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В настоящее время продолжается активное 
использование мезенхимных стволовых клеток 
(МСК) человека для биомедицинских исследо-
ваний, связанных с  широким спектром заболе-
ваний (Alavi-Dana et al., 2023; Bruckner et al., 
2023; Cui et al., 2023; Faria et al., 2023; Mou et 
al., 2023; Sousa et al., 2023; Turano et al., 2023; 
Ashoobi et al., 2024; Gorio et al 2024; Kanafi, 
Bronde, 2024) и  расширяется спектр фундамен-
тальных исследований, необходимых для пони-
мания механизмов воздействия МСК на разные 
аномальные процессы в  организме (Мусорина 
и  др., 2023; Ashiba et al., 2023; Chen et al., 2023; 
Chopra et al., 2023; Drobiova et al., 2023; Hsu 
et al., 2023; Kim et al., 2023; Lifshagerd, Safari., 
2023; Tan et al., 2023; Tomcy, Sindhu, 2023; Zhao 
et al., 2023; Fard et al., 2024; Mahmoodi et al., 
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Получена и  охарактеризована новая неиммортализованная фибробластоподобная клеточная линия, 
названная MSCWJ-3. Характеристики в процессе длительного культивирования (6–24 пассажи), под-
тверждают статус МСК. Показано: 1) постепенное увеличение доли стареющих клеток в  процессе 
длительного культивирования; 2) значительное снижение индекса пролиферации к  24-му пасса-
жу; 3) сохранение нормального диплоидного кариотипа мужчины (46, XY) в  процессе всего срока 
культивирования, трисомия по разным аутосомам в  единичных клетках, отсутствие структурных 
хромосомных перестроек; 4) высокая доля клеток, несущих поверхностные антигены, характерные 
для МСК: CD44, CD73, CD90, CD105, HLA-ABC и низкая – с антигенами CD34, CD45 и HLA-DR 
на протяжении 24 пассажей. Клетки линии MSCWJ-3 способны дифференцироваться в остеогенном 
и  адипогенном направлениях на ранних и  поздних пассажах; дифференцировка в  хондрогенном 
направлении отсутствует. В  целом отмечаются некоторые различия с  ранее полученными линиями, 
выделенными из этого же источника и  связанные, в  основном, со степенью выраженности ряда 
статусных характеристик.
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2024; Poblano-Perez et al., 2024; Rojas et al., 2024; 
Sattar et al., 2024; Saxena et al., 2024; Selvaraj et 
al., 2024).

Важная задача клеточной биологии состоит 
в  получении и  сравнении между собой линий 
МСК человека, выделенных из разных источ-
ников, к  которым относятся, в  частности, оди-
наковые ткани от разных доноров. Актуальность 
таких исследований связана с  особенностями 
взаимодействия клеток с  их микроокруже-
нием, специфичным для конкретного донора 
(Poljanskaya et al., 2022).

МСК, независимо от источника получения, 
характеризуются рядом определенных (статус-
ных) свойств (Dominici et al., 2006; Sensebé et 
al., 2010; Barkholt et al., 2013).
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Данные литературы указывают на то, что 
степень выраженности статусных характери-
стик у  линий МСК разная (Stanko et al., 2014; 
Topoluk et al., 2017; Полянская, 2018; Li et al., 
2018; Jin et at., 2019; Мусорина и др., 2019, 2023; 
Ельцова и  др., 2020; Semenova et al., 2021; Shin 
et al., 2021; Tai et al., 2021; Yigitbilek et al., 2021; 
Wu et al., 2022; Yi et al., 2022; Zou et al., 2022; 
Mert et al., 2023; Zhu et al., 2023).

Линии МСК, как неиммортализованные кле-
точные линии, в  процессе длительного культи-
вирования подвергаются репликативному ста-
рению (РС), которое является комплексным 
процессом и  индуцировано генетическими 
и  эпигенетическими изменениями (Poljanskaya 
et al., 2022). Исследования линий МСК, охарак-
теризованные на ранних и на поздних пассажах, 
позволяют расширить фундаментальные знания 
об этих линиях и  регламентировать сроки ис-
пользования разных линий в  биомедицинских 
технологиях.

Привлекает внимание выделение МСК из 
тканей, получаемых без использования инва-
зивных процедур, в  частности как побочного 
продукта оперативного вмешательства. К таким 
источникам МСК относятся, в  частности, вне-
зародышевые органы, десна, пульпа зуба, груд-
ное молоко (Крылова и  др., 2012, 2017; Коль-
цова и  др., 2018, 2022; Rahmani-Moghadam et 
al., 2022). Одним из внезародышевых органов 
является пупочный канатик, состоящий из не-
скольких компартментов, включающих и  Вар-
тонов студень. Сравнительный анализ основных 
характеристик МСК из разных компартментов 
пупочного канатика показал, что МСК из Вар-
тонова студня являются лучшим источником 
для использования в  биомедицинских техноло-
гиях. (Conconi et al., 2011).

Ранее нами получены 2 линии (MSCWJ-1 
и  MSCWJ-2), выделенные из Вартонова студ-
ня пупочного канатика двух доноров (соответ-
ственно женского и  мужского пола) и  показа-
но сходство основных статусных характеристик 
(Крылова и  др, 2017; Кольцова и  др., 2017). 
Исключение составили кариотипичекие раз-
личия  – одна клональная перестройка в  клет-
ках MSCWJ-2 на раннем пассаже, вызвавшая 
ряд изменений в  процессе РС. Поэтому цель 
настоящей работы заключалась в  выделении 
еще  одной линии из той же ткани донора 
мужского  пола, подтверждения ее МСК-стату-

са, исследования ее в  процессе РС и  сравне-
нии с  ранее полученными линиями (MSCWJ-1 
и  MSCWJ-2).

МАТЕРИАЛ И  МЕТОДИКА

Выделение клеток. Клетки были выделены из 
Вартонова студня пупочного канатика от донора 
мужского пола. Из фрагмента пупочного кана-
тика (7–9 см в  длину), тщательно отмытого от 
клеток крови в среде, содержащей гентамицин, 
стерильным одноразовым хирургическим скаль-
пелем вырезали участок Вартонова студня, рас-
положенного между двумя пупочными венами 
и  артерией. Клетки выделяли ферментативным 
методом, который состоит в  следующем: фраг-
мент Вартонова студня механически измельчали 
и  инкубировали в  диссоциирующем растворе, 
состоящем из 10 частей дезоксирибонуклеазы 
в концентрации 400 мкг/мл (Worthington, США) 
и  1 части коллагеназы I типа в  концентрации 
1 мг/мл (Worthington, США), в  течение 30 мин 
при температуре 37о С при легком покачивании. 
Затем суспензию пропускали через нейлоновый 
фильтр с размером пор 70 мкм и осаждали цен-
трифугированием при 400 g в  течение 4  мин. 
Для элиминации оставшихся эритроцитов клет-
ки в  осадке обрабатывали лизирующим буфе-
ром ACK (Gibco, США) в течении 3–5 мин при 
комнатной температуре и трижды отмывали из-
бытком среды DMEM/F12 (Gibco-Invitrogene, 
США) с  использованием центрифугирования 
при 400 g в  течение 4 мин. Полученные клетки 
высевали на чашки Петри [(5—6)×104 кл/см2] 
и культивировали в ростовой среде, содержащей 
90% среды DMEM/F12 и  10% эмбриональной 
бычьей сыворотки (FBS) в условиях 5% СО2 при 
37о С и  влажности 90%. Среду меняли каждые 
2–3 сут до образования 80%-ного конфлюен-
та. Культивировали на протяжении 5 пассажей, 
получив в  результате неиммортализованную 
клеточную линию, названную MSCWJ-3. Все 
характеристики этой линий получали на 6-м 
пассаже; динамику их изменений отслеживали 
при длительном культивировании (24 пассажа).

Микробиологический анализ подтвердил от-
сутствие бактериальной, грибковой и микоплаз-
менной контаминации.

Репликативное старение клеток оценивали по 
активности фермента SA-β-галактозидазы на 
протяжении 24 пассажей. Клетки выращивали 
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в чашках Петри 35 мм (Nunc, Дания) в течение 
24 ч. Затем среду удаляли и окрашивали клетки 
с  помощью набора реактивов (Senescence Cells 
Histochemikal Staining Kit, SIGMA, США), со-
гласно инструкции. В  реакционную смесь до-
полнительно вводили Hoechst 33342 (Invitrogene, 
США) для визуализации ядер. У  клеток, всту-
пающих в  фазу РС, цитоплазма окрашивается 
в  ярко синий цвет. Количественную оценку 
проводили с  использованием программного 
обеспечения Mosaic 2.4 (Tucsen, Китай).

Характеристика пролиферативной активности. 
Эффективность клонирования клеточных линий 
определяли в чашках Петри в условиях редкого 
посева  – не более 4 кл./см2 (120 кл. на 1  чаш-
ку 70 мм). Через 21 сут клетки окрашивали 
1%-ным водным раствором кристалл-виолета 
и  считали колонии. Эффективность клониро-
вания (%) определяли как отношение числа вы-
росших колоний (клонов) к  числу посеянных 
клеток. Учитывали колонии, состоящие из не 
менее 50 клеток. Эффективность клонирования 
анализировали на 6-м, 16-м и  24-м пассажах.

Индекс пролиферации (ИП) определяли как 
отношение числа клеток в  текущий момент 
Mt к  исходному числу Mo посеянных клеток 
и  строили кривые роста клеточных популяций 
согласно ИП в  определенный момент. Среднее 
время одного удвоения клеточной популяции 
ao определяли по формуле (Седова, 2008): ao  = 
=  t ln2/ln (Mt  /Mo), где t  – время логарифмиче-
ской фазы роста культуры. Для оценки сред-
него времени удвоения клеточной популяции 
каждый экспериментальный вариант повторяли 
3 раза. Клетки считали клетки ежедневно на 
протяжении 144 ч. Анализировали пассажи 6, 
16 и  24.

Кариотипический анализ полученной линии. 
Для получения препаратов метафазных хро-
мосом за 2 ч  до фиксации в  культуру вводили 
колцемид (Demecolcine, 10 мкг/мл в  растворе 
Хэнкса; Sigma, США) до конечной концентра-
ции 0.1 мкг/мл, клетки снимали с  поверхности 
чашки с помощью 0.05%-ного раствора трипси-
на с  EDTA (Gibco, США), проводили гипото-
ническую обработку смесью 0.075 М  раствора 
KSi и 1%-ного раствора цитрата натрия. Клетки 
фиксировали смесью метанола с ледяной уксус-
ной кислотой (3:1). Для количественного ка-
риотипического анализа препараты метафазных 
хромосом окрашивали водным раствором Гимза 

(1:50). Модальное число хромосом и  пределы 
изменчивости клеток по числу хромосом опре-
деляли при анализе 100 метафазных пластинок; 
долю полиплоидных клеток оценивали при ана-
лизе 1000 метафазных пластинок.

Для структурного кариотипического анализа 
проводили дифференциальное G-окрашивание 
хромосом в  соответствии с  ранее описанной 
мето дикой (Ozkinay, Mitelman, 1979). Анализи-
ровали 100 метафаз. Клетки исследуемой линии 
анализировали на пассажах 6, 16, и  24. Кари-
отипы анализировали с  помощью микроскопа 
Axio Imager.M1 (Carl Zeiss, ФРГ) с  системой 
автоматического кариотипирования Ikaros  4 
Karyotyping System (MetaSystems, Германия) 
и  описывали в  соответствии с  Международ-
ной номенклатурой хромосом человека ISCN 
(McGowan-Jordan et al., 2016).

Иммунофлуоресцентный анализ. Для иммуно-
флуоресцентного анализа присутствия марке-
ров ранней дифференцировки в  производные 
трех зародышевых листков использовали анти-
тела против α-актинина (тест на мезодерму), 
α-фетопротеина (тест на энтодерму) (Sigma, 
США) и  нестина (тест на эктодерму) (Santa 
Cruz Biotechnology, США). Клетки выращивали 
на покровных стеклах, фиксировали 10%-ным 
раствором формалина (Sigma-Aldrich, США) 
в  течение 20 мин при комнатной температуре, 
пермеабилизовали 0.1%-ным раствором Трито-
на Х100 в течение 15 мин при комнатной темпе-
ратуре, неспецифичные сайты связывания анти-
тел блокировали 0.1%-ным раствором бычьего 
сывороточного альбумина (BSA; Sigma, США) 
в  течение 1 ч  при 37° С. Затем инкубировали 
с  перечисленными выше антителами в  течение 
ночи при 4° С. Все антитела разводили в  соот-
ношении 1:50. Для выявления локализации свя-
занных с белками антител инкубировали препа-
раты в  течение 2 ч  при 4° С с  антителами про-
тив иммуноглобулинов мыши (FITC; Chemicon, 
США), разведенных в соотношении 1:500. Каж-
дому этапу предшествовала трехкратная отмыв-
ка препаратов PBS, не содержащем ионов Са2+ 
и  Mg2+ (“Биолот”, Россия). Для визуализации 
морфологии клеток (актинового цитоскелета) 
и  их ядер препараты последовательно окраши-
вали родамин-фаллоидином  (Invitrogen, США) 
в  концентрации 0.1  мкМ/мл и  Hoechst  33342 
в  концентрации 0.1  мкг/мл в  течение 10  мин 
при комнатной температуре. В качестве отрица-
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тельного контроля использовали клетки, инку-
бированные только с антителами против имму-
ноглобулинов мыши (FITC; Chemicon, США). 
Визуализацию проводили с  помощью лазерно-
го сканирующего конфокального микроскопа 
OLYMPUS FV3000 (Япония). Анализ проводили 
на раннем 6-м пассаже.

Определение статуса МСК с помощью проточ-
ной цитофлуориметрии. Анализировали наличие 
поверхностных антигенов с  помощью проточ-
ной цитофлуориметрии на цитометре Beckman 
Coulter (США). Экспрессию каждого маркера 
оценивали по результатам трех эксперимен-
тов для клеток, находящихся на пассажах 6, 
16 и  25. Иммунофенотипирование полученных 
клеточных линий проводили с  помощью пане-
ли конъюгатов CD-маркерных моноклональных 
антител с  флуорохромами. В  работе использо-
вали моноклональные антитела против CD-34, 
HLA-ABC и  HLA-DR (Caltac, США), CD-44, 
CD-73, CD-105 (Beckman Coulter, США), СD-90 
(Chemicon, США). В качестве негативного кон-
троля использовали очищенные мышиные ан-
титела IgG1/FITC и IgG1/RFE (DAKO, Дания). 
Клетки снимали с  поверхности чашки с  помо-
щью 0.05%-ного раствора трипсина с  EDTA 
(Gibco, США) и  отмывали от него раствором 
РВS, не содержащем ионов Са2+ и Mg2+ (“Био-
лот”, Россия). Полученную суспензию клеток 
(1  млн/мл) в  PBS делили на пробы по 30 мкл, 
добавляли к  каждой из них по 3 мкл антител 
и инкубировали при 4° С в течение 30 мин. Да-
лее пробы доводили до оптимального объема 
(0.3–0.4 мл) буфером FACS (PBS, содержащий 
1% BSA и  0.05% азида натрия).

Индукция остеогенной, адипогенной и хондро-
генной дифференцировки для определения ста-
туса МСК. Использовали модифицированный 
метод (Reyes et al., 2001). Клетки высевали на 
в культуральные чашки Петри диаметром 35 мм 
(50 000  клеток на 1 чашку). Через 1 сут меня-
ли обычную ростовую среду на среду для ади-
погенной или остеогенной дифференцировок 
(StemPro, Gibco, США). Хондрогенную диффе-
ренцировку проводили в  культуре микромасс 
в  хондрогенной дифференцировочной среде 
(StemPro, Gibco, США). Индукцию проводи-
ли в  течение 3 нед., меняя среду через каждые 
7  сут.

Идентификацию остеогенной дифференци-
ровки проводили с  помощью выявления солей 

кальция двумя методами. 1. По модифициро-
ванному методу Мак–Ги–Рассела (Луппа, 1980): 
клетки однократно промывали PBS без ионов 
Ca2+ и  Mg2+ и  фиксировали 4%-ным раство-
ром параформальдегида в течение 20 мин, окра-
шивали ализариновым красным (Alizarin Red 
Solution; Merck, Германия) в течение 5 мин при 
комнатной температуре; визуализацию окрашен-
ных в оранжево-красный цвет отложений каль-
ция проводили с  помощью микроскопа Zeiss 
LSM 5 Pascal (Германия). 2. Для реакции Вон 
Косса: клетки фиксировали 2 мин в  метаноле 
при  –20° С и  окрашивали 2%-ным раствором 
нитрата серебра (“Вектон”, Россия) в  течение 
1  ч  под лампой мощностью 60 Вт. Окрашенные 
клетки промывали дистиллированной водой 
и  помещали на 5 мин в  2.5%-ный раствор тио-
сульфата натрия. Затем клетки снова промывали 
водой и  заливали 70%-ным глицерином. Визу-
ализацию проводили с  помощью микроскопа 
Zeiss LSM 5 Pascal (Германия).

Для идентификации адипогенной диффе-
ренцировки клетки промывали PBS без ионов 
Ca2+ и  Mg2+, фиксировали в  метаноле в  тече-
ние 2 мин при  –20° С. Фиксированные клетки 
промывали 50%-ным этанолом и  окрашивали 
красным масляным (Oil Red O, Sigma, США) 
в течение 10 мин. Далее клетки промывали 50%-
ным этанолом, затем дистиллированной водой 
и  заливали 70%-ным глицерином. Визуализа-
цию окрашенных в  оранжево-красный капель 
жира проводили с  помощью микроскопа Zeiss 
LSM 5 Pascal (Германия).

Для идентификации хондрогенной диффе-
ренцировки из сформированных микромасс 
готовили мазки на трех предметных стеклах, 
фиксировали их содержимое 4%-ным раство-
ром параформальдегида в течение 20 мин. Далее 
каждый из мазков окрашивали в течение 30 мин 
при комнатной температуре 1%-ным раствором 
толуидинового синего в 50%-ном изопропаноле, 
или 0.1%-ным водным раствором сафранина, 
или 1%-ным раствором альцианового сине-
го в  3%-ной уксусной кислоте (Sigma, США). 
Окрашенные мазки промывали дистиллиро-
ванной водой, высушивали и  монтировали под 
покровное стекло.

Идентификацию дифференцировок для ли-
нии MSCWJ-3 проводили на 6-м и  24-м пас-
сажах.
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Полученные в  работе количественные ре-
зультаты обрабатывали статистически с  ис-
пользованием t-критерия Стьюдента. Различия 
считали достоверными при вероятности нулевой 
гипотезы Р  < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И  ОБСУЖДЕНИЕ

Морфологический анализ. Выделенные фи-
бробластоподобные клетки культивировали 
в  течение 24 пассажей. В  результате получена 
линия, названная, согласно источнику получе-
ния, MSCWJ-3. Морфологический анализ этой 
линии показал однородность клеточных попу-
ляций со средними по размеру вытянутыми 
фибробластоподобными клетками на 6-м пас-
саже и  существенно увеличенными по размеру 
вытянутыми клетками на 24-м пассаже (рис. 1).

Репликативное старение. Репликативное ста-
рение клеток MSCWJ-3 оценивали по актив-
ности фермента SA-β-галактозидазы (табл. 1). 
На пассажах 6 и 17 обнаружена небольшая доля 
стареющих клеток, а  на пассаже 24 увеличива-
ется доля окрашенных клеток, что свидетель-
ствует о  вступлении клеток в  активную стадию 
РС. По времени вступления в активную стадию 
РС клетки MSCWJ-3 совпадают с  ранее ис-
следованной линией MSCWJ-1. Сравнение по 
этому показателю с  другой линией, MSCWJ-2, 
свидетельствует о  различиях: клетки MSCWJ-2 
вступают в  стадию активного РС значительно 
раньше, что, возможно, связано с  наличием 

у  них клональной хромосомной перестройки 
(Кольцова и  др., 2017).

Ростовые характеристики. Анализ показал, 
что на 6-м пассаже эффективность клонирова-
ния клеток низкая и  составляет 3.20 ± 1.31%. 
На 16-м и 24-м пассажах клоны не образуются. 
В линиях, выделенных из Вартонова студня пу-
почного канатика человека двух других доноров, 
уровень эффективности клонирования на ран-
нем пассаже тоже низкий (Крылова и др. 2017). 
В целом анализ разных линий МСК свидетель-
ствует, что клоногенная активность постепенно 
снижается вплоть до исчезновения в  процессе 
РС (Szepesi et al., 2016; Кольцова и  др., 2018, 
2019, 2020; Мусорина и  др., 2023).

Клеточная линия MSCWJ-3 на 6-м пасса-
же характеризуется активной пролиферацией 
(рис.  2). Индексы пролиферации (ИП) свиде-
тельствуют о  длительности логарифмической 
фазы роста, равной 72 ч  (в  интервале роста 
24–96 ч). Средний ИП составляет 4.9. Среднее 

Рис. 1. Морфология клеток линии MSCWJ-3 на пассажах 6 и 24. Прижизненные фотографии. Инвертированный 
световой микроскоп Nicon Eclipse TS100 (Япония). Масштабная линейка: 200 мкм.

Таблица 1. Доля клеток с  выраженной активностью 
β-галактозидазы (β-гал) в линии MSCWJ-3 в процес-
се длительного культивирования

Пассаж Число клеток Клетки с активно-
стью β-гал,%

6 1109 11.36 ± 0.95

17 1133 9.18 ± 0.86

24 1001 34.47 ± 1.50

Примечание. Показаны средние значения и их ошиб-
ки на 1000 клеток.
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время одного удвоения клеточной популяции 
составляет 26.1 ± 0.4.

На 16-м пассаже ИП постоянно повышается 
от 72 до 120 ч,  т.е. активная логарифмическая 
фаза составляет 72 ч (72–144) (рис. 2). Средний 
ИП составляет 4.4, т.  е. существенной разницы 
между 6-м и 16-м пассажами по интенсивности 
пролиферации нет.

Среднее время одного удвоения клеточной 
популяции составляет 23.7 ± 0.2. Несмотря на 
очень небольшую разницу по времени удвоения 
между 6-м и  16-м пассажами, она достоверна 
(Р < 0.01). Таким образом, к 16-му пассажу про-
лиферативная активность несколько замедля-
ется. Отметим, что, согласно табл.  1, заметные 
процессы РС еще не начались.

На 24-м пассаже в  стадии активного РС 
(табл.  1) наблюдается существенное уменьше-
ние ИП. Через 24 ч после посева ИП снижается 
из-за гибели клеток. Уровень ИП начинает пре-
вышать единицу только после 48 ч. Наблюдает-
ся тенденция к  постепенному увеличению ИП 
в процессе культивирования от 72 до 144 ч; мак-
симальный уровень его достигается к 144 ч, ко-
торый уже значимо отличается от 72 ч (Р < 0.05). 
Активной логарифмической фазой роста можно 
условно считать 72 ч  в  период от 72 до 144  ч. 
Средний ИП составляет 1.5. Среднее время од-
ного удвоения клеточной популяции составляет 
64.5 ± 1.3 ч, что свидетельствует о значительном 
снижении пролиферативной активности в  про-
цессе РС. Сравнение по пролиферативной ак-

тивности линии MSCWJ-3 с ранее полученными 
линиями MSCWJ-1 и  MSCWJ-2 показало, что 
при длительном культивировании во всех трех 
линиях увеличивается среднее время удвоения 
клеточных популяций. Различия выражаются 
только степенью увеличения (Кольцова и  др., 
2017).

Кариотипический анализ вновь полученной 
линии MSCWJ-3, выделенной из Вартонова 
студня пупочного канатика донора мужского 
пола проведен на 6-м, 16-м и  24-м пассажах. 
Клетки сохраняли нормальный диплоидный ка-
риотип мужчины (46, XY) на протяжении все-
го срока культивирования. Тем не менее при 
анализе 100 клеток на каждом исследуемом 
пассаже в  единичных клетках были выявлены 
трисомии по разным аутосомам (рис. 3). Так, на 
пассаже 6  – трисомия по хромосоме 2 в  одной 
клетке и  трисомия по хромосоме 20  – в  дру-
гой; на пассаже 16  – трисомия по хромосомам 
2 и  17 также в  двух разных клетках; на пассаже 
24  – трисомия по хромосомам 1, 8 и  11 в  трех 
разных клетках. Таким образом, доля трисо-
мий на 100  клеток составила 2% на 6-м и  16-м 
пассаже по 2 клетки и  3% (3 клетки) на 24-м 
пассаже. В  этих клетках было по 47 хромосом. 
Структурные хромосомные перестройки не бы-
ли обнаружены ни на одном из исследованных 
пассажей. Доля полиплоидных клеток в популя-

Рис. 2. Кривые роста клеток линии MSCWJ-3 на 
пассажах 6 (кривая 1), 16 (кривая 2) и 24 (кривая 3).

Рис. 3. Кариотип клеточной линии MSCWJ-3. Нор-
мальный кариотип: 46, XY. На врезках показаны 
трисомии по разным аутосомам, выявленные в еди-
ничных клетках с числом хромосом 47, на пассажах 
6, 16 и  24.
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ции, оцененная по 1000 метафазных пластинок, 
составляла 2, 3.1 и  0.6% на пассажах 6, 16 и  24 
соответственно.

Надо отметить, что трисомии в  МСК встре-
чаются редко. Ранее нами были проанализиро-
ваны 19 линий МСК, выделенные из разных 
источников. 9 линий были проанализированы 
только на ранних пассажах, а  10 линий  – на 
ранних и  поздних пассажах, включая РС. Ана-
лиз 10 линий показал, что только в  одной ли-
нии – ADH-MSC, выделенной из эпикардиаль-
ной жировой ткани человека в  процессе аорто-
коронарного шунтирования, выявили трисомию 
на раннем и позднем пассажах (Мусорина и др., 
2019). Имеющийся небольшой материал пока 
не позволяет делать выводы о систематическом 
появлении трисомий в линиях МСК в процессе 
длительного культивирования, включая актив-
ную стадию РС.

Иммунофлуоресцентный анализ. В  получен-
ной линии показано наличие маркеров ранней 
дифференцировки эмбриональных стволовых 
клеток в  производные трех зародышевых лист-
ков (рис. 4). Идентифицированы следующие 
маркеры: α-актинин (маркер мезодермы), α-фе-
топротеин (маркер энтодерму). Нестин (мар-
кер эктодермы) визуализировался в  единичных 
клетках. Полученнные клетки MSCWJ-3 по 
маркерам мезодермы и  энтодермы совпадают 
c ранее полученными MSCWJ-1 и  MSCWJ-2 
(Крылова и  др., 2017). Есть много совпадений 
не только между линиями МСК, выделенными 
из одного органа, но и  между линиями МСК 
разного происхождения (Riekstina et al., 2009; 
Кольцова и  др, 2015, 2018, 2020, 2022, Мусо-
рина 2019, 2023). Предположительно, функ-

циональная роль этих маркеров связана либо 
с  дифференцировочной пластичностью МСК, 
либо с  эмбриональным происхождением МСК. 
Известно, что МСК могут дифференцироваться 
в производные всех трех зародышевых листков. 
Так, в наших работах показано, что в клеточных 
линиях, выделенных из пульпы зуба и  десны, 
наблюдается экспрессия гена нейроспецифи-
ческой элоназы (NSE), участвующего в  нейро-
нальной дифференцировке, соответствующей 
эктодермальному направлению (Кольцова и др., 
2018, 2019). ПЦР-анализ в  других исследова-
ниях показал экспрессию нестина (эктодерма), 
TGF-P и  GATA4 (мезодерма), PDX1 (эндодер-
ма) в  разных по происхождению линиях МСК 
(Huang et al., 2010; Antonucci et al., 2011; Mamidi 
et al., 2011).

Статус МСК. Поверхностные антигены полу-
ченной линии, оцененные с  помощью проточ-
ной цитофлуориметрии, в  целом подтвердили 
наличие у  них статуса МСК (табл. 2). Так, на 
пассаже 6 большая доля клеток несет антигены 
CD44, CD73, CD90, CD105 и HLA- ABC, а ма-
лая – антигены CD34, CD45 и HLA-DR. В про-
цессе РС на пассаже 16 все соотношение этих 
долей остается на том же уровне. В  активной 
стадии РС на 25-м пассаже принципиальных 
изменений не наблюдали. Эти результаты оди-
наковы для разных линий МСК. (Полянская, 
2018).

Остеогенная, адипогенная и  хондрогенная 
дифференцировки. Результаты анализа диффе-
ренцировочного потенциала в клеточной линии 
MSCWJ-3 представлены на рис. 5 и  свидетель-
ствуют об активной адипогенной дифференци-
ровке на 6-м пассаже и  ее ослаблении на 24-м 

Рис. 4. Идентификация маркеров ранней дифференцировки эмбриональных стволовых клеток человека в клетках 
линии MSCWJ-3 на 6-м пассаже по флуоресценции соответствующих моноклональных антител.
Зеленым цветом показаны маркеры эктодермы (нестин), мезодермы (α-актинин), энтодермы (α-фетопротеин). 
Ядра окрашены Hoechst 33342. Масштабная линейка: 100 мкм.
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Таблица 2. Доли клеток линии MSCWJ-3 с разными поверхностными маркерами (%)

Маркер Пассаж 6 Пассаж 16 Пассаж 25

CD44 99.92 ± 0.02 99.88 ± 0.09 98,24 ± 0.09

CD73 99.67 ± 0.74 86.19 ± 2.51 98.71 ± 0.08

CD90 99.96 ± 0.02 99.88 ± 0.15 98.24 ± 0.85

CD105 95.73 ± 1.75 99.17 ± 0.70 91.26 ± 3.19

HLA-ABC 62.86 ± 1.32 99.52 ± 0.12 92.00 ± 3.15

HLA-DR 0.14 ± 0.06 0.39 ± 0.06 0.92 ± 0.27

CD45 0.54 ± 0.02 0.28 ± 0.07 0.87 ± 0.26

CD34 1.63 ± 0.25 0.63 ± 0.10 3.17 ± 0.87

Примечание. Показаны средние значения и их ошибки из трех экспериментов.

Рис. 5. Визуализация дифференцировки клеток линии MSCWJ-3 в  адипогенном и  остеогенном направлении на 
пассажах 6 и 24. Жировые включения (адипогенная дифференцировка) окрашены масляным красным (масштаб-
ная линейка: 100 мкм), соли кальция в межклеточном пространстве выявлены окраской ализариновым красным 
и  реакцией Вон Косса (масштабная линейка: 200 мкм).
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пассаже. Наблюдается и  активная остеогенная 
дифференцировка на пассаже 6, идентифициро-
ванная по окраске ализариновым красным и ре-
акция Вон Косса. На 24-м пассаже эта диффе-
ренцировка значительно слабеет. Хондрогенная 
дифференцировка, индуцированная при культи-
вировании клеток в  микромассе, отсутствовала 
полностью и на раннем и позднем пассажах (не 
показано).

Следует отметить, что в  большинстве слу-
чаев на ранних пассажах имеют место все три 
дифференцировки. Но, тем не менее, встре-
чаются исключения, когда проявляются две 
дифференцировки. Так, нами и  рядом других 
авторов обнаружено отсутствие адипогенной 
дифференцировки на раннем пассаже линии 
МСК, выделенной из пульпы зуба, (Zhang et 
al., 2006; Sonoyama et al., 2008; Кольцова и  др., 
2018; Monterubbianesi et al., 2019). Данные об от-
сутствии хондрогенной дифференцировки в ли-
нии, выделенной из Вартонова студня пупочно-
го канатика, получены впервые. В  двух ранее 
полученных линиях, MSCWJ-1 и  MSCWJ-2, 
выделенных из этой же ткани, но от разных 
доноров, на ранних пассажах присутствовали 
все три дифференцировки (Крылова и др. 2017). 
Причины этих различий пока неясны. Основы-
ваясь на результатах других исследований, мож-
но предположить, что условия культивирования 
или гетерогенность клеточных популяций могут 
влиять на уровень дифференцировки (Chen et 
al., 2023; Hatori et al., 2023; Hsu et al., 2023; Sattar 
et al., 2024). Можно предположить, что и в дан-
ном случае имеет место одна из этих причин. 
В нашем ранее проведенном исследовании трех 
популяций клеток, выделенных из одной линии 
эмбриональных стволовых клеток человека (ли-
ния SC7), показано, что все три выделенные 
клеточные популяции принципиально разли-
чаются между собой по дифференцировочному 
потенциалу (Кольцова и  др., 2022).

В целом, анализ всех статусных характери-
стик линии MSCWJ-3, выделенной из Вартоно-
ва студня пупочного канатика донора мужского 
пола и сравнение их с ранее полученными дву-
мя линиями этого же происхождения, свиде-
тельствует о том, что, несмотря на ряд различий 
между ними, линия MSCWJ-3, как и  ранее по-
лученные MSCWJ- 1 и  MSCWJ-2 соответствует 
статусу МСК (Крылова и  др. 2017; Кольцова 
и  др., 2017). Межлинейные различия связаны, 

в  основном, со степенью выраженности ряда 
статусных характеристик. Причем наибольшие 
различия наблюдаются между вновь получен-
ной линией MSCWJ-3 и линией MSCWJ-2, что, 
по-видимому, связано с  наличием на ранних 
пассажах клеток линии MSCWJ-2 клональной 
хромосомной перестройки, которая, возможно, 
влияет и  на наступление в  этой линии ранней 
активной стадии РС. Также надо подчеркнуть, 
что сравнение трех полученных линий свиде-
тельствует об отсутствии гендерных различий 
по статусным характеристикам, что совпадает 
с ранее полученными сравнительными данными 
по разным МСК, выделенных из пульпы зуба 
(Мусорина и  др., 2023).
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Все процедуры, выполненные в  исследова-
нии с участием людей, соответствуют этическим 
стандартам институционального и/или нацио-
нального комитета по исследовательской эти-
ке и  Хельсинкской декларации 1964 года и  ее 
последующим изменениям или сопоставимым 
нормам этики. От пациентки, являющейся до-
нором ткани, было получено подписанное ин-
формированное добровольное согласие на пре-
доставление гистологического материала для 
проведения научных исследований.
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NEW LINE OF MESENCHYMAL STEM CELL ISOLATED FROM WARTON’S JELLY 
OF THE UMBICAL CORD OF MALE HUMAN DONOR

A. M. Koltsovaа, *, A. S. Musorinaa, A. N. Shatrovaa, V. I. Turilovaa,  
T. K. Yakovlevaa, G. G. Poljanskayaа, **

a Institute of Cytology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194064, Russia 
* E-mail: koltsova.am@mail.ru
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A new non-immortalized fibroblast-like cell line, named MSCWJ-3, was generated and characterized. 
Characteristics during long-term cultivation (6–24 passages) confirm the status of MSCs. It is shown: 1) a 
gradual increase in the proportion of senescent cells during long-term cultivation; 2) a significant decrease 
in the proliferation index by the 24th passage; 3) preservation of the normal diploid karyotype of the man 
(46, XY) during the entire period of cultivation, trisomy for different autosomes in single cells, absence of 
structural chromosomal rearrangements; 4) a high proportion of cells carrying surface antigens characteristic 
of MSCs: CD44, CD73, CD90, CD105, HLA-ABC and a low proportion with antigens CD34, CD45 and 
HLA-DR over 24 passages. Cells of the MSCWJ-3 line are capable of differentiation in the osteogenic and 
adipogenic directions at early and late passages; differentiation in the chondrogenic direction is absent. In 
general, there are some differences with previously obtained lines isolated from the same source and are 
associated mainly with the degree of expression of a number of status characteristics.

Keywords: human mesenchymal stem cells, replicative senescence, proliferative activity, cell surface markers, 
karyotype, differentiation


