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Ñòðîìà êîñòíîãî ìîçãà ñîäåðæèò ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÌÑÊ), ÿâëÿþùèåñÿ ïðåäøåñòâåí-
íèêàìè ïî êðàéíåé ìåðå äëÿ êëåòîê òêàíåé, îáðàçóþùèõñÿ èç ìåçåíõèìû. Èññëåäîâàíèÿ áèîëîãèè ÌÑÊ
âûÿâëÿþò ðÿä âîïðîñîâ è ïðîòèâîðå÷èé, êîòîðûå äèêòóþò íåîáõîäèìîñòü äàëüíåéøåé õàðàêòåðèñòèêè
ÌÑÊ. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿëàñü ñðàâíèòåëüíàÿ õàðàêòåðèñòèêà ïåðâè÷íûõ êóëüòóð è ñóáêóëü-
òóð ñòðîìàëüíûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ, âûäåëåííûõ èç êîñòíîãî ìîçãà êðûñ. Ïîëó÷åíû äëèòåëüíî
êóëüòèâèðóåìûå ñòðîìàëüíûå êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêà èç êîñòíîãî ìîçãà 5 æèâîòíûõ. Ïðîâåäåíà èõ
ñðàâíèòåëüíàÿ ìîðôîëîãè÷åñêàÿ, èììóíîôåíîòèïè÷åñêàÿ è ôóíêöèîíàëüíàÿ (ñïîñîáíîñòü ê îñòåîãåí-
íîé äèôôåðåíöèðîâêå) îöåíêà. Ïîêàçàíî, ÷òî ïîëó÷åííûå êóëüòóðû õàðàêòåðèçóþòñÿ âûñîêîé ñòåïåíüþ
ìîðôîëîãè÷åñêîé ãåòåðîãåííîñòè. Îïèñàíû ìîðôîëîãè÷åñêèå ðàçëè÷èÿ êëåòîê â êóëüòóðå. Ïîêàçàíî,
÷òî ñòåïåíü ãåòåðîãåííîñòè êóëüòóð ñòðîìàëüíûõ êëåòîê ñíèæàëàñü íà ïîçäíèõ ïàññàæàõ. Îáíàðóæåíî,
÷òî ïîëó÷åííûå îò ðàçíûõ æèâîòíûõ êóëüòóðû íå ðàçëè÷àëèñü ïî èññëåäîâàííûì ôåíîòèïè÷åñêèì ìàð-
êåðàì (CD90, CD44, CD54, CD106, CD45 è CD11b), íî õàðàêòåðèçîâàëèñü ðàçíîé ìîðôîëîãèåé, à òàêæå
äåìîíñòðèðîâàëè íåîäèíàêîâóþ ñïîñîáíîñòü ê îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêå ïðè äëèòåëüíîì êóëüòè-
âèðîâàíèè, ÷òî óêàçûâàåò íà íåîáõîäèìîñòü èñïîëüçîâàíèÿ áîëåå ñïåöèôè÷åñêèõ ìàðêåðîâ è ïðèìåíå-
íèÿ ôóíêöèîíàëüíûõ òåñòîâ äëÿ èäåíòèôèêàöèè ÌÑÊ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êóëüòóðû ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, ñòðîìàëüíûå êëåòêè-ïðåäøåñòâåí-
íèêè, ãåòåðîãåííîñòü.

Èçâåñòíî, ÷òî ïîïóëÿöèÿ êëåòîê ñòðîìû êîñòíîãî
ìîçãà, îêàçûâàþùèõ ðåãóëÿòîðíûé ýôôåêò íà ïðîëèôå-
ðàöèþ è äèôôåðåíöèðîâêó ãåìîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê, ÷ðåçâû÷àéíî ãåòåðîãåííà. Íàðÿäó ñ ôèáðîáëà-
ñòàìè, àäèïîöèòàìè, ýíäîòåëèàëüíûìè è ñòðîìàëüíûìè
êëåòêàìè îíà ñîäåðæèò ïîïóëÿöèþ êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ
â íåäèôôåðåíöèðîâàííîì ñîñòîÿíèè è îáëàäàþùèõ ñïî-
ñîáíîñòüþ ê ñàìîîáíîâëåíèþ è äèôôåðåíöèðîâêå. Ýòè
êëåòêè ÿâëÿþòñÿ ïðåäøåñòâåííèêàìè äëÿ êëåòî÷íûõ
ýëåìåíòîâ íåãåìîïîýòè÷åñêîãî ðÿäà è íàçûâàþòñÿ ìå-
çåíõèìíûìè ñòâîëîâûìè êëåòêàìè (ÌÑÊ) èëè — â íåêî-
òîðûõ èñòî÷íèêàõ — ìåçåíõèìíûìè êëåòêàìè-ïðåäøå-
ñòâåííèêàìè (mesenchymal precursor cells — MPC) (Min-
guell et al., 2001; Roufosse et al., 2004). Âïåðâûå ýòè êëåò-
êè áûëè âûäåëåíû è îïèñàíû Ôðèäåíøòåéíîì è ñîòðóä-
íèêàìè (Friedenstein et al., 1976). Ïîëàãàþò, ÷òî ïîìèìî
êîñòíîãî ìîçãà ÌÑÊ èëè ÌÑÊ-ïîäîáíûå êëåòêè ëîêàëè-
çóþòñÿ òàêæå â ðÿäå äðóãèõ òêàíåé, íàïðèìåð â æèðîâîé,
è ìîãóò áûòü âûäåëåíû èç íèõ (Fibbe, 2002; Roufosse
et al., 2004; Òåïëÿøèí è äð., 2005à). Ê íàñòîÿùåìó ìî-
ìåíòó ïðîâåäåíî áîëüøîå êîëè÷åñòâî ýêñïåðèìåíòîâ,
äåìîíñòðèðóþùèõ âîçìîæíîñòü äèôôåðåíöèðîâêè ÌÑÊ
â êëåòêè ðàçëè÷íûõ òêàíåé.

Îäíàêî èññëåäîâàíèÿ áèîëîãèè êëåòîê ñòðîìû êîñò-
íîãî ìîçãà âûÿâëÿþò ðÿä âîïðîñîâ è ïðîòèâîðå÷èé (×åð-
òêîâ, Äðèçå, 2005). Òàê, ýêñïåðèìåíòàëüíî ïîêàçàíî, ÷òî
ñòðîìà êîñòíîãî ìîçãà ñîäåðæèò ñîâîêóïíîñòü äåòåðìè-
íèðîâàííûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ, ñïîñîáíûõ ê íåñêîëü-

êèì íàïðàâëåíèÿì äèôôåðåíöèðîâêè â êëåòêè òêàíåé,
îáðàçóþùèõñÿ èç ìåçåíõèìû, òàêèõ êàê êîñòíàÿ, õðÿùå-
âàÿ è æèðîâàÿ òêàíè (Barry, Murphy, 2004; Roufosse et al.,
2004); ïðè ýòîì íåîäíîçíà÷íîé ÿâëÿåòñÿ âîçìîæíîñòü èõ
äèôôåðåíöèðîâêè â êëåòêè òêàíåé — ïðîèçâîäíûõ äðó-
ãèõ çàðîäûøåâûõ ëèñòêîâ (Orkin, Morrison, 2002). Ñî-
ãëàñíî äàííûì äðóãèõ ýêñïåðèìåíòîâ, ñòâîëîâûå êëåòêè
ñòðîìû êîñòíîãî ìîçãà îáëàäàþò ãîðàçäî áîëüøåé ïëàñ-
òè÷íîñòüþ è ñïîñîáíû îáðàçîâûâàòü êëåòêè òêàíåé íå-
ìåçåíõèìíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (Woodbury et al., 2000; Ji-
ang et al., 2002; Roufosse et al., 2004; Òåïëÿøèí è äð.,
2005á). Íåêîòîðûå èññëåäîâàòåëè îáúÿñíÿþò ýòî ñóùå-
ñòâîâàíèåì ñðåäè ÌÑÊ îñîáîé ìàëî÷èñëåííîé ïîïóëÿ-
öèè êëåòîê — ìóëüòèïîòåíòíûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííè-
êîâ âçðîñëîãî îðãàíèçìà (multipotent adult precursor
cell — MAPC), êîòîðûå àíàëîãè÷íû ïî ñâîèì ïîòåíöèÿì
ýìáðèîíàëüíûì ñòâîëîâûì êëåòêàì, ëîêàëèçóþòñÿ â ðàç-
ëè÷íûõ òêàíÿõ âçðîñëîãî îðãàíèçìà è âûäåëÿþòñÿ ñî-
âìåñòíî ñ ÌÑÊ (Jiang et al., 2002; Orkin, Morrison, 2002;
Barry, Murphy, 2004).

Â ëþáîì ñëó÷àå áîëüøèíñòâî èññëåäîâàòåëåé ñõî-
äÿòñÿ â òîì, ÷òî ïîïóëÿöèÿ ÌÑÊ îòëè÷àåòñÿ âûñîêîé
ñòåïåíüþ ãåòåðîãåííîñòè (Bianño et al., 2001; Prockop
et al., 2001; Barry, Murphy, 2004; Peister et al., 2004; Rou-
fosse et al., 2004). Ïîñêîëüêó íàáîð ìàðêåðîâ, èñïîëüçóå-
ìûõ â íàñòîÿùåå âðåìÿ äëÿ èäåíòèôèêàöèè ÌÑÊ, íåäî-
ñòàòî÷íî ñïåöèôè÷åí èõ èñïîëüçîâàíèå ëèøü îò÷àñòè
îáëåã÷àåò ðåøåíèå âîïðîñà î òîì, èìååì ëè ìû äåëî ñ

40

2 0 0 7 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 49, ¹ 1



ïîïóëÿöèåé, îäèíàêîâîé ïî ñîñòàâó è õàðàêòåðèñòèêàì
êëåòîê íà ðàçíûõ ýòàïàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ è ïðè ïîëó÷å-
íèè èõ îò ðàçíûõ äîíîðîâ îäíèì è òåì æå, íî íåñïåöè-
ôè÷åñêèì ìåòîäîì. Ïîñëåäíèé îñíîâàí íà àäãåçèè ñòðî-
ìàëüíûõ êëåòîê ê ïîäëîæêå, ÷òî äåëàåò íåâîçìîæíûì
ïîëó÷åíèå ãîìîãåííîé ïîïóëÿöèè êëåòîê. È åñëè íåñïå-
öèôè÷íîñòü ìåòîäà ïîëó÷åíèÿ ÌÑÊ è èõ ãåòåðîãåííîñòü
îáóñëîâëèâàþò íåâîçìîæíîñòü ïîëó÷åíèÿ êàæäûé ðàç
îäèíàêîâîé ïîïóëÿöèè êëåòîê íà äàííîì ýòàïå êóëüòè-
âèðîâàíèÿ, òî ýòî ìîæåò ÿâëÿòüñÿ ôàêòîðîì, ïîðîæäàþ-
ùèì íåêîòîðûå ïðîòèâîðå÷èÿ â âîïðîñå î ïëàñòè÷íîñòè
ÌÑÊ.

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâèëàñü ñðàâíèòåëüíàÿ õà-
ðàêòåðèñòèêà íåñêîëüêèõ êóëüòóð ñòðîìàëüíûõ êëå-
òîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ, íàçûâàåìûõ òàêæå ÌÑÊ, ïîëó-
÷åííûõ îò ðàçíûõ æèâîòíûõ íà ðàçëè÷íûõ ýòàïàõ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ, è îöåíêà èõ ìîðôîëîãè÷åñêîé è ôóíêöèî-
íàëüíîé ãåòåðîãåííîñòè. Ìîäåëüþ äëÿ èññëåäîâàíèÿ
ÌÑÊ ÿâëÿëèñü ñòðîìàëüíûå êëåòêè, âûäåëåííûå èç êî-
ñòíîãî ìîçãà êðûñ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñðåäû a-MEM, DMEM (ICN,
ÑØÀ) ñ äîáàâëåíèåì 2 ìÌ L-ãëóòàìèíà, 1 ìÌ ïèðóâàòà
íàòðèÿ, 100 åä./ìë ïåíèöèëëèíà, 100 ìã/ìë ñòðåïòîìèöè-
íà, 10 ìÌ HEPES-áóôåðà è 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ-
÷üåé ñûâîðîòêè (ÝÒÑ; âñå ôèðìû Gibco, ÑØÀ). Äëÿ âû-
äåëåíèÿ ôðàêöèè ÿäðîñîäåðæàùèõ êëåòîê èñïîëüçîâàëè
Ôèêîëë-Ïàê (Amersham Biosciences, Øâåöèÿ). Äëÿ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ êëåòîê èñïîëüçîâàëè êóëüòóðàëüíûå ôëàêî-
íû è ÷àøêè Ïåòðè (Nunc, Äàíèÿ). Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ
ïîâåðõíîñòü ïëàñòèêà ïîêðûâàëè æåëàòèíîì. Îòìûâêó
êëåòîê îò ñðåäû îñóùåñòâëÿëè 20 ìÌ PBS (Gibco,
ÑØÀ), òðèïñèíèçàöèþ ïðîâîäèëè ðàñòâîðîì, ñîäåðæà-
ùèì 0.02 % òðèïñèíà è 0.05 % ÝÄÒÀ (Gibco, ÑØÀ).
Îöåíêó æèçíåñïîñîáíîñòè ÌÑÊ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçî-
âàíèåì íàáîðà AnnexinV-FITC Kit (Immunotech, Ôðàí-
öèÿ) ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Íà-
ïðàâëåííóþ îñòåîãåííóþ äèôôåðåíöèðîâêó ÌÑÊ îñó-
ùåñòâëÿëè â ñðåäå ñ äîáàâëåíèåì 10–8 Ì äåêñàìåòàçîíà
(Sigma, ÑØÀ), 10 ìÌ ãëèöåðîë-2-ôîñôàòà (Sigma,
ÑØÀ) è 0.2 ìÌ 2-ôîñôî-L-àñêîðáèíîâîé êèñëîòû (Flu-
ka, Ãåðìàíèÿ). Ýêñïðåññèþ ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû îöåíè-
âàëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà Alkaline Phosphatase (Sigma,
ÑØÀ) ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Èì-
ìóíîôåíîòèïè÷åñêóþ õàðàêòåðèñòèêó ÌÑÊ ïðîâîäèëè ñ
ïîìîùüþ ìåòîäà ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè (öèòî-
ôëóîðèìåòð Epics XL, Beckman Coulter, ÑØÀ) ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë, ìå÷åííûõ ôëóîðåñ-
öåèíèçîòèîöèàíàòîì (FITC ) èëè ôèêîýðèòðèíîì (PE)
(BD Bioscience, ÑØÀ), ê ìàðêåðàì CD90, CD44, CD54,
CD106, CD45, CD11b è CD62L ñîãëàñíî èíñòðóêöèè
ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ.

Ñòðîìàëüíûå êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè âûäåëÿëè èç
áåäðåííûõ è áîëüøèõ áåðöîâûõ êîñòåé ìîëîäûõ áåñïî-
ðîäíûõ êðûñ. ÌÑÊ ïîëó÷àëè èç äèàôèçîâ òðóá÷àòûõ êî-
ñòåé, èñïîëüçóÿ îïèñàííóþ ðàíåå ìåòîäèêó (Javazon
et al., 2001). Äèàôèçû ïðîìûâàëè êóëüòóðàëüíîé ñðåäîé
ïîä äàâëåíèåì ñ ïîìîùüþ øïðèöà ñ èãëîé áîëüøîãî
äèàìåòðà. Äàëåå ïîëó÷åííóþ êîñòíîìîçãîâóþ ñóñïåí-
çèþ êëåòîê ñ òêàíåâûìè ôðàãìåíòàìè äåçàãðåãèðîâàëè
ðàçëè÷íûìè ñïîñîáàìè — ìåõàíè÷åñêè (ðåñóñïåíäèðî-
âàíèåì) èëè ýíçèìàòè÷åñêè (èíêóáàöèåé ñ òðèïñèíîì ñ

ïîñëåäóþùåé îòìûâêîé). Íàèáîëåå ïðîñòûì è äîñòà-
òî÷íûì ñïîñîáîì äåçàãðåãàöèè îêàçàëîñü ðåñóñïåíäè-
ðîâàíèå. Çàòåì èç ñóñïåíçèè êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà â
ãðàäèåíòå Ôèêîëëà âûäåëÿëè ôðàêöèþ ÿäðîñîäåðæàùèõ
êëåòîê, ÷òî íå ÿâëÿëîñü îáÿçàòåëüíûì ýòàïîì ïðè ïîëó-
÷åíèè ïåðâè÷íîé êóëüòóðû. Êëåòêè, ïîëó÷åííûõ èç îä-
íîé êîñòè (áåäðåííîé èëè áåðöîâîé), ïîìåùàëè â êóëü-
òóðàëüíûé ôëàêîí (25 ñì2) è îñòàâëÿëè â CO2-èíêóáàòî-
ðå â òå÷åíèå 2 ñóò. Çàòåì óäàëÿëè íåïðèêðåïèâøèåñÿ
êëåòêè, ïåðâè÷íóþ êóëüòóðó îòìûâàëè è äîáàâëÿëè ñâå-
æóþ êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó. Ïðè äîñòèæåíèè 80—90 %
ìîíîñëîÿ â îñòðîâêàõ êëåòîê ïåðâè÷íîé êóëüòóðû êëåò-
êè ïåðåñåâàëè. Ïëîòíîñòü ïîñàäêè êëåòîê ñîñòàâëÿëà
500—1500 êëåòîê/ñì2. Ñðåäó âî ôëàêîíàõ ñ êóëüòèâèðó-
åìûìè êëåòêàìè ìåíÿëè êàæäûå 3—4 ñóò. Êëåòêè êóëü-
òèâèðîâàëè ïðè 37 °C â àòìîñôåðå 5 % CO2. Êóëüòèâèðî-
âàíèå ïðîäîëæàëè íà ïîçäíèõ ïàññàæàõ (äî 50-ãî). Áûëè
ïîëó÷åíû è ïðîàíàëèçèðîâàëè êóëüòóðû ÌÑÊ îò 5 êðûñ
(êóëüòóðû 1—5).

Ìîðôîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ÌÑÊ îöåíèâàëè
âèçóàëüíî ñ ïîìîùüþ ôàçîâî-êîíòðàñòíîãî ìèêðîñêîïà
Axiovert 25 (Zeiss, Ãåðìàíèÿ), ñîïðÿæåííîé ñ íèì êàìå-
ðû è ïðîãðàììû Asus Life. Îöåíêó ïðîëèôåðàòèâíîé àê-
òèâíîñòè êóëüòóð ÌÑÊ ïðîâîäèëè ïóòåì ïîäñ÷åòà ÷èñëà
êëåòîê â ôèêñèðîâàííûõ ïîëÿõ çðåíèÿ â òå÷åíèå ñðîêà
ðîñòà êóëüòóðû ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Sigma Scan.

Äëÿ èììóíîôåíîòèïè÷åñêîé õàðàêòåðèñòèêè êëåòêè
òðèïñèíèçèðîâàëè, èíàêòèâèðîâàëè ñðåäîé, ñîäåðæàùåé
òðèïñèí è 10 % ÝÒÑ, ïðîèçâîäèëè îòìûâêó è ïîäñ÷åò
êëåòîê. Çàòåì 1�105—5�105 êëåòîê â 100 ìêë ôîñôàòíî-
ãî áóôåðà îêðàøèâàëè ìå÷åíûìè àíòèòåëàìè ñîãëàñíî
èíñòðóêöèè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

×åðåç 1—2 ñóò ïîñëå ïîñàäêè ñóñïåíçèè íà ïëàñòèê
ïðèêðåïèâøèåñÿ êëåòêè â ïåðâè÷íûõ êóëüòóðàõ ðàñïîëà-
ãàëèñü îäèíî÷íî èëè ãðóïïàìè èç íåñêîëüêèõ êëåòîê.
Ýòè êëåòêè ïðåáûâàëè â ñîñòîÿíèè ïîêîÿ â òå÷åíèå
1-õ ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ, à çàòåì íà÷èíàëè äåëèòüñÿ, îá-
ðàçóÿ îñòðîâêè. Êëåòêè â ïåðâè÷íûõ êóëüòóðàõ áûëè
ñõîæè ìîðôîëîãè÷åñêè. Îíè èìåëè íåáîëüøîé ðàçìåð è
âûòÿíóòóþ ôîðìó (ïàëî÷êîâèäíóþ èëè âåðåòåíîâèä-
íóþ), à â áîëüøîì êîëè÷åñòâå ñëó÷àåâ — íåñêîëüêî îò-
ðîñòêîâ. Êëåòêè õàðàêòåðèçîâàëèñü ãîìîãåííîé öèòî-
ïëàçìîé è êðóïíûì ÿäðîì. Ïðè äàëüíåéøåì êóëüòèâèðî-
âàíèè ïåðâè÷íîé êóëüòóðû êëåòêè ðàñïëàñòûâàëèñü ïî
ïîâåðõíîñòè ïëàñòèêà, óâåëè÷èâàÿñü â ðàçìåðàõ. Ïðè
ýòîì îíè ñîõðàíÿëè âûòÿíóòóþ ôîðìó è îòðîñòêè. Öèòî-
ïëàçìà íà ïåðèôåðèè ñòàíîâèëàñü îïòè÷åñêè ìåíåå ïëîò-
íîé. Ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ êîëè÷åñòâà êëåòîê â êóëüòóðå
èõ îòðîñòêè ïëîòíåå ïðèìûêàëè äðóã ê äðóãó, òàê ÷òî
ãðàíèöû îòäåëüíûõ êëåòîê íå âñåãäà áûëè ÷åòêî ðàçëè-
÷èìû. Òàêèì îáðàçîì, ìîðôîëîãè÷åñêàÿ ãåòåðîãåííîñòü
ñòðîìàëüíûõ êëåòîê â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå áûëà âûðàæå-
íà ñëàáî (ðèñ. 1). Ïðè îòñóòñòâèè ñòàäèè âûäåëåíèÿ
ôðàêöèè ìîíîíóêëåàðîâ â ãðàäèåíòå Ôèêîëëà ñóñïåíçèÿ
êëåòîê ñîäåðæàëà áîëüøîå êîëè÷åñòâî êëåòîê êðîâè, êî-
òîðûå îòìûâàëèñü â ïîñëåäóþùåì, íå îêàçûâàÿ ñóùåñò-
âåííîãî âëèÿíèÿ íà ìîðôîëîãèþ è ñêîðîñòü ïðîëèôåðà-
öèè ïðèêðåïèâøèõñÿ ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê.

Ïðè ïàññèðîâàíèè ïåðâè÷íîé êóëüòóðû è ïîëó÷åíèè
ñóáêóëüòóð íà ðàçíûõ ýòàïàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîïóëÿ-
öèÿ ÌÑÊ äåìîíñòðèðîâàëà âûñîêóþ ñòåïåíü ãåòåðîãåí-
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íîñòè, êîòîðàÿ âûðàæàëàñü â ñóùåñòâîâàíèè â êóëüòóðå
êëåòîê ðàçíûõ òèïîâ, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ìîðôîëîãèè,
ñòåïåíè è àäãåçèè ê ïëàñòèêó è ñêîðîñòè ïðîëèôåðàöèè.
Ýòà ãåòåðîãåííîñòü ïðîÿâëÿëàñü â îäíèõ ñëó÷àÿõ óæå íà
1-ì ïàññàæå, à â äðóãèõ — íà áîëåå ïîçäíèõ. Âî ìíîãèõ
ðàññìàòðèâàåìûõ êóëüòóðàõ âñòðå÷àëèñü êëåòêè òîãî
èëè èíîãî ìîðôîëîãè÷åñêîãî òèïà, íî â ðàçíîì ñîîòíî-
øåíèè è íà ðàçíûõ ýòàïàõ êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Â êóëüòóðàõ ÌÑÊ âñòðå÷àëèñü ñëåäóþùèå ìîðôîëî-
ãè÷åñêèå òèïû.

1. Êëåòêè, èìåþùèå âåðåòåíîâèäíóþ èëè òðåóãîëü-
íóþ (çâåçä÷àòóþ) ôîðìó, ñ íåáîëüøèì êîëè÷åñòâîì îò-

ðîñòêîâ, ãîìîãåííóþ öèòîïëàçìó. Ðàçìåð êîðîòêîé îñè
òàêèõ êëåòîê ñîñòàâëÿë 20—60 ìêì (ðèñ. 2, à). Òàêèå
êëåòêè èìåëè âûñîêóþ ñêîðîñòü ïðîëèôåðàöèè (â ëîãà-
ðèôìè÷åñêîé ôàçå ðîñòà âðåìÿ óäâîåíèÿ ñîñòàâëÿëî
16—17 ÷) è ëåãêî ñíèìàëèñü ñ ïîâåðõíîñòè ïëàñòèêà
òðèïñèíîì. Òîëüêî â îäíîé èç ïîëó÷åííûõ êóëüòóð òà-
êèå êëåòêè äîìèíèðîâàëè íà÷èíàÿ ñ 5—7-ãî ïàññàæà. Â
êëåòêàõ çâåçä÷àòîé ôîðìû õîðîøî èäåíòèôèöèðîâàëîñü
ÿäðî ñ îò÷åòëèâî âèäèìûìè ÿäðûøêàìè.

2. Êëåòêè, èìåþùèå ïëîòíûé ïåðèíóêëåàðíûé ó÷àñ-
òîê öèòîïëàçìû, ñìåùåííûé ê êðàþ êëåòêè. Îñòàâøàÿñÿ
ìåíåå ïëîòíàÿ ÷àñòü öèòîïëàçìû ðàñïëàñòûâàëàñü ïî

42 Å. Á. Àíîõèíà, Ë. Á. Áóðàâêîâà

Ðèñ. 1. Ïðîëèôåðàöèÿ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå íà 2-å (à), 3-è (á) è 5-å (â) ñóò ïîñëå âûäåëåíèÿ.

Îá. 10�.

Ðèñ. 2. Ìîðôîëîãè÷åñêèå ðàçëè÷èÿ êëåòîê â êóëüòóðàõ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ).

à—å — áûñòðî ïðîëèôåðèðóþùèå êëåòêè; æ—è — ìåäëåííî ïðîëèôåðèðóþùèå êëåòêè. Îá. 20�.



ïëàñòèêó, îáðàçóÿ ïîëóêðóãëûé âûðîñò. Ðàçìåð êîðîòêîé
îñè òàêèõ êëåòîê ñîñòàâëÿë 40—80 ìêì (ðèñ. 2, á). Ñêî-
ðîñòü ïðîëèôåðàöèè ýòèõ êëåòîê òàêæå áûëà âûñîêîé,
âðåìÿ óäâîåíèÿ â ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçå ðîñòà ñîñòàâëÿ-
ëî 16—17 ÷.

3. Êëåòêè, èìåþùèå ïëîòíûé ó÷àñòîê öèòîïëàçìû â
ôîðìå âåðåòåíà, ðàñïîëàãàþùèéñÿ â öåíòðå (ðèñ. 2, â).
Ïåðèôåðèÿ öèòîïëàçìû òàêèõ êëåòîê ïðîçðà÷íàÿ, ìåíåå
ïëîòíàÿ, áîëåå ðàñïëàñòàííàÿ. Ýòè êëåòêè èìåëè ðàçëè÷-
íóþ ôîðìó (âåðåòåíîâèäíóþ, áîëåå èëè ìåíåå îêðóã-
ëóþ), èõ ðàçìåðû âàðüèðîâàëè â áîëüøèõ ïðåäåëàõ (ðàç-
ìåð êîðîòêîé îñè ñîñòàâëÿë 60—200 ìêì), ÷àñòî â íèõ
îò÷åòëèâî ðàçëè÷àëîñü êðóïíîå ÿäðî ñ ÿäðûøêàìè. Èí-
òåðåñíî, ÷òî ñêîðîñòü ïðîëèôåðàöèè ýòèõ êëåòîê è èõ
ðàçìåð êîððåëèðîâàëè ñ âûðàæåííîñòüþ «âåðåòåíà»
ïëîòíîãî ó÷àñòêà öèòîëàçìû. Êëåòêè ñ ÷åòêî âûðàæåí-
íûì «âåðåòåíîì» èìåëè ìåíüøèé ðàçìåð è áîëåå âûñî-
êóþ ñêîðîñòü ïðîëèôåðàöèè, â òî âðåìÿ êàê êëåòêè, â êî-
òîðûõ öåëîñòíîñòü «âåðåòåíà» íàðóøàëàñü è öèòîïëàçìà
ñòàíîâèëàñü íåðàâíîìåðíîé ïî ïëîòíîñòè, äåëèëèñü
ìåäëåííåå è èìåëè áîëåå êðóïíûå ðàçìåðû. Â ðÿäå ñëó-
÷àåâ â öèòîïëàçìå òàêèõ êëåòîê íàáëþäàëàñü çåðíè-
ñòîñòü. Ìîðôîëîãèÿ êëåòîê ýòîãî òèïà áûëà ÷åòêî ðàçëè-
÷èìà â ìîíîñëîéíîé êóëüòóðå, â òî âðåìÿ êàê ó êëåòîê
âòîðîãî òèïà ïðè îáðàçîâàíèè ìîíîñëîÿ õàðàêòåð ïðè-
êðåïëåíèÿ ê ïëàñòèêó ìåíÿëñÿ è ìåíåå ïëîòíûå ó÷àñòêè
öèòîïëàçìû (âûðîñòû) ó áîëüøèíñòâà êëåòîê èñ÷åçàëè.

4. Êëåòêè íåáîëüøîãî ðàçìåðà, äèàìåòðîì 20—
40 ìêì, îêðóãëûå, ñ íåáîëüøèì êîëè÷åñòâîì îòðîñòêîâ,
èìåþùèå ãîìîãåííóþ öèòîïëàçìó (ðèñ. 2, ã). Î÷åíü ÷àñ-
òî òàêèå êëåòêè ìîæíî áûëî íàáëþäàòü â ïðîöåññå ìèòî-
çà, êîãäà îíè îñòàâàëèñü ñîåäèíåííûìè öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêèì ìîñòèêîì.

5. Êëåòêè, èìåþùèå îäèí îòðîñòîê ñ îäíîé ñòîðîíû
è «áàõðîì÷àòûé» êðàé — ñ äðóãîé. Òàêèå êëåòêè èìåëè
êðóïíîå ÿäðî, çåðíèñòóþ öèòîïëàçìó (ðèñ. 2, ä ) è âñòðå-
÷àëèñü â êóëüòóðå îòíîñèòåëüíî ðåäêî.

6. Êëåòêè ôèáðîáëàñòîïîäîáíîé ôîðìû, ñ áîëåå èëè
ìåíåå íåðàâíîìåðíîé ïî ïëîòíîñòè öèòîïëàçìîé, âàðüè-
ðóþùèå ïî ðàçìåðó (60—100 ìêì), ñ õîðîøî çàìåòíûì
êðóïíûì ÿäðîì ñ ÿäðûøêàìè. Òàêèå êëåòêè ïðîëèôåðè-
ðîâàëè àêòèâíî, ïåðåêðûâàÿ ïåðèôåðè÷åñêèå ó÷àñòêè
öèòîïëàçìû äðóã ó äðóãà (ðèñ. 2, å).

7. Êëåòêè, âàðüèðóþùèå ïî ðàçìåðó (60—200 ìêì) è
èíîãäà äîñòèãàþùèå ãèãàíòñêèõ ðàçìåðîâ, ðàñïëàñòàí-
íûå, èìåþùèå ïîëèãîíàëüíóþ, îêðóãëóþ èëè íåïðàâè-
ëüíóþ ôîðìó, íåãîìîãåííóþ öèòîïëàçìó, â êîòîðîé
ïëîòíûå ó÷àñòêè ÷åðåäîâàëèñü ñ áîëåå ïðîçðà÷íûìè
(ðèñ. 2, æ). Òàêèå êëåòêè äåìîíñòðèðîâàëè âûñîêóþ ñòå-
ïåíü àäãåçèè ê ïëàñòèêó è ïðîëèôåðèðîâàëè ìåäëåííî,
ïåðåêðûâàÿ ïåðèôåðè÷åñêèå ó÷àñòêè öèòîïëàçìû ñîñåä-
íèõ êëåòîê. Ñëåäóåò çàìåòèòü, ÷òî óäàëåíèå èç ñðåäû êóëü-
òèâèðîâàíèÿ ñûâîðîòêè èëè ñíèæåíèå åå ñîäåðæàíèÿ äî
íåñêîëüêèõ ïðîöåíòîâ óâåëè÷èâàëî äîëþ òàêèõ êëåòîê â
êóëüòóðå.

8. Êëåòêè ÷àùå âñåãî êðóïíûå, èìåþùèå íåïðàâèëü-
íóþ ôîðìó è áîëüøîå êîëè÷åñòâî îòðîñòêîâ, ÷àñòî ðàñ-
ïîëàãàþùèõñÿ íà ïðîòèâîïîëîæíûõ ïîëþñàõ êëåòêè
(ðèñ. 2, ç). Òàêèå êëåòêè èìåëè íåãîìîãåííóþ öèòîïëàç-
ìó, ÷àñòî áûëè ìíîãîÿäåðíûìè. Ïðîëèôåðàòèâíàÿ àê-
òèâíîñòü òàêèõ êëåòîê áûëà ñíèæåíà, ïðè äåëåíèè îíè
íàïîëçàëè äðóã íà äðóãà.

9. Êëåòêè ìàëîãî äèàìåòðà, îêðóãëîé ôîðìû. Òàêèå
êëåòêè âñòðå÷àëèñü ðåäêî è íå ïîÿâëÿëèñü íà ïîçäíèõ
ïàññàæàõ (ðèñ. 2, è).

Ñóùåñòâîâàíèå â êóëüòóðå ÌÑÊ ðàçëè÷íûõ ìîðôî-
ëîãè÷åñêèõ òèïîâ áûëî ïîêàçàíî ðÿäîì èññëåäîâàòåëåé.
Îòìå÷åíî, ÷òî, õîòÿ êóëüòóðû ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà
êðûñ îòëè÷àþòñÿ îò êóëüòóð, ïîëó÷åííûõ èç êîñòíîãî
ìîçãà ÷åëîâåêà, äëÿ ÌÑÊ êðûñ õàðàêòåðíî íàëè÷èå òåõ
æå ìîðôîëîãè÷åñêèõ òèïîâ êëåòîê, ÷òî è äëÿ ÌÑÊ ÷åëî-
âåêà (Javazon, 2001). Ïî êðàéíåé ìåðå êëåòêè òðåõ òèïîâ
õàðàêòåðíû äëÿ ÌÑÊ êàê ÷åëîâåêà, òàê è êðûñ: êëåòêè
âåðåòåíîâèäíîé ôîðìû, êðóïíûå ðàñïëàñòàííûå êëåòêè
è îêðóãëûå êëåòêè íåáîëüøîãî ðàçìåðà (Bianño et al.,
2001; Colter et al., 2001; Javazon, 2001). Ïîñëåäíèå, ñî-
ãëàñíî äàííûì ðÿäà èññëåäîâàòåëåé (Colter et al., 2000,
2001), ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ïóë íàèáîëåå àêòèâíî äåëÿ-
ùèõñÿ êëåòîê, ñïîñîáíûõ äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â äðóãèå
êëåòî÷íûå òèïû. Êðóïíûå ýïèòåëèîèäíûå êëåòêè ðàñ-
ñìàòðèâàþòñÿ áîëüøèíñòâîì èññëåäîâàòåëåé êàê «çðå-
ëûå» ÌÑÊ, êîòîðûå ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé îïðåäåëåííóþ
ñòàäèþ ðàçâèòèÿ ÌÑÊ, ñâîåãî ðîäà ïåðåæèâàþùèå êëåò-
êè, âåðîÿòíî âñòóïèâøèå íà ïóòü äèôôåðåíöèðîâêè. Ñ
äðóãîé ñòîðîíû, ñ èñïîëüçîâàíèåì GFP áûëî ïîêàçàíî,
÷òî ó êðûñ â êîëîíèÿõ îòñîðòèðîâàííûõ çðåëûõ ÌÑÊ ïî-
ÿâëÿëèñü áûñòðî ïðîëèôåðèðóþùèå êëåòêè íåáîëüøîãî
ðàçìåðà (Javazon, 2001). Äëÿ ÌÑÊ ÷åëîâåêà ýòî ïîêàçàíî
íå áûëî, ÷òî â ñîâîêóïíîñòè ñ äðóãèìè ïîêàçàòåëÿìè ãî-
âîðèò î ñïåöèôè÷íîñòè ÌÑÊ êðûñ (Javazon, 2001). Äðó-
ãèå àâòîðû òàêæå ïðèâîäÿò êëàññèôèêàöèè, îòðàæàþùèå
ñóùåñòâîâàíèå â êóëüòóðå ÌÑÊ êëåòîê íåñêîëüêèõ òè-
ïîâ, ðàçëè÷àþùèõñÿ ðàçìåðàìè è ìîðôîëîãèåé (Sekiya,
2002; Òåïëÿøèí, 2005).

Âðåìÿ ïîÿâëåíèÿ (ïàññàæ) òîãî èëè èíîãî êëåòî÷íî-
ãî òèïà â êóëüòóðå ÌÑÊ, à òàêæå ñîîòíîøåíèå ðàçíûõ
ìîðôîëîãè÷åñêèõ òèïîâ âàðüèðîâàëè â êóëüòóðàõ, ïîëó-
÷åííûõ îò ðàçíûõ æèâîòíûõ. Ôàêòîðû, îïðåäåëÿþùèå
ýòîò ôàêò, îñòàþòñÿ íåâûÿñíåííûìè. Òàê, íàïðèìåð,
ìîäèôèêàöèè ìåòîäà âûäåëåíèÿ ÌÑÊ, ñîñòàâà ñðåäû êó-
ëüòèâèðîâàíèÿ, à òàêæå ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíîãî
ïëàñòèêà ñ ïîìîùüþ æåëàòèíà íå ïðèâîäèëè ê ñóùåñò-
âåííûì ðàçëè÷èÿì ïîëó÷àåìûõ êóëüòóð êëåòîê-ïðåä-
øåñòâåííèêîâ è íå îïðåäåëÿëè ìîðôîëîãè÷åñêèé ñîñòàâ
êóëüòóðû ÌÑÊ. Áûëî îõàðàêòåðèçîâàíî ïÿòü êóëüòóð
ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ îò ðàçíûõ æèâîòíûõ è ïîääåðæèâàå-
ìûõ â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ìåñÿöåâ. Âî âñåõ ñëó÷àÿõ ïåð-
âè÷íûå êóëüòóðû âûãëÿäåëè ñõîäíûì îáðàçîì, ìîðôî-
ëîãè÷åñêàÿ ãåòåðîãåííîñòü âíóòðè íèõ íå áûëà âûðàæåí-
íîé. Îäíàêî ïîëó÷åííûå îò ðàçíûõ êðûñ ñóáêóëüòóðû íà
ðàííèõ ïàññàæàõ õàðàêòåðèçîâàëèñü ìîðôîëîãè÷åñêîé
íåîäíîðîäíîñòüþ è îòëè÷àëèñü äðóã îò äðóãà (õîòÿ è íå
âî âñåõ ñëó÷àÿõ) ïî ñîîòíîøåíèþ êëåòîê òîãî èëè èíîãî
òèïà. Ñòåïåíü íåîäíîðîäíîñòè êëåòîê â êàæäîé èç êóëü-
òóð ñ òå÷åíèåì âðåìåíè ñíèæàëàñü, îäíàêî ñàìè êóëüòó-
ðû, ïîëó÷åííûå îò ðàçíûõ æèâîòíûõ, îòëè÷àëèñü äðóã
îò äðóãà ïî ìîðôîëîãèè äîìèíèðóþùåãî êëåòî÷íîãî
òèïà. Òàê, íà ïîçäíèõ ïàññàæàõ â êóëüòóðå 1 äîìèíèðî-
âàëè êëåòêè ïåðâîãî, âòîðîãî è ÷åòâåðòîãî òèïîâ (ðèñ. 3,
à), â êóëüòóðå 2 — òðåòüåãî òèïà (ðèñ. 3, á), â êóëüòó-
ðå 3 — ïÿòîãî òèïà (ðèñ. 3, â) è ò. ä.

Òàêèì îáðàçîì, íà ðàííèõ ïàññàæàõ ãåòåðîãåííîñòü
ÌÑÊ áûëà âûðàæåíà â áîëüøåé ñòåïåíè è çàêëþ÷àëàñü â
ñóùåñòâîâàíèè â êóëüòóðå ïî êðàéíåé ìåðå íåñêîëüêèõ
êëåòî÷íûõ òèïîâ, â òî âðåìÿ êàê íà ïîçäíèõ ïàññàæàõ
ñòåïåíü ãåòåðîãåííîñòè ñíèæàëàñü è ïîñëå äëèòåëüíîãî
êóëüòèâèðîâàíèÿ êóëüòóðû ñîñòîÿëè ïðåèìóùåñòâåííî
èç îäíîòèïíûõ êëåòîê. Ïîêàçàíî, ÷òî êóëüòóðû ÌÑÊ ÷å-
ëîâåêà òàêæå ñòàíîâÿòñÿ ãîìîãåííûìè ïîñëå ìíîãîêðàò-
íîãî ïàññèðîâàíèÿ â óñëîâèÿõ âûñîêîé ïëîòíîñòè ïîñàä-
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êè è â ýòîì ñëó÷àå ìîãóò òåðÿòü ïîòåíöèàë ê äèôôåðåíöè-
ðîâêå (Colter et al., 2001). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ïîêàçàíî, ÷òî
äèôôåðåíöèðîâî÷íûé ïîòåíöèàë ÌÑÊ ÷åëîâåêà ñîõðàíÿ-
åòñÿ â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè (Fibbe, 2002). Ãîìî-
ãåííûå êóëüòóðû ÌÑÊ êðûñ äåìîíñòðèðîâàëè ñîõðàíå-
íèå îñòåîãåííîãî äèôôåðåíöèðîâî÷íîãî ïîòåíöèàëà íà
ïîçäíèõ ïàññàæàõ â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè.

Ïîëó÷åííûå îò ðàçíûõ êðûñ êóëüòóðû íà ïîçäíèõ
ïàññàæàõ ñîñòîÿëè ïðåèìóùåñòâåííî èç îäíîòèïíûõ
êëåòîê, èìåþùèõ ïîñòîÿííóþ âûñîêóþ ñêîðîñòü ïðîëè-
ôåðàöèè, îäíàêî îòëè÷àëèñü äðóã îò äðóãà ïî ìîðôîëî-
ãèè. Ýòîò ôàêò ìîæåò ÿâëÿòüñÿ ñëåäñòâèåì âèäîâûõ îñî-
áåííîñòåé ÌÑÊ êðûñ, âåäü ìåæâèäîâûå ðàçëè÷èÿ êóëü-
òóð ÌÑÊ îáùåïðèçíàíû (Colter et al., 2000; Javazon,
2001). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ìîðôîëîãè÷åñêèå ðàçëè÷èÿ êó-
ëüòóð ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ îò ðàçíûõ æèâîòíûõ, ìîãóò áûòü
è ðåçóëüòàòîì íåñïåöèôè÷íîñòè ìåòîäà âûäåëåíèÿ ÌÑÊ,
âñëåäñòâèå ÷åãî ñëó÷àéíûì îáðàçîì ïðîöåíòíîå ñîîòíî-
øåíèå ðàçëè÷íûõ ñóáïîïóëÿöèé ÌÑÊ îêàçûâàåòñÿ ðàç-
íûì ïðè êàæäîì âûäåëåíèè, à ïîçæå òà èëè èíàÿ ñóáïî-
ïóëÿöèÿ íà÷èíàåò äîìèíèðîâàòü. Ìîðôîëîãè÷åñêèå ðàç-
ëè÷èÿ êóëüòóð ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ îò ðàçíûõ æèâîòíûõ
îäíîãî âèäà, íå îïèñàíû, õîòÿ åñòü äàííûå î òîì, ÷òî, íà-
ïðèìåð, ÌÑÊ, ïîëó÷åííûå îò ðàçíûõ ëèíèé ìûøåé, âàðü-
èðóþò ïî ñêîðîñòè ïðîëèôåðàöèè, ôåíîòèïè÷åñêèì õà-
ðàêòåðèñòèêàì è äèôôåðåíöèðîâî÷íîìó ïîòåíöèàëó, ÷òî
ìîæåò îáúÿñíÿòü ðÿä ïðîòèâîðå÷èé, âûÿâëåííûõ â ýêñïå-
ðèìåíòàõ íà òàêèõ êëåòêàõ (Peister et al., 2004).

Äëÿ âñåõ êóëüòóð áûëî õàðàêòåðíî íàëè÷èå ïåðèîäîâ
òîðìîæåíèÿ ïðîëèôåðàöèè íà îïðåäåëåííûõ ýòàïàõ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ. Êàê ïðàâèëî, ïðîëèôåðàöèÿ çàìåäëÿëàñü ê

4—5-ìó ïàññàæó. Â ýòîò ïåðèîä â êóëüòóðàõ íàáëþäàëîñü
áîëüøîå ÷èñëî êðóïíûõ ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê, èìåþùèõ
ïîëèãîíàëüíóþ, îêðóãëóþ èëè íåïðàâèëüíóþ ôîðìó è íå-
îäíîðîäíóþ ïî ïëîòíîñòè öèòîïëàçìó. Âðåìÿ âîññòàíîâ-
ëåíèÿ ñêîðîñòè ïðîëèôåðàöèè âàðüèðîâàëî ó ðàçíûõ êóëü-
òóð. Ñêîðîñòü ïðîëèôåðàöèè áûëà ñòàáèëüíîé è âûñîêîé
íà ïîçäíèõ ïàññàæàõ, âðåìÿ óäâîåíèÿ â ëîãàðèôìè÷åñêîé
ôàçå ðîñòà ñîñòàâëÿëî 16—17 ÷. Êëåòêè, ïîñàæåííûå ñ
ïëîòíîñòüþ 500—1500 êëåòîê/ñì2, â ýòîì ñëó÷àå äîñòèãàëè
ìîíîñëîÿ ÷åðåç 5—7 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ (ðèñ. 4).

Ïëîòíîñòü ïîñàäêè êëåòîê íå îêàçûâàëà ñóùåñòâåí-
íîãî âëèÿíèÿ íà ñêîðîñòü ïðîëèôåðàöèè. Ïðè ìàëåíüêîé
ïëîòíîñòè ïîñàäêè (m 100 êëåòîê/ñì2) åäèíè÷íûå êëåòêè
îáðàçîâûâàëè êîëîíèè â âèäå îòäåëüíûõ îñòðîâêîâ, ôîð-
ìèðîâàëè ìîíîñëîé â ïðåäåëàõ îñòðîâêà è íà÷èíàëè
óïëîòíÿòüñÿ âíóòðè îñòðîâêà áûñòðåå, ÷åì çàíèìàëè ñî-
ñåäíèå ó÷àñòêè ïëàñòèêà. Ïðè áîëüøîé ïëîòíîñòè ïîñàä-
êè (l 3000 êëåòîê/ñì2) êëåòêè ðàñïðåäåëÿëèñü ïî ïîâåðõ-
íîñòè ïëàñòèêà áîëåå ðàâíîìåðíî. Ñëåäóåò îòìåòèòü,
÷òî â ëèòåðàòóðå åñòü äàííûå îá óâåëè÷åíèè ñêîðîñòè
ïðîëèôåðàöèè ÌÑÊ êðûñ â îòâåò íà ìàëåíüêóþ ïëîò-

44 Å. Á. Àíîõèíà, Ë. Á. Áóðàâêîâà

Ðèñ. 3. Ìîðôîëîãè÷åñêèå ðàçëè÷èÿ êóëüòóð ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ îò ðàçíûõ æèâîòíûõ.

à — êóëüòóðà 1, á — êóëüòóðà 2, â — êóëüòóðà 3. Îá. 20�.

Ðèñ. 4. Õàðàêòåðíàÿ äèíàìèêà ïðîëèôåðàöèè áûñòðî (1) è ìåä-
ëåííî (2) ïðîëèôåðèðóþùèõ ÌÑÊ (ðåïðåçåíòàòèâíûå äàííûå,
ïîëó÷åííûå äëÿ 16-ãî ïàññàæà êóëüòóðû 1; îòðàæàþò ïðîëèôå-
ðàòèâíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê âñåõ ïîëó÷åííûõ êóëüòóð ïðè èõ

äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè).

Ðèñ. 5. Ýêñïðåññèÿ ìàðêåðîâ ÌÑÊ (ðåïðåçåíòàòèâíûå äàííûå).

Ïî îñÿì — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè àíòèòåë, ìå÷åííûõ ôëóîðåñ-
öåèíèçîòèîöèàíàòîì (FITC, ïî ãîðèçîíòàëè) èëè ôèêîýðèòðèíîì (PE, ïî
âåðòèêàëè). à — èçîòèïè÷åñêèé êîíòðîëü, á — CD90-PE è CD45-FITC,

â — CD54-PE è CD44-FITC, ã — CD106-PE è CD11b-FITC.



íîñòü ïîñàäêè (Colter et al., 2000; Javazon et al., 2001; Se-
kiya et al., 2002).

Ïðè ïðîâåäåíèè èììóíîôåíîòèïè÷åñêîé õàðàêòåðè-
ñòèêè ïîëó÷åííûõ êóëüòóð èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà êàê ê
ïîçèòèâíûì ìàðêåðàì ÌÑÊ, òàêèì êàê CD90, CD44,
CD54 è CD106, òàê è ê íåãàòèâíûì ìàðêåðàì — CD45 è
CD11b (ðèñ. 5). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîëó÷åííûå êóëüòó-
ðû èìåþò ñõîæèå èììóíîôåíîòèïè÷åñêèå õàðàêòåðèñòè-
êè è ïðàêòè÷åñêè îäèíàêîâóþ äîëþ êëåòîê, ýêñïðåññè-
ðóþùèõ àíàëèçèðóåìûå ìàðêåðû (ñì. òàáëèöó), çà èñê-
ëþ÷åíèåì ìàðêåðà CD106, âàðüèðóþùåãî â øèðîêèõ
ïðåäåëàõ âî âñåõ êóëüòóðàõ.

Ñïîñîáíîñòü ÌÑÊ ê äèôôåðåíöèðîâêå â îñòåîãåí-
íîì íàïðàâëåíèè îöåíèâàëè ïî ñòåïåíè ýêñïðåññèè êëåò-
êàìè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû ïîñëå èõ èíêóáèðîâàíèÿ â îñ-
òåîãåííîé ñðåäå â òå÷åíèå 2 íåä. Êëåòêè êóëüòóðû, ïîëó-
÷åííîé îò îäíîãî èç æèâîòíûõ (êóëüòóðà 1), íå äàâàëè
îêðàñêè íà ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó íà ïîçäíèõ ïàññàæàõ.
Êëåòêè äðóãèõ êóëüòóð (2 è 3) îêðàøèâàëèñü íà ùåëî÷-
íóþ ôîñôàòàçó, ÷òî ñâèäåòåëüñòâîâàëî î ñïîñîáíîñòè
äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â îñòåîãåííîì íàïðàâëåíèè ïðè
äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè (ðèñ. 6).

Â ñâÿçè ñ ýòèì èíòåðåñíûì ÿâëÿåòñÿ òîò ôàêò, ÷òî
êëåòêè âñåõ âûäåëåííûõ êóëüòóð èìåëè ñõîæèå èììóíî-
ôåíîòèïè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ïî ìàðêåðàì, êîòîðûå
îáû÷íî èñïîëüçóþòñÿ äëÿ èäåíòèôèêàöèè ÌÑÊ, ò. å. íà-
ëè÷èå òàêèõ ìàðêåðîâ, êàê CD90, CD44, CD54 è CD106,
è îòñóòñòâèå ìàðêåðîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ãåìîïîýòè-
÷åñêèõ êëåòîê, îïðåäåëÿëîñü â òîì ÷èñëå íà êëåòêàõ,
íå ïðîÿâëÿþùèõ ñïîñîáíîñòè äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â

îñòåîãåííîì íàïðàâëåíèè. Ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâó-
þò î òîì, ÷òî àíàëèç ýêñïðåññèè 7 èññëåäóåìûõ ìàðêåðîâ
(4 ïîëîæèòåëüíûõ è 3 îòðèöàòåëüíûõ) íå ïîçâîëÿåò ñ äî-
ñòàòî÷íîé ïîëíîòîé îõàðàêòåðèçîâàòü ôåíîòèï êëå-
òîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ. Òàêèì îáðàçîì, ôåíîòèïè÷å-
ñêàÿ õàðàêòåðèñòèêà è èäåíòèôèêàöèÿ ÌÑÊ òðåáóåò èñ-
ïîëüçîâàíèÿ áîëåå ñïåöèôè÷íîãî íàáîðà ìàðêåðîâ.

Ìû íå ïðîâîäèëè ðàáîòó ïî âûäåëåíèþ, ôåíîòèïè÷å-
ñêîé è ôóíêöèîíàëüíîé õàðàêòåðèñòèêå îòäåëüíûõ ñóáïî-
ïóëÿöèé êëåòîê, îäíàêî ñóùåñòâóþò äàííûå îá èììóíî-
ôåíîòèïè÷åñêîé ãåòåðîãåííîñòè ÌÑÊ, à òàêæå î íåîäèíà-
êîâîé ñïîñîáíîñòè îòäåëüíûõ êëåòî÷íûõ òèïîâ âíóòðè
ïîïóëÿöèè ÌÑÊ äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â îñòåîãåííîì íà-
ïðàâëåíèè. Òàê, ïîêàçàíî, ÷òî áûñòðîäåëÿùèåñÿ êëåòêè
íåáîëüøîãî äèàìåòðà èìåþò ìàðêåðû, íå íàéäåííûå íà
çðåëûõ ÌÑÊ, è íå íåñóò ðÿäà ýïèòîïîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ
çðåëûõ ÌÑÊ (Colter et al., 2001). Ïîêàçàíî òàêæå, ÷òî ñïî-
ñîáíîñòü ê îñòåîãåííîé äèôôåðåíöèðîâêå íåîäèíàêîâà ó
êëåòîê ýòèõ äâóõ òèïîâ (Colter et al., 2001), è ýòî ïîçâîëÿ-
åò ïðåäïîëîæèòü ðàçëè÷íûé äèôôåðåíöèðîâî÷íûé ïîòåí-
öèàë òàêæå è ó êëåòîê äðóãèõ òèïîâ. Ýêñïåðèìåíòû äå-
ìîíñòðèðóþò, ÷òî ïðè îêðàøèâàíèè íà ùåëî÷íóþ ôîñôà-
òàçó êîëîíèè ÌÑÊ äåìîíñòðèðóþò âàðèàáåëüíîñòü:
îêðàøèâàåòñÿ öåëèêîì, òîëüêî â öåíòðàëüíîé îáëàñòè èëè
íå îêðàøèâàþòñÿ (Bianco et al., 2001). Òàêèì îáðàçîì,
ìîðôîëîãè÷åñêàÿ ãåòåðîãåííîñòü ïîäòâåðæäàåòñÿ èììó-
íîôåíîòèïè÷åñêè è ôóíêöèîíàëüíî. Îäíàêî íåò ïîäðîá-
íûõ äàííûõ î âîçìîæíîñòè ïåðåõîäà îäíîãî êëåòî÷íîãî
òèïà â äðóãîé, à òàêæå î ôàêòîðàõ, âëèÿþùèõ íà ñîîòíî-
øåíèå êëåòîê ðàçëè÷íûõ òèïîâ â êóëüòóðå.
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Äîëÿ êëåòîê, %, ýêñïðåññèðóþùèõ èññëåäóåìûå ìàðêåðû ïîïóëÿöèè ÌÑÊ

Êóëüòóðà
Ôåíîòèïè÷åñêèå ìàðêåðû

CD90 CD45 CD54 CD44 CD106 CD11b

1 96.7—100.0 0—1.28 91.9—99.7 98.8—99.9 1.28—76.50 0.20—1.81
2 100 0—1.67 96—100 97.6—100.0 3.0—97.1 0.27—4.37
3 100 0—0.03 99.4—99.7 98.8—99.8 9.0—63.3 1.83—6.23
4 99.7 1.87 99.6 99.3 39.2 7.21
5 99.9—100.0 0.45—0.61 96.5—99.7 98.2—99.8 3.62—34.70 1.25—1.75

Ðèñ. 6. Îêðàñêà êóëüòèâèðóåìûõ ÌÑÊ íà ùåëî÷íóþ ôîñôàòàçó.

à — êëåòêè â îñòåîãåííîé ñðåäå, á — êîíòðîëü (ñïîíòàííàÿ äèôôåðåíöèðîâêà); ïîêàçàíû ðåçóëüòàòû îäíîãî èç ðåïðåçåíòàòèâíûõ ýêñïåðèìåíòîâ äëÿ
îäíîé èç êóëüòóð ÌÑÊ. Îá. 10�.



Èíòåðåñíî, ÷òî íà ïîçäíèõ ïàññàæàõ ÌÑÊ ýêñïðåñ-
ñèðîâàëè òå æå ìàðêåðû. Îäíàêî â îòíîøåíèè ìàðêåðà
CD90 â ñëó÷àå êóëüòóðû 1 îòìå÷àëîñü ñíèæåíèå óðîâíÿ
åãî ýêñïðåññèè îñíîâíîé ÷àñòüþ êëåòîê, à òàêæå ïîÿâëå-
íèå ïîïóëÿöèè êëåòîê ñ íèçêîé ñòåïåíüþ ýêñïðåññèè
CD90 (ðèñ. 7). Ýòîò ôàêò ãîâîðèò î íåîáõîäèìîñòè êîíò-
ðîëÿ çà ôåíîòèïè÷åñêèìè õàðàêòåðèñòèêàìè ÌÑÊ, ïî-
ñêîëüêó ýêñïðåññèÿ òåõ èëè èíûõ ìàðêåðîâ ìîæåò èçìå-
íÿòüñÿ ïðè èõ äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè.

Òàêèì îáðàçîì, èç êîñòíîãî ìîçãà êðûñ áûëè ïîëó÷å-
íû è îõàðàêòåðèçîâàíû ðàçëè÷íûå êóëüòóðû ÌÑÊ. Ïîêàçà-
íî, ÷òî ïîïóëÿöèè ÌÑÊ ñâîéñòâåííà âûñîêàÿ ñòåïåíü ãåòå-
ðîãåííîñòè, êîòîðàÿ ïðîÿâëÿåòñÿ íå òîëüêî â ïðåäåëàõ êó-
ëüòóðû, âûäåëåííîé îò îäíîãî æèâîòíîãî, íî è ïðè
ñðàâíåíèè êóëüòóð, âûäåëåííûõ îò ðàçíûõ æèâîòíûõ, ÷òî
çàòðóäíÿåò õàðàêòåðèñòèêó ÌÑÊ è îöåíêó èõ ïëàñòè÷íî-
ñòè. Ïðè ýòîì ðàííèå ïàññàæè õàðàêòåðèçîâàëèñü âûñîêîé
ñòåïåíüþ ãåòåðîãåííîñòè, â òî âðåìÿ êàê íà ïîçäíèõ ïàññà-
æàõ êëåòêè áûëè ïðåèìóùåñòâåííî îäíîòèïíûìè. Ìîðôî-
ëîãè÷åñêè ãîìîãåííûå êóëüòóðû, ñ îäíîé ñòîðîíû, ìîãóò
áûòü áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíûìè äëÿ îöåíêè âîçäåéñòâèÿ
òîãî èëè èíîãî ôàêòîðà íà ïîïóëÿöèþ êëåòîê, ïîñêîëüêó
îäíîðîäíîñòü êóëüòóðû îáëåã÷àëà áû èíòåðïðåòàöèþ ðåçó-
ëüòàòîâ. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü âåðîÿò-
íîñòü èçìåíåíèÿ êàðèîòèïà, à òàêæå äëèòåëüíîå ïðåáûâà-
íèå êëåòîê â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ðàçëè÷íûìè ðîñòî-
âûìè ôàêòîðàìè, êîòîðûå ìîãóò èçìåíÿòü ÷óâñòâè-
òåëüíîñòü êëåòîê ê òîìó èëè èíîìó âîçäåéñòâèþ.

Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ïîääåðæèâàåìûå â òå÷åíèå äëè-
òåëüíîãî ïåðèîäà êóëüòóðû êëåòîê, ïîëó÷åííûå îò ðàçíûõ
æèâîòíûõ îäíèì è òåì æå ìåòîäîì, îòëè÷àëèñü äðóã îò
äðóãà ìîðôîëîãè÷åñêè, ÷òî ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ íåñïåöè-
ôè÷íîñòüþ ìåòîäà ïîëó÷åíèÿ ÌÑÊ è «âûùåïëåíèåì» îä-
íîé èç ñóáïîïóëÿöèé èç ãåòåðîãåííîé ïîïóëÿöèè êëåòîê
ñòðîìû êîñòíîãî ìîçãà íà ïîçäíèõ ïàññàæàõ. Òàêèì îáðà-
çîì, ñîìíèòåëüíîé îêàçûâàåòñÿ âîçìîæíîñòü ïîëó÷åíèÿ
èäåíòè÷íûõ ïî õàðàêòåðèñòèêàì êëåòîê ïðè ðàçíûõ ñïîñî-
áàõ âûäåëåíèÿ, ÷òî òàêæå çàòðóäíÿåò õàðàêòåðèñòèêó ÌÑÊ
è îöåíêó èõ ïëàñòè÷íîñòè, à òàêæå èíòåðïðåòàöèþ äàííûõ,
ïîëó÷åííûõ ñ èñïîëüçîâàíèåì òàêèõ êëåòîê.

Ñëåäóåò îòìåòèòü òàêæå, ÷òî ìîðôîëîãè÷åñêè ðàçíûå
êóëüòóðû òåì íå ìåíåå íå ðàçëè÷àëèñü ôåíîòèïè÷åñêè ïî
ðÿäó ìàðêåðîâ, íî îáíàðóæèâàëè ôóíêöèîíàëüíûå ðàçëè-
÷èÿ, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î ðàçíîé ñïîñîáíîñòè ê äèôôå-
ðåíöèðîâêå â îñòåîãåííîì íàïðàâëåíèè ïðè äëèòåëüíîì
êóëüòèâèðîâàíèè. Ýòî òðåáóåò ïîäáîðà áîëåå ñïåöèôè÷å-
ñêèõ ìàðêåðîâ, à òàêæå äèêòóåò íåîáõîäèìîñòü ïðîâåäå-
íèÿ ôóíêöèîíàëüíûõ òåñòîâ äëÿ èäåíòèôèêàöèè ÌÑÊ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ïîääåðæêå ïðîãðàììû ôóíäà-
ìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé ÎÁÍ ÐÀÍ.
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Ðèñ. 7. Èçìåíåíèÿ ïàòòåðíà ýêñïðåññèè CD90 ÌÑÊ â êóëüòóðå
1 ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè.

à, á — 18-é è 47-é ïàññàæè ñîîòâåòñòâåííî; ïî îñÿì — òî æå, ÷òî è íà
ðèñ. 5.



HETEROGENEITY OF STROMAL PRECURSOR CELLS ISOLATED FROM RAT BONE MARROW
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Bone marrow stroma contains mesenchymal stem cells (MSC) which are precursor for at least mesenchy-
ma-derived cells. Recent investigations revealed a lot of questions concerning MSC biology that should be furt-
her refined. The aim of this study was the comparative analysis of rat bone marrow stroma cells cultures. Mesen-
chymal precursor cells isolated from rat bone marrow were passed up to 50 times. Comparative morphological
and immunophenotypical analysis of these cultures was carried out as well as their ability to osteogenic diffe-
rentiation was studied. The isolated cultures contained morphologically different types of cells and thus showed
a high heterogenity level. Morphology of these cell types was described. The heterogeneity level was reported to
decrease over time. It was found out that subcultures isolated from different rats shared the same immunopheno-
type characteristics (CD90+, CD44+, CD54+, CD106+, CD45–, CD11b–), but differed in their morphology as
well as in ability to osteogenic differentiation. Thus MSC identification requires more specific marker and func-
tional tests to be used.

K e y w o r d s: mesenchymal precursor cells, bone marrow, heterogeneity, mesenchymal stem cells.
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