP2). Вакуо-

ли сливаются и заполняют всю

клетку. Заполненные жиром ва-

куоли можно выявить гистоло-

гически при окраске красным маслом О.

Установлено, что 5-азацитидин индуцирует

миогенез в эмбриональных и взрослых клетках [60]

и стромальных клетках у крыс [61]. D.G. Phinney

и соавт. [41] выявили, что добавление к МСК, вы-

деленным от мышей, амфотерицина, а не 5-азаци-

тидина, приводило к появлению многоядерных во-

локон, напоминающих мышечные трубочки.

Индукция мышиных, крысиных и человече-

ских МСК по нейрогенному пути была описана

многими авторами [62—64]. Добавление изобутил-

метилксантина вызывало экспрессию ранних мар-

керов нейрональной дифференцировки [62], так же

как и эпидермальный фактор роста или нейротро-

фический фактор в питательной среде для экспан-

сии нейронов [65]. Добавление к МСК крыс диме-

тилсульфоксида в присутствии фактора роста фиб-
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М а р к е р ы  М С К

Поверхностный маркер Антитело Название столбца*

Т-лимфоциты CD3 —

Миелоидные клетки CD13 +

Моноциты CD14 —

В-лимфоциты CD19 —

Рецептор ИЛ-2 CD25 —

b1-Интегрин CD29 +

PECAM CD31 —

Стволовые клетки CD34 —

Активация лимфоцитов CD38 —

HCAM-1 CD44 +

Общий лейкоцитарный АГ CD45 —

SH3 CD73 +

Thy-1 CD90 +

Эндоглин, SH2 CD105 +

VCAM-1 CD106 +

Стволовые клетки CD133 —

SB 10/ALKAM CD166 +

HLA-DR Анти-HLA-DR — (при воздействии IFNγ)

Дифференцировка в адипоциты +

Остеобласты +

Хондробласты +

Нейральные клетки +

Миобласты +

Эндотелиальные клетки +

*(+) — позитивные маркеры, (—)— негативные маркеры.



робластов и плацентарного фактора роста также ус-

пешно стимулировало нейрогенную дифференци-

ровку клеток [64, 66].

В последнее время показания для применения

МСК в клинической практике расширены. Мезен-

химальные клетки применяют в трансплантологии,

кардиологии, ортопедии, нейрологии. В связи

с этим особую актуальность принимают исследова-

ния, направленные на оценку безопасности ис-

пользования МСК, выявление близких и отдален-

ных последствий применения их у человека, стан-

дартизацию протоколов экспансии, контроль каче-

ства конечного продукта (иммунофенотипическая

панель, вирусологический, бактериологический

контроль и др.), обнаружение генетических анома-

лий при длительном культивировании МСК и соз-

дание на основе всего этого единого паспорта кле-

точного продукта.
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