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Ê. Â. Çàéöåâ è äð.
Èììóíîôåíîòèïè÷åñêàÿ õàðàêòåðèñòèêà êëåòî÷íîãî ñîñòàâà ãðóäíîãî ìîëîêà

Â êðàòêîñðî÷íîé (6—7 ñóò) êóëüòóðå in vitro èçó÷àëè ìîðôîëîãèþ è èììóíîôåíîòèï ïðèëèïàþùèõ
ê ïëàñòèêó êëåòîê æåíñêîãî ìîëîçèâà ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê CD3, CD31, CD34, CD45, CD68, âèìåíòèíó
è îñòåîêàëüöèíó. Â 20 % êóëüòóðàëüíûõ ôëàêîíîâ íàáëþäàëè ïðèìåðíî ðàâíîå ñîîòíîøåíèå ôèáðîáëà-
ñòîïîäîáíûõ è îêðóãëûõ êëåòîê. Â 80 % ôëàêîíîâ îòìå÷åíû êëåòêè ïðàâèëüíîé ôîðìû ñ ïðèìåñüþ
åäèíè÷íûõ ôèáðîáëàñòîâ. Äèàìåòð ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê âàðüèðîâàë â ïðåäåëàõ 10—100 ìêì. Âñå ïðè-
ëèïàþùèå ê ïëàñòèêó êëåòêè íå ýêñïðåññèðîâàëè CD3 è ñëàáî (ñë) âçàèìîäåéñòâîâàëè ñ àíòèòåëàìè ê
CD31, CD34 è CD45. Â òî æå âðåìÿ âûÿâëåíû ïðèëèïàþùèå êëåòêè, èíòåíñèâíî âçàèìîäåéñòâóþùèå ñ
àíòèòåëàìè ê CD68, âèìåíòèíó è îñòåîêàëüöèíó. Â ñîîòâåòñòâèè ñ èìåþùèìèñÿ â ëèòåðàòóðå ñâåäåíèÿ-
ìè, èììóíîôåíîòèï CD68+CD3–CD31ñëCD34ñëCD45ñë ïîçâîëÿåò îòíåñòè çíà÷èòåëüíóþ ÷àñòü ïðèëèïàþ-
ùèõ êëåòîê ìîëîçèâà ê ìîíîöèòàðíî-ìàêðîôàãàëüíîìó ðÿäó. Âûðàæåííàÿ ýêñïðåññèÿ ñòðîìàëüíûõ àí-
òèãåíîâ (âèìåíòèíà è îñòåîêàëüöèíà) â 40—45 % ïðèëèïàþùèõ êëåòîê â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå áåç îñ-
òåîãåííûõ äîáàâîê (áåòà-ãëèöåðîôîñôàòà, àñêîðáèíîâîé êèñëîòû è äåêñàìåòàçîíà) ïîçâîëÿåò
ïðåäïîëàãàòü íàëè÷èå â ìîëîçèâå ôðàêöèè îñòåîáëàñòîâ, äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ èç ìåçåíõèìíûõ ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê ïîä âîçäåéñòâèåì ãóìîðàëüíûõ ôàêòîðîâ ãðóäíîãî ìîëîêà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ãðóäíîå ìîëîêî, ìîëîçèâî, êóëüòóðà êëåòîê in vitro, êëåòî÷íûå äåòåðìèíàí-
òû, ìîíîöèòû, ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå êëåòêè, îñòåîáëàñòû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÃÌ — ãðóäíîå ìîëîêî, Êãèñò — ãèñòîìîðôîìåòðè÷åñêèé êîýôôèöè-
åíò, ÌÑÊ — ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, DAB — 3,3-äèàìèíîáåíçèäèí, rS - êîýôôèöèåíò êîððåëÿ-
öèè ðàíãîâ ïî Ñïèðìåíó, WOS — áàçà Web of Science.

Â æåíñêîì ãðóäíîì ìîëîêå (ÃÌ) íåäàâíî îáíàðóæå-
íû ïðîãåíèòîðíûå êëåòêè èç ïóëà ìåçåíõèìíûõ ñòâîëî-
âûõ êëåòîê (ÌÑÊ) (Patki et al., 2010). Êðîìå òîãî, ÃÌ,
âêëþ÷àÿ ìîëîçèâî, ñîäåðæèò ãåòåðîãåííûå êëåòî÷íûå
êîìïîíåíòû: ëåéêîöèòû (ëèìôîöèòû, ìîíîöèòû/ìàê-
ðîôàãè è ïîëèìîðôíîÿäåðíûå ãðàíóëîöèòû) è ëàêòîöèòû
(Crago et al., 1979; Hanson et al., 2001; Hassiotou et al.,
2013); ýëåìåíòû ñ ìàðêåðàìè êðîâåòâîðíûõ ñòâîëî-
âûõ êëåòîê, ÌÑÊ, èììóííûõ è ìèîýïèòåëèàëüíûõ êëå-
òîê (Cregan et al., 2007; Hassiotou et al., 2013; Indumathi
et al., 2013), à òàêæå ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê (Patki et al.,
2010).

Êëåòî÷íîå ðàçíîîáðàçèå äåëàåò ÃÌ âàæíûì èñòî÷íè-
êîì ïèòàíèÿ, ðàçâèòèÿ è ñòàíîâëåíèÿ èììóíèòåòà äåòåé
(Indumathi et al., 2013), à òàêæå â ïðèëîæåíèè ê êëåòî÷-
íûì òåõíîëîãèÿì è âîññòàíîâèòåëüíîé ìåäèöèíå. Ïðè

ýòîì, ñîãëàñíî äàííûì Èíäóìàòè ñ ñîàâòîðàìè (Induma-
thi et al., 2013), êëåòî÷íûé ñïåêòð ÃÌ äî êîíöà åùå íå
îõàðàêòåðèçîâàí. Âñòðå÷àþòñÿ ïîïóëÿöèè êëåòîê, áèîëî-
ãè÷åñêîå çíà÷åíèå êîòîðûõ äàæå íå ðàññìàòðèâàåòñÿ ïðè
îáñóæäåíèè áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÃÌ (Piper et al.,
2007). Ýòî âî ìíîãîì ñâÿçàíî ñ íåäîñòàòî÷íûì ÷èñëîì
èññëåäîâàíèé è ïóáëèêàöèé ïî äàííîé òåìå. Â ñâÿçè ñ
ýòèì õàðàêòåðèñòèêà êëåòî÷íîãî ñîñòàâà ÃÌ æåíùèí ÿâ-
ëÿåòñÿ àêòóàëüíîé çàäà÷åé.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â è ñ ñ ë å ä î â à í è è ïðèíèìàëè ó÷àñòèå 10 æåíùèí â
âîçðàñòå 17—36 ëåò (ñðåäíèé âîçðàñò 25.1 � 5.5 ãîäà), íà-
õîäèâøèõñÿ â ðîäèëüíîì îòäåëåíèè Îáëàñòíîãî ïåðèíà-
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òàëüíîãî öåíòðà (Òîìñê). Èññëåäîâàíèÿ âûïîëíÿëè ñ ñî-
ãëàñèÿ ëîêàëüíîãî ýòè÷åñêîãî êîìèòåòà (ïðîòîêîë ¹ 2 îò
11.02.2014) ôèëèàëà Òîìñêîãî íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêî-
ãî èíñòèòóòà êóðîðòîëîãèè è ôèçèîòåðàïèè ÔÃÁÓ «Ñè-
áèðñêèé ôåäåðàëüíûé íàó÷íî-êëèíè÷åñêèé öåíòð» ÔÌÁÀ
Ðîññèè (Òîìñê).

Â ãðóïïó äîíîðîâ âêëþ÷àëè çäîðîâûõ æåíùèí, íå
èìåâøèõ îñòðûõ èëè õðîíè÷åñêèõ âîñïàëèòåëüíûõ ïðî-
öåññîâ â ìîëî÷íîé æåëåçå, ïðîáëåì ñ ëàêòàöèåé íà ïå-
ðèîä çàáîðà ãðóäíîãî ìîëîêà è ïîäïèñàâøèõ èíôîðìèðî-
âàííîå ñîãëàñèå íà ó÷àñòèå â èññëåäîâàíèè.

Ìîëîçèâî çàáèðàëè èç ãðóäè, ê êîòîðîé äîëãîå âðå-
ìÿ íå ïðèêëàäûâàëñÿ ðåáåíîê, â îáúåìå 5 � 1 ìë â
1—2-å ñóò ïîñëå ðîäîâ. Çàáîð îñóùåñòâëÿëè â ñòåðèëü-
íûõ óñëîâèÿõ â ñòåðèëüíûé ïëàñòèêîâûé êîíòåéíåð ñ
10 ìë òðàíñïîðòèðîâî÷íîé ñðåäû, ñîäåðæàùåé RPMI-1640
(Sigma-Aldrich, ÑØÀ) è 50 ìêã/ìë òèåíàìà (MERCK
SHARP&DOHME B. V., Íèäåðëàíäû). Â òå÷åíèå 40—
60 ìèí ïîëó÷åííûå îáðàçöû òðàíñïîðòèðîâàëè â ëàáîðà-
òîðèþ ïðè 4—6 °C.

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å. Äîñòàâëåííûå îáðàçöû ïåðå-
íîñèëè â ñòåðèëüíûå ïëàñòèêîâûå öåíòðèôóæíûå ïðî-
áèðêè îáúåìîì 15 ìë ñ êîíè÷åñêèì äíîì (Axygen Scien-
tific, ÑØÀ), êëåòêè îñàæäàëè îäíîêðàòíûì öåíòðèôóãè-
ðîâàíèåì ñìåñè (òðàíñïîðòèðîâî÷íàÿ ñðåäà è ÃÌ) â
òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 1000 îá/ìèí. Íàäîñàäî÷íóþ æèä-
êîñòü çàáèðàëè, îñòàâëÿÿ íàä êëåòî÷íûì îñàäêîì ïðèìåð-
íî 0.5—1 ìë ñóïåðíàòàíòà. Êëåòî÷íûé îñàäîê îòìûâàëè
åùå 2 ðàçà, èñïîëüçóÿ òðàíñïîðòèðîâî÷íóþ ñðåäó.

Îòìûòûå êëåòêè ïîìåùàëè â ïëàñòèêîâûå ôëàêîíû
25 ñì2 (Techno Plastic Products AG, Øâåéöàðèÿ) ñ 10 ìë
áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäû MesenCult(tm)-XF Medium
(StemCell Technologies Inc., ÑØÀ) äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ
ÌÑÊ ÷åëîâåêà ñ äîáàâëåíèåì 50 ìêã/ìë òèåíàìà
(MERCK SHARP&DOHME B. V., Íèäåðëàíäû). Êëåòêè
êóëüòèâèðîâàëè â CO2-èíêóáàòîðå (Jouan, Ôðàíöèÿ) ïðè
37 °Ñ, 5 % CO2 è 100 % âëàæíîñòè.

Êàæäûå 3 ñóò ïèòàòåëüíóþ ñðåäó çàìåíÿëè ñâåæåé â
ýêâèâàëåíòíîì îáúåìå, à òàêæå îïðåäåëÿëè ñîñòîÿíèå
ñðåäû è êëåòîê. Â 50 % ñëó÷àåâ íà 2—3-è ñóò êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ îòìå÷àëè ïîìóòíåíèå êóëüòóðàëüíîé ñðåäû, ÷òî
ïðåäïîëàãàåò ìèêðîáíóþ êîíòàìèíàöèþ áèîëîãè÷åñêîãî
ìàòåðèàëà è ñîîòâåòñòâåííî èñêëþ÷åíèå ôëàêîíîâ èç
äàëüíåéøåãî èññëåäîâàíèÿ. Â îñòàâøèõñÿ 5 ôëàêîíàõ

ïëîòíîñòü êóëüòóðû ñîñòàâëÿëà ïðèìåðíî 103 ïðèëèïøèõ
ê ïëàñòèêó êëåòîê íà 25 ñì2 ïîâåðõíîñòè.

Ê 6—7-ì ñóò íàáëþäåíèÿ çà ðîñòîì êóëüòóðû â èí-
âåðòèðîâàííîì ìèêðîñêîïå êëåòêè íà÷èíàëè îòêðåïëÿòü-
ñÿ îò ïëàñòèêà. Ïðè ïîÿâëåíèè îòêðåïèâøèõñÿ êëåòîê ñó-
ïåðíàòàíò çàáèðàëè, ôëàêîíû âûñóøèâàëè ïðè êîìíàò-
íîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 24 ÷.

È ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÷ å ñ ê î å î ê ð à ø è â à í è å
ïðèëèïøèõ ê êóëüòóðàëüíîìó ïëàñòèêó êëåòîê ïðîâîäè-
ëè íà îñíîâå ïðîòîêîëà â íàøåé ìîäèôèêàöèè (Khlusov
et al., 2013). Ïðèìåíÿëè íåïðÿìîé èììóíîïåðîêñèäàçíûé
ìåòîä. Â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà äëÿ ïåðîêñèäàçû âûáðàëè
äèàìèíîáåíçèäèí-3,3 òåòðàãèäðîõëîðèä (DAB).

Êëåòêè ôèêñèðîâàëè â õîëîäíîì ìåòàíîëå â òå÷åíèå
5 ìèí è ïðîìûâàëè ôîñôàòíî-ñîëåâûì áóôåðîì (pH 7.4).
Âñå äàëüíåéøèå ìàíèïóëÿöèè ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè
ñ ðåêîìåíäàöèÿìè ïðîèçâîäèòåëåé àíòèòåë. Èñïîëüçîâà-
ëè ïåðâè÷íûå ìîíîêëîíàëüíûå ìûøèíûå àíòèòåëà ê CD3
(Novocastra™, clone Ln10; RTU, Âåëèêîáðèòàíèÿ), CD31
(Novocastra™, clone 1A10, ðàáî÷åå ðàçâåäåíèå 1 : 100; Âå-
ëèêîáðèòàíèÿ), CD34 (Novocastra™, clone QBEnd/10,
RTU, Âåëèêîáðèòàíèÿ), CD45 (Dako, clone UCHL1, ðàáî-
÷åå ðàçâåäåíèå 1 : 100; ÑØÀ), CD68 (Novocastra™, clone
514H12; RTU, Âåëèêîáðèòàíèÿ), âèìåíòèíó (Novocastra™,
clone V9, ðàáî÷åå ðàçâåäåíèå 1 : 500; Âåëèêîáðèòàíèÿ),
à òàêæå ïîëèêëîíàëüíûå IgG êðîëèêà ê îñòåîêàëüöèíó
÷åëîâåêà (Epitomics®, clone Rb4507, ðàáî÷åå ðàçâåäåíèå
1 : 50; ÑØÀ).

Äëÿ âèçóàëèçàöèè DAB-ïîëîæèòåëüíîé ðåàêöèè ïðè-
ìåíÿëè ïîëèâàëåíòíóþ âèçóàëèçèðóþùóþ ñèñòåìó No-
vocastra NOVOLINK™ íà îñíîâå Novolink Compact Poly-
mer™. Â êà÷åñòâå íåãàòèâíîãî êîíòðîëÿ îêðàøèâàíèÿ
ïðèìåíÿëè òåñò-ñèñòåìó áåç àíòèòåë.

Â êàæäîì ôëàêîíå âûäåëÿëè îòäåëüíûå çîíû äëÿ
îêðàøèâàíèÿ êàæäûì àíòèòåëîì è íåãàòèâíîãî (áåç àíòè-
òåë) êîíòðîëÿ. Ðåçóëüòàòû èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî îê-
ðàøèâàíèÿ êëåòîê îöåíèâàëè ïîëóêîëè÷åñòâåííûì ñïî-
ñîáîì â áàëëàõ (ñì. òàáëèöó) ñîãëàñíî ïðèíÿòîé ìåòîäè-
êå (Òîðáåê-Øåäüêî, 1971). Íà îñíîâàíèè èíòåíñèâíîñòè
îêðàøèâàíèÿ (ýêñïðåññèè CD-ìàðêåðîâ) êëåòêè äåëèëè
íà 4 ãðóïïû: 1 — íåîêðàøåííûå èëè ñëàáî îêðàøåííûå
êëåòêè; 2 — îêðàøåííûå â ñðåäíåé ñòåïåíè; 3 — èíòåí-
ñèâíî îêðàøåííûå; 4 — ìàêñèìàëüíî îêðàøåííûå. Ïîä-
ñ÷èòûâàëè äîëþ (â %) êëåòîê â êàæäîé áàëëüíîé ãðóïïå
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Èììóíîöèòîõèìè÷åñêèé ôåíîòèï êëåòîê â æåíñêîì ãðóäíîì ìîëîêå (äîëÿ îêðàøåííûõ êëåòîê, %)
è ãèñòîìîðôîìåòðè÷åñêèé êîýôôèöèåíò (Êãèñò) ïðè ïîëóêîëè÷åñòâåííîé (áàëëüíîé) îöåíêå èíòåíñèâíîñòè îêðàøèâàíèÿ

Ìàðêåð
êëåòîê

Êãèñò

Èíòåíñèâíîñòü îêðàñêè êëåòîê, áàëëû

1 2 3 4

CD31 1.29 (1.26—2.16) 74 (53—75) 22 (9.5—26) 0 (0—3) 0 (0—33.5)

CD34 1.40 (1.11—1.63) 65 (59—89) 20 (11—26) 5 (0—8) 0 (0—7)

CD45 1.56 (1.09—1.72) 44.5 (28—67) 16 (5—26) 1 (0—11) 0.5 (0—6)

CD68 2.41 (2.16—2.55)à 21.5 (9.5—34) 35 (19—43) 19 (17.5—30) 17 (1.5—28)

pCD34 = 0.045,

pCD45 = 0.045

Âèìåíòèí 2.73 (1.22—2.74) 21 (13—84) 12 (9—14) 21 (2—27.5) 24.5 (2—33)

Îñòåîêàëüöèí 2.66 (1.19—2.87) 10 (10—84) 13 (6.5—21) 39 (3.5—41) 1 (0—28)

Êîíòðîëü — 100 0 0 0

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå Me (Q1—Q3). à Ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûå ðàçëè÷èÿ ñîãëàñíî U-êðèòåðèþ Ìàííà—Óèòíè.



îò îáùåãî ÷èñëà èçó÷åííûõ êëåòîê (100—900) â êàæäîì
êóëüòóðàëüíîì ôëàêîíå.

Ä ë ÿ ñ ð à â í å í è ÿ î ê ð à ø è â à í è ÿ êëåòîê ñ ðàçíû-
ìè àíòèòåëàìè ðàññ÷èòûâàëè ãèñòîìîðôîìåòðè÷åñêèé
êîýôôèöèåíò (ñì. òàáëèöó) ñîãëàñíî (Astaldi, Verga,
1957) ïî ôîðìóëå

Êãèñò = (1�À + 2�Á + 3�Â + 4�Ã)/100,

ãäå À—Ã — äîëÿ êëåòîê ñ îïðåäåëåííîé èíòåíñèâ-
íîñòüþ îêðàøèâàíèÿ, 1—4 — ñòåïåíü èíòåíñèâíîñòè
îêðàøèâàíèÿ îò 1 äî 4 áàëëîâ, 100 — äîëÿ âñåõ ïîñ÷è-
òàííûõ êëåòîê, %.

Ï ð è î ö å í ê å ï î ë ó ÷ å í í û õ ð å ç ó ë ü ò à ò î â èñ-
ïîëüçîâàëè ìåòîäû ñòàòèñòè÷åñêîãî îïèñàíèÿ, à òàêæå
ìåòîäû ïðîâåðêè ñòàòèñòè÷åñêèõ ãèïîòåç ñòàíäàðòíîãî
ïàêåòà Statistica (âåðñèÿ 6.0). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû âû-
ðàæàëè êàê ìåäèàíó (Ìå), 25 % (Q1) è 75 % (Q3) êâàð-
òèëè. Äëÿ îöåíêè ñòàòèñòè÷åñêîé çíà÷èìîñòè ðàçëè-
÷èé�èñïîëüçîâàëè íåïàðàìåòðè÷åñêèé U-êðèòåðèé Ìàí-
íà—Óèòíè. Ñ öåëüþ âûÿâëåíèÿ ñâÿçè ìåæäó èññëåäóå-
ìûìè ïîêàçàòåëÿìè ïðîâîäèëè êîððåëÿöèîííûé àíàëèç
ïî Ñïèðìåíó (rS). Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷è-
ìûìè ïðè óðîâíå çíà÷èìîñòè ð <0.05.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Á*îëüøàÿ ÷àñòü èññëåäîâàíèé êëåòî÷íîãî ñîñòàâà âû-
ïîëíåíà íà ñâåæåâûäåëåííîì ÃÌ (ñì., íàïðèìåð: Fan
et al., 2010; Indumathi et al., 2013), â ìåíüøåé ñòåïåíè —
ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ åãî êîìïîíåíòîâ in vitro (Cregan
et al., 2007; Patki et al., 2010). Ïðåèìóùåñòâåííî èñïîëü-
çóþòñÿ ìåòîäû öèòîôëóîðèìåòðè÷åñêîé îöåíêè ðàñïðå-
äåëåíèÿ ïîâåðõíîñòíûõ àíòèãåíîâ, ïîëèìåðàçíîé öåïíîé
ðåàêöèè îïðåäåëåíèÿ ÐÍÊ áåëêîâ êëåòî÷íîé äèôôåðåí-
öèàöèè è ñîçðåâàíèÿ.

Ïðè ýòîì îòìå÷àåòñÿ, ÷òî â óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâà-
íèÿ êëåòîê ÃÌ in vitro íà íèõ ïîÿâëÿþòñÿ àíòèãåííûå äå-
òåðìèíàíòû, êîòîðûå íå ýêñïðåññèðóþòñÿ íà ñâåæåèçîëè-
ðîâàííûõ êëåòêàõ ÃÌ (Fan et al., 2010; Patki et al., 2010).
Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè êëåòî÷íîãî ñîñòàâà ìîëîçèâà
ïðèëèïàþùàÿ ê ïëàñòèêó ôðàêöèÿ áûëà íåîäíîðîäíîé ïî
ìîðôîëîãèè è äèàìåòðó êëåòîê (ðèñ. 1). Â 1 èç 5 ôëàêî-
íîâ (20 %) ñîîòíîøåíèå ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ è îêðóã-
ëûõ êëåòîê ñîñòàâëÿëî ïðèìåðíî 1 : 1 (ðèñ. 1, à), â 80 %

ôëàêîíîâ îòìå÷åíû ïðåèìóùåñòâåííî êëåòêè ñ ôîðìîé,
áëèçêîé ê ïðàâèëüíîé, ñ ïðèìåñüþ åäèíè÷íûõ ôèáðîáëà-
ñòîâ (ðèñ. 1, á). Ëèíåéíûé ðàçìåð ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê
âàðüèðîâàë â ïðåäåëàõ 10—100 ìêì (ðèñ. 1).

Ïðàêòè÷åñêè âñå ïðèëèïàþùèå ê ïëàñòèêó êëåòî÷íûå
ýëåìåíòû ñëàáî âçàèìîäåéñòâîâàëè ñ àíòèòåëàìè ê CD31,
CD34 è CD45 (ñì. òàáëèöó; ðèñ. 2, à—â), íà óðîâíå 1—2
áàëëîâ ïîëóêîëè÷åñòâåííîé îöåíêè. Ñîîòâåòñòâåííî Êãèñò

îêðàøèâàíèÿ êëåòîê ñîñòàâèë 1.29—1.56 åäèíèö (ñì. òàá-
ëèöó). Âûÿâëåííàÿ ïðÿìàÿ êîððåëÿöèÿ ýêñïðåññèè àíòè-
ãåíîâ CD31 è CD34 (rS = 0.75; p = 0.0009) ïîçâîëÿåò èí-
òåðïðåòèðîâàòü èõ êàê ìàðêåðû ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê
(Miettinen et al., 1994).

Â ñâîþ î÷åðåäü ýêñïðåññèÿ ìîíîöèò-ñïåöèôè÷åñêîãî
ìàðêåðà CD68 (Yu et al., 2013) âàðüèðîâàëà îò ñëàáîé (ñë)
äî ñèëüíîé (ðèñ. 2, ã) îòíîñèòåëüíî ðàâíîìåðíî (â ïðåäå-
ëàõ 17—35 % îêðàøåííûõ êëåòîê), çíà÷åíèå ñîîòâåòñò-
âóþùåãî Êãèñò (2.41) ïðåâûøàëî òàêîâûå äëÿ ìàðêåðîâ
CD31 è CD34 (ñì. òàáëèöó). Ïðè îòñóòñòâèè ýêñïðåññèè
CD3 (àíòèòåëà ê CD3 äàâàëè îêðàñêó òåñòèðóåìûõ êëåòîê
íà óðîâíå êîíòðîëÿ áåç àíòèòåë), èììóíîôåíîòèï CD68 +
+ CD3–CD31ñëCD34ñëCD45ñë ïîçâîëÿåò ðàññìàòðèâàòü
ïðèíàäëåæíîñòü çíà÷èòåëüíîé ÷àñòè ïðèëèïàþùèõ êëå-
òîê ÃÌ ê ìîíîöèòàðíî-ìàêðîôàãàëüíîìó ðÿäó (Yu et al.,
2013).

Ïðèñóòñòâèå ìîíîöèòîâ â ÃÌ äëÿ ïîääåðæàíèÿ ëî-
êàëüíîãî èììóíèòåòà íîâîðîæäåííûõ âïîëíå çàêîíî-
ìåðíî. Â òî æå âðåìÿ íàëè÷èå â ìîëîçèâå êëåòîê ñî ñòðî-
ìàëüíûì ôåíîòèïîì ñ óðîâíåì îêðàøèâàíèÿ íà âèìåí-
òèí (ðèñ. 2, ä) è îñòåîêàëüöèí (ðèñ. 2, å), ñîïîñòàâèìûì ñ
òàêîâûì äëÿ àíòèãåíà CD68 ìîíîöèòîâ (Êãèñò = 2.66 è
2.73 åä. ñîîòâåòñòâåííî; ñì. òàáëèöó), ñòèìóëèðóåò âî-
ïðîñû îòíîñèòåëüíî èõ ïðîèñõîæäåíèÿ è áèîëîãè÷åñêîãî
çíà÷åíèÿ.

Âèìåíòèí-ïîëîæèòåëüíûå êëåòêè ìîãóò ñïîñîáñòâî-
âàòü ðàçâèòèþ æåëóäî÷íî-êèøå÷íîãî òðàêòà íîâîðîæ-
äåííûõ. Âèìåíòèí ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ìàðêåðîâ öèòîñêå-
ëåòà ÌÑÊ (Patki et al., 2010), íàëè÷èå êîòîðûõ â ÃÌ æåí-
ùèí ñ÷èòàåòñÿ äîêàçàííûì (Fan et al., 2010; Patki et al.,
2010; Indumathi et al., 2013). Òåì íå ìåíåå èäåò äèñêóññèÿ
î ñïîñîáíîñòè êëåòîê ÃÌ, íåñóùèõ õàðàêòåðíûå äëÿ
ÌÑÊ ìàðêåðû, äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â îñòåîáëàñòû (Patki
et al., 2010) èëè ïðîÿâëÿòü íåòèïè÷íîå ïîâåäåíèå (Fan
et al., 2010) â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå ñî ñòàíäàðòíûìè îñ-
òåîãåííûìè äîáàâêàìè (áåòà-ãëèöåðîôîñôàò, àñêîðáèíî-
âàÿ êèñëîòà è äåêñàìåòàçîí).
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Ðèñ. 1. Ìîðôîëîãèÿ ïðèëèïàþùèõ êëåòîê ÃÌ ïîñëå èõ êðàòêîñðî÷íîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ïëàñòèêå. Íåîêðàøåííûé ïðåïàðàò,
ñâåòîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

à — ïðèìåðíî ðàâíîå ñîîòíîøåíèå ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ è îêðóãëûõ êëåòîê; á — êðóïíûå, ïðèëèïàþùèå ê ïëàñòèêó êëåòêè ìîëîçèâà ñ ôîðìîé,
áëèçêîé ê ïðàâèëüíîé, ñ ïðèìåñüþ åäèíè÷íûõ ôèáðîáëàñòîâ.



Â ñðåäå äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ÌÑÊ (áåç èçâåñòíûõ
îñòåîãåííûõ äîáàâîê) íàìè âûÿâëåíî ñóùåñòâåííîå êî-
ëè÷åñòâî ïðèëèïàþùèõ êëåòîê (40 % îò âñåõ êëåòîê â
äàííîé ãðóïïå), èíòåíñèâíî ýêñïðåññèðóþùèõ îñòåî-
êàëüöèí (ñì. òàáëèöó; ðèñ. 2, å). Îñòåîêàëüöèí íàðÿäó ñî
ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé ñ÷èòàåòñÿ ðåàëüíûì ìàðêåðîì
ñåêðåòèðóþùèõ îñòåîáëàñòîâ (Ðèããç, Ìåëòîí III, 2000).
Òàêèì îáðàçîì, äî êóëüòèâèðîâàíèÿ in vitro â ÃÌ æåí-
ùèí ïðèñóòñòâóþò îñòåîáëàñòû ñ èíòåíñèâíîé ýêñïðåñ-
ñèåé îñòåîêàëüöèíà. Óäèâèòåëüíî, ÷òî íà çàïðîñ «oste-
oblasts in breast milk» ìû îáíàðóæèëè â Pubmed 20 ññû-
ëîê, êîòîðûå êàñàëèñü òîëüêî ëàêòîôåððèíà, êàëüöèÿ,
ãîðìîíîâ è ôàêòîðîâ ðîñòà â ìîëîêå. Â áàçàõ WOS (7
ñòàòåé ñ 2005 ã.) è Scopus (17 ñòàòåé) òåìàòèêà ïóáëèêà-
öèé íå êàñàëàñü îñòåîáëàñòîâ.

Îñòåîáëàñòû, ñêîðåå âñåãî, ñïîñîáíû äèôôåðåíöè-
ðîâàòüñÿ èç ÌÑÊ ïîä âîçäåéñòâèåì ãóìîðàëüíûõ ôàêòî-
ðîâ ÃÌ. Â ÷àñòíîñòè, àêòèâíûå ïðîòåèíû ìîëî÷íîé ñû-
âîðîòêè (Tsuji-Naito et al., 2012), ëàêòîôåððèí (Cornish
et al., 2004; Naot et al., 2005) è êàëüöèé (Rao et al., 2007)
ñïîñîáñòâóþò ðîñòó êîñòè è äèôôåðåíöèðîâêå îñòåîáëà-
ñòîâ. Â òî æå âðåìÿ çíà÷åíèå îñòåîáëàñòîâ æåíñêîãî ÃÌ
äëÿ ðàçâèòèÿ êîñòíîé ñèñòåìû íîâîðîæäåííûõ åùå òî-
ëüêî ïðåäñòîèò óñòàíîâèòü.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 16-15-10031).
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Ðèñ. 2. Êóëüòóðû ïðèëèïàþùèõ ê ïëàñòèêó êëåòîê ÃÌ ïîñëå ðåàêöèè ñ àíòèòåëàìè ê áåëêàì CD31 (à), CD34 (á), CD45 (â), CD68
(ã), âèìåíòèíó (ä) è îñòåîêàëüöèíó (å).
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The morphology and immunophenotype of female colostrum adherent cells with the help of CD3, CD31,
CD34, CD45, CD68, vimentin, and osteocalcin antibodies panel was studied in short-term (6—7 days) culture
in vitro. Approximately equal (1 : 1) ratio of fibroblast-like and rounded cells was observed in 20 % of cultural
flasks. The cells with regular shape mixed with single fibroblasts were noted in 80 % of cultural flasks. The
diameter of spreaded cells varied within 10—100 mm. All cells adhered to plastics did not express CD3 and
interacted slightly (sl) with antibodies to CD31, CD34, and CD45. At the same time, adherent cells with inten-
sive CD68, vimentin and osteocalcin staining have been revealed. Literature data allows to interpret
CD68+CD3–CD31slCD34slCD45sl immunophenotype of significant part of mother colostrum adherent cells as
belonging to monocyte-macrophage lineage. Marked expression of stromal antigens (vimentin, osteocalcin) in
40—45 % adherent cells in cultural medium without osteogenic supplements (beta-glycerophosphate, ascorbic
acid, dexamethasone) proposes an existence of osteoblasts fraction differentiated in colostrum from mesenchy-
mal stem cells under an action of breast milk humoral factors.

K e y w o r d s: women, colostrum, cell culture in vitro, cell determinants, monocytes, fibroblast-like cells,
osteoblasts.
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