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Проведена оценка морфологических особенностей, пролиферативной активности и пластичности культур 
мультипотентных мезенхимных стромальных клеток (ММСК) костномозгового происхождения и клеток, выделен-
ных из стромально-васкулярной фракции жировой ткани крыс. Принадлежность клеточных культур к ММСК ве-
рифицирована по негативному определению содержания маркеров CD 34 и положительной экспрессии CD 90, а 
также при проведении индуцированной дифференцировки. Пролиферативная активность клеток определена при 
выполнении цитохимического окрашивания на содержание Ki-67 с качественной регистрацией интенсивности 
свечения при флуоресцентной микроскопии. С использованием XTT реагента изучена сравнительная метаболи-
ческая активность указанных клеточных популяций на децеллюляризированных матриксах пищевода и диафрагмы 
крыс, полученных детергент-энзиматическим методом. Цитотоксические свойства каркасов и жизнеспособность 
клеточных линий при рецеллюляризации децеллюляризированных матриксов пищевода и диафрагмы крыс оце-
нены путем количественного определения процентного содержания клеток с активным метаболизмом. С учетом 
полученных данных предложена наиболее оптимальная клеточная фракция для рецеллюляризации биологических 
каркасов. 

Ключевые слова: мезенхимные стромальные клетки, биологические каркасы, цитотоксичность, жировая ткань, 
костный мозг

The morphological features, proliferative activity and flexibility of rat mesenchymal multipotent stem cells (MSC) bone-
marrow derived and isolated from the adipose tissue stromal-vascular fraction were evaluated. MMSCs were verified 
by the negative CD 34 and the positive CD 90, and by induced differentiation. Cells proliferative activity was evaluated 
by Ki-67 cytochemical staining with qualitative measurement of the luminescence intensity. XTT reagent was used to 
study the comparative cell populations’ viability on decellularized rat oesophageal and diaphragm matrices, obtained 
by detergent-enzymatic method. The cytotoxic properties of the scaffolds and cell lines viability at recellularization of 
decellularized rat esophagus and diaphragm matrices were evaluated by quantitating the percentage of metabolically 
active cells. Taking into account the obtained data, the most optimal cell fraction for biological scaffolds recellularization 
was selected.  
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ЖСП	 –	жизнеспособность клеток
ММСК	 –	мультипотентные мезенхимные стромальные	

	 	 клетки
ММСК-КМ	–	мультипотентные мезенхимныем стромальные	

	 	 клетки костномозгового происхождения

ММСК-СВФ	–	мультипотентные мезенхимные стромаль-	
	 	 ные клетки стромальноваскулярной фракции

XTT	 –	соль 2,3-бис-(2-метокси-4-нитро-5-сульфанил)-	
	 	 2Н-тетразолиум-5-карбоксанилида

ЭДТА	 –	этилендиаминтетрауксусная кислота
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Мультипотентные мезенхимные стромаль-
ные клетки (ММСК) успешно используются 
для проведения клеточной терапии, при 

разработке экспериментальных методов вос-
становительного лечения дегенеративных забо-
леваний, а также в регенеративной медицине в 
качестве основного клеточного ресурса при ре-
целлюляризации биологических и синтетических 
полимерных каркасов [1–4]. Наиболее распро-
страненными источниками ММСК являются кост-
ный мозг (ММСК-КМ) и стромально-васкулярная 
фракция жировой ткани (ММСК-СВФ) [5]. Преи-
муществом последней является менее инвазив-
ная методика выделения клеток в достаточном 
количестве, в том числе для клинического при-
менения [2, 6]. 

Клетки стромально-васкулярной фракции обла-
дают большей пролиферативной емкостью в сравне-
нии с ММСК-КМ и более выраженной способностью 
к индуцированной дифференцировке при смене 
микроокружения [4]. В то же время ряд исследова-
ний [5, 7] указывают на наличие типовых различий 
в характеристиках стволовых клеток, полученных из 
разных источников. Несмотря на то что пролифера-
тивный и дифференцировочный потенциал ММСК-
СВФ широко исследуется [2, 4, 5, 7], сравнительной 
оценки особенностей клеточного роста и жизнеспо-
собности ММСК-КМ и ММСК-СВФ в зависимости 
от собственных свойств биологических каркасов не 
проводилось.

Целью настоящего исследования является срав-
нительная характеристика морфологии, пластично-
сти и жизнеспособности ММСК-КМ и ММСК-СВФ при 
рецеллюляризации биологических каркасов пищево-
да и диафрагмы крыс. 

Материал и методы. Для выделения ММСК, а 
также для создания биологических каркасов пище-
вода и диафрагмы использовали 25 самцов крыс ли-
нии Wistar массой тела 230±50 г. Выделение костного 
мозга и жировой ткани, а также эксплантация органо-
комплексов выполнялась после эвтаназии животных 
при введении летальной дозы барбитуратов (150 мг/
кг) интраперитонеально.

ММСК-СВФ выделяли после гомогенизации жи-
ровой ткани крыс ферментативным способом по 
модификации ранее известного протокола [4] пу-
тем комбинации 0,12 % раствора коллагеназы I типа 
и 0,25  % раствора трипсина в фосфатном буфере 
(Thermo Fisher Scientific Inc., США). Время воздей-
ствия ферментов составило 45 минут, после чего 
клетки центрифугировали, отмывали в среде, со-
держащей 2 % фетальной бычьей сыворотки, филь-
тровали через 70 мкм нейлоновый мембранный 
фильтр, повторно центрифугировали и ресуспенди-
ровали в культуральной среде DMEM стандартного 
состава (Thermo Fisher Scientific Inc., США). Плот-
ность засеивания клеток на флакон составила 5х105 
клеток/см2. ММСК-КМ выделяли по ранее описан-
ной методике [8], плотность посева на флакон со-
ответствовала указанной для ММСК-СВФ. Смену 
среды проводили на следующие сутки после посева 
на флакон, а затем каждые три дня. При достижении 
70–80  % конфлюэнтности монослоя производили 
пересев клеточных культур до получения 3–5 пасса-
жей включительно. Морфологию клеток при иссле-
довании культур оценивали с помощью инвертиро-
ванного микроскопа Olympus IX51 (Токио, Япония) 

путем получения фазово-контрастных изображе-
ний. Последующую обработку микрофотографий с 
целью повышения уровня локального микроконтра-
ста, выравнивания уровней экспозиции осущест-
вляли в программном обеспечении RawTherapee и 
GIMP.

Принадлежность клеточных линий к ММСК вери-
фицировали по отрицательной экспрессии поверх-
ностных маркеров при проведении цитохимического 
окрашивания с использованием моноклонального 
антитела к CD 34 в качестве первичного в разведении 
1:50 (ab 8536, Abcam, США); в качестве вторичного 
антитела использовали Alexa Fluor 555 в разведении 
1:400 (ab 150118, Abcam, США). Иммунофенотипи-
рование клеточных культур проводили на проточном 
цитофлуориметре BD FACSCalibur (BD, США) с ис-
пользованием антител к CD 90 – FITC на длине волны 
488 нм. 

Пластичность полученных ММСК-КМ и ММСК-
СВФ на 3 пассаже оценивали при проведении инду-
цированной дифференцировки в адипо-, хондро- и 
остеогенном направлениях с использованием специ-
ализированных сред StemPro (Thermo Fisher Scientific 
Inc., США) по протоколу производителя. Адипоген-
ную дифференцировку выявляли по истечении семи 
дней с помощью красителя Oil Red O качественно 
при микроскопии и количественно при регистрации 
оптической плотности содержимого окрашенных и 
контрольных ячеек на спектрофотометре NanoDrop 
ND-1000 (Thermo Fisher Scientific Inc., США). Оценку 
наличия хондрогенной дифференцировки проводили 
на 14 день при окрашивании толуидиновым синим и 
альциановым синим. Минерализованный клеточный 
матрикс при остеогенной дифференцировке выяв-
ляли качественно при окрашивании ализариновым 
красным.

Пролиферативную активность ММСК-КМ и 
ММСК-СВФ оценивали путем регистрации положи-
тельного окрашивания Ki-67 при цитохимическом 
исследовании (разведение 1:50, ab 15580, Abcam, 
США), в качестве вторичного антитела использо-
вали Alexa Fluor 488 (разведение 1:400, ab 150081, 
Abcam, США).

Биологические каркасы пищевода и диафрагмы 
крыс получены при децеллюляризации детергент-
энзиматическим методом. Для создания ацеллю-
лярного матрикса диафрагмы применялся моди-
фицированный протокол, включающий обработку 
очищенной водой, 4  % раствором натриевой соли 
дезоксихолевой кислоты, фосфатным солевым бу-
фером, свиной панкреатической ДНКазой I с про-
ведением одновременной перфузии и встряхива-
нием образца на ротирующей платформе [7]. При 
децеллюляризации пищевода крыс на нативный 
орган последовательно воздействовали очищенной 
водой, 4 % раствором натриевой соли дезоксихоле-
вой кислоты в сочетании с ЭДТА, свиной панкреати-
ческой ДНКазой I и фосфатным солевым буфером. 
Скорость перфузии растворов составила 6 мл/мин, 
общая продолжительность воздействия – 7 часов 10 
минут. 

Для оценки жизнеспособности (ЖСП) клеток кост-
номозгового и стромально-васкулярного происхож-
дения на биологических каркасах использовали ме-
тод статической рецеллюляризации в 96-луночных 
планшетах. Клеточную суспензию в объеме 30 тыс. 
клеток на 100 мкл культуральной среды наносили пло-
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По данным количественного анализа, процесс 
накопления Oil Red O более интенсивно протекал при 
индукции ММСК-КМ (р=0,0293), несмотря на значи-
тельный разброс показателей. Накопление красите-
ля в контрольных неиндуцированных клетках также 
более выражено для клеток костномозгового про-
исхождения (р=0,0003) (рис. 2а). Как ММСК-СВФ, 
так и ММСК-КМ позитивно окрашивались толуи-
диновым синим после культивирования с добавле-
нием индукторов хондрогенеза, что подтверждало 
наличие сульфатированных гликозаминогликанов и 
дифференцировку клеток в хондрогенном направ-
лении. Культивирование ММСК-СВФ и ММСК-КМ 
с добавлением среды-индуктора адипогенеза спо-
собствовало появлению клеток с крупными вакуо-
лями в цитоплазме, интенсивно окрашивающихся 
Oil Red O (рис. 2б). Что касается культивирования в 
остеогенной среде, клетки обеих популяций проде-
монстрировали равную способность к кальцифика-
ции внеклеточного матрикса и формированию мно-
гослойных узлов, окрашивающихся ализариновым 
красным. 

Каркас пищевода в равной степени поддержи-
вает пролиферацию ММСК-ЖТ и ММСК-КМ (35,64 
и 32,94  % соответственно; рис. 3а). В то же время 
ацеллюлярный матрикс пищевода обладает цито-
токсическими свойствами (рис. 3б), что может быть 
связано с воздействием детергентов и энзимов в 

Рис. 1. Морфология ММСК на 1, 5 и 7 дни после пересева.  
Ув. 200, фазово-контрастная микроскопия

скостным методом однократ-
но с помощью пипеточного 
дозатора [4]. Метаболическую 
активность клеток регистри-
ровали после выполнения 
XTT-теста через 48 часов куль-
тивирования в стандартных 
условиях путем измерения 
оптической плотности на мно-
гофункциональном ридере 
FilterMax F5 (Molecular Devices, 
США) по протоколу произво-
дителя. Расчет показателей 
ЖСП клеток и цитотоксиче-
ского индекса проводился в 
процентах [9]. Цитотоксиче-
ские свойства каркасов также 
оценивали после проведе-
ния окрашивания реагентом 
Alamar blue (alamarBlue®Cell 
Viability Reagent, Invitrogen, Ве-
ликобритания) через 48 часов 
культивирования c флуорес-
центной детекцией при длинах 
волн 535/595 нм и детекцией 
абсорбции при длине волны 
595 нм. 

Статистическая обработ-
ка результатов произведе-
на с использованием пакета 
GraphPadPrism version 6.04. 
(источник www.graphpad.
com). Полученные результа-
ты представлены как среднее 
арифметическое ± стандарт-
ное отклонение и обработаны 
с использованием критерия 
Стьюдента для парных и не-
парных t-тестов. Достоверны-
ми признавались различия при значениях р<0,05.

Результаты и обсуждение. Первичные куль-
туры ММСК-КМ и ММСК-СВФ обладали морфо-
логической гетерогенностью: фибробластопо-
добные веретеновидные клетки соседствовали с 
округлыми прикрепленными клетками, в первичной 
культуре ММСК-СВФ наряду с этим также присут-
ствовали клетки с вакуолями в цитоплазме. Гете-
рогенность клеточных популяций сохранялась в 
течение первых пяти суток культивирования, что 
соотносится с литературными данными о наличии 
в первичных культурах ММСК клеток с экспрессией 
гемопоэтических и эндотелиальных маркеров [5]. 
После пересева клетки обеих фракций сохраняли 
морфологически сходную фибробластоподобную 
форму. Перинуклеарная цитоплазматическая зер-
нистость, косвенно характеризующая степень се-
креторной активности [5], была более выражена 
у ММСК-КМ без статистически достоверной зна-
чимости (рис.  1). Первичные культуры ММСК до-
стигали 80–90 % конфлюэнтности в разные сроки: 
ММСК-СВФ  – на 14 день, ММСК-КМ  – на 21 день, 
что может свидетельствовать о более высокой про-
лиферативной активности клеток, полученных из 
стромально-васкулярной фракции жировой ткани. 
Также в культуре ММСК-СВФ процент клеточных 
ядер, положительно окрашивающихся Ki-67, соста-
вил 30,01 %, в то время как в культуре СКМ – 2,84 %.
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процессе децеллюляризации. Однако выживае-
мость клеток является достаточной для использова-
ния обеих популяций ММСК при рецеллюляризации 
пищевода с целью создания клеточного микроокру-
жения. В перспективе при проведении in vivo иссле-
дований тканеинженерных конструкций продукты 
метаболизма ММСК-КМ и ММСК-СВФ способны 
проявлять эффект привлечения собственных кле-

ток реципиента на каркас [8]. При исследовании 
рецеллюляризированных каркасов диафрагмы жиз-
неспособность ММСК-СВФ регистрировалась как 
предельно низкая (0,69 %), в то время как выжива-
емость ММСК-КМ составила 25,09 % (рис. 3а). Ци-
тотоксичность биологического каркаса диафрагмы 
при заселении ММСК-СВФ и ММСК-КМ составила 
99,31 и 74,91 % соответственно (рис. 3б). 

Рис. 2. Анализ степени выраженности индуцированной адипогенной дифференцировки ММСК обеих фракций:  
а – количественная, б – качественная оценка эффективности индукции при окрашивании Oil Red O;  

* – р=0,0293; *** – p=0,0003

Рис. 3. Сравнительная оценка цитотоксических свойств каркасов пищевода и диафрагмы после рецеллюляризации:  
а – жизнеспособность клеток на каркасах; б – цитотоксические индексы каркасов

Анализ поведения ММСК различных фракций 
показывает, что морфология клеток ММСК-СВФ и 
ММСК-КМ сходная, фибробластоподобная. Про-
лиферативная активность клеток обеих фракций не 
имеет существенных отличий и соотносится с литера-
турными данными [5]. Обе популяции в присутствии 
индукционных сред способны к дифференциров-
ке в три клеточные линии, однако индуцированные 
ММСК-КМ несколько более активно накапливают 
краситель при адипогенной дифференцировке. В то 
же время при оценке цитотоксических свойств карка-
сов пищевода и диафрагмы установлено, что ММСК-
СВФ не проявляют тропности к скелетным мышцам, 
ММСК-КМ метаболически более активны при заселе-
нии ими ацеллюлярного диафрагмального матрикса. 
Это находит подтверждение при оценке цитотоксиче-
ских свойств каркасов и жизнеспособности клеток на 
децеллюляризированных матриксах колориметриче-
скими и флуоресцентными методами, а также данны-
ми количественного расчета показателей клеточной 
активности. Необходимо дальнейшее изучение ад-

гезионных и пролиферативных свойств ММСК-СВФ 
и биосовместимости и тропности компонентов вне-
клеточного матрикса самого каркаса диафрагмы для 
уточнения природы данного явления. Также целесо- 
образно изменить способ введения клеточной су-
спензии при рецеллюляризации каркасов с пло-
скостного на перфузионный, что позволит клеткам не 
только прикрепиться к поверхности децеллюляризи-
рованного матрикса, но и проникнуть вглубь него, так 
как длительное культивирование на поверхности кар-
каса способно снижать метаболическую активность 
клеток.

Заключение. Использование ММСК-СВФ в ка-
честве источника клеточного материала для рецел-
люляризации биологических каркасов позволяет 
получать большее количество клеток в связи с бо-
лее высокой пролиферативной активностью. Выбор 
клеточной линии для заселения ацеллюлярного ма-
трикса должен определяться характером введения 
суспензии клеток и цитотоксическими свойствами 
самого рецеллюляризируемого каркаса. В то же 
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время упомянутые свойства матрикса зависят от вы-
бранного протокола децеллюляризации и времени 
экспозиции агрессивных агентов, что оказывает не-
маловажное влияние на получение морфологически 
и функционально полноценной тканеинженерной 
конструкции. 

Финансирование: Работа выполнена при финан-
совой поддержке комплексной НИР: «Клеточные ме-
ханизмы регенерации интраторакальных органов и 
тканей. Разработка тканеинженерных конструкций с 
использованием биологических и синтетических кар-
касов». 

Информированное согласие: эксперименты были 
выполнены при соблюдении Правил проведения ра-
бот с использованием экспериментальных животных 
(приказ МЗ СССР №  755 от 12.08.1972) и Европей-
ской конвенции о защите позвоночных животных, ис-
пользуемых для экспериментальных и иных научных 
целей (Страсбург, 1986). Протокол исследования 
одобрен локальным этическим комитетом (Красно-
дар, протокол № 21/1).

Конфликт интересов. Все авторы заявляют об от-
сутствии потенциального конфликта интересов, тре-
бующего раскрытия в данной статье. 
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