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Выполнен сравнительный анализ фенотипических характеристик мезенхимных стволовых клеток 
(МСК), выделенных из костного мозга (КМ) ряда видов млекопитающих. Выявлены определенные видо-
специфичные отличия характеристик пролиферации МСК КМ, наиболее медленные темпы роста попу-
ляций наблюдали у МСК КМ крыс, у них же обнаружены единичные клетки со спонтанной остеогенной 
дифференциацей (окрашивались ализариновым красным мелкие кальцификаты). Предполагалось, что та-
кие отличия обусловлены тем, что у мышевидных грызунов МСК КМ относительно более гетерогенны, 
поскольку их выделяют из целой берцовой кости, а у более крупных млекопитающих только из эпифизов. 
Но в литературе имеются данные о том, что такая спонтанная остеогенная дифференциация выявлена в оди-
ночных клетках в популяциях МСК КМ человека, иммортализованных генами вируса обезьяны SV40LT 
и теломеразы (hTERT). Сделан вывод о том, индукция клеточной дифференцировки может способствовать 
селекции имеющихся до обработки одиночных клеток с повышенным дифференцировочным потенциалом. 
Отличаются МСК КМ разного происхождения и по чувствительности к регуляторам клеточной пролифе-
рации, в частности, к лейкемия ингибирующему фактору (LIF), индуцирующему многослойный рост МСК 
КМ кролика и крупного рогатого скота, но с разными временными темпами. В целях выяснения возмож-
ных генетических основ реакции клеток на LIF рассмотрена кариотипическая изменчивость эмбриональной 
стволовой клеточной (ЭСК) линии R1, созданной Nagy A. и соавторами, сохранение плюрипотентности 
и темпов клеточного деления которой зависит от LIF (клеточные популяции R1 предоставлены для исследо-
ваний д.б.н., профессором Межевикиной Л.М.). Обнаружено, что для сублиний R1 характерно увеличение 
копийности хромосом 8, 19 и наличие роберсоновской транслокации 8;15. Дополнительное введение экс-
прессирующей LIF конструкции в клетки приводило к увеличению копийностей перечисленных хромосом. 
В этих хромосомах локализованы ключевые гены метаболических путей, регулирующих темпы клеточного 
деления и прохождения митоза, такие как, в частности, stat3, jak3, myc. По литературным данным, повышен-
ная экспрессия генов stat3, myc в МСК человека при индукции их пролиферации лизатом тромбоцитов сви-
детельствует о вхождении этих генов в универсальный блок ключевых регуляторов клеточной пролифера-
ции в МСК, ЭСК различного происхождения. Можно ожидать, что разработка методов контроля и индукции 
экспрессии некоторых генов, таких как stat-3, jak3, myc может способствовать усовершенствованию и уни-
фикации условий культивирования МСК, выделенных из разных органов и тканей у видов млекопитающих. 
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Мезенхимные стромальные/стволовые 
клетки (МСК) являются перспективными канди-
датами для разных вариантов клеточной терапии 
различных заболеваний человека и животных. 
В основной критерий МСК входит потенциал 
множественной дифференцировки, по крайней 
мере, в остеогенную, адипогенную и хондроген-
ную линии. Этим критериям соответствуют МСК 
различных млекопитающих, выделенные из раз-
ных тканей. Общие фенотипические проявле-

ния, такие как экспрессия маркеров и потенциал 
дифференцировки, схожи, хотя и не идентичны 
для МСК из разных тканей и видов. МСК могут 
иметь различные биологические характеристики 
в зависимости от источника ткани и процедур 
выделения и культивирования. Их универсаль-
ные биологические свойства включают иммуно-
модулирующие, противовоспалительные, и про-
регенеративные способности и в значительной 
степени зависят от миграционных и секреторных 
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способностей МСК. Они мигрируют к участкам 
повреждения тканей и выделяют факторы, спо-
собствующие самовосстановлению. 

Однако до сих пор, поскольку механизм 
действия МСК, в целом, неизвестен, актуальны-
ми являются исследования особенностей харак-
теристик МСК из конкретных органов и тканей 
в определенных условиях культивирования кле-
ток у разных видов животных. Это особенно важ-
но, поскольку, в связи с высокой гетерогенностью 
МСК и отсутствием достаточной информации 
о ее источниках, методов управления ею, при-
кладное применение МСК для решения разных 
задач остается сложной проблемой с достаточно 
неопределенным прогнозом эффективности соот-
ветствующих процедур [1]. 

Особое значение разработки методов вы-
деления, изучения и контроля МСК получили 
с развитием приемов по генному редактирова-
нию. Возможности применения МСК достаточно 
давно исследуются, в том числе и в ветеринарии 
для создания таких методов клеточной терапии, 
как тканевая инженерия [2, 3], адресная достав-
ка лекарств к очагам повреждения тканей [4, 5] 
и, в конечном итоге, получения многоклеточных 
организмов с желательными свойствами. 

Однако до сих пор сравнение характери-
стик МСК, полученных из разных видов, тканей 
и органов остается неполным, поскольку проце-
дуры выделения и условия культивирования су-
щественно отличаются в разных исследованиях, 
что, несомненно, приводит и к отличиям в био-
логических характеристиках МСК и препятствует 
разработкам универсальных методов их выделе-
ния и применения.

Накапливаются данные, свидетельствую-
щие о том, что успешность выделения и культи-
вирования МСК у млекопитающих, в том числе 
и в наших собственных исследованиях (крысы, 
кролики, крупный рогатый скот, норка, соболь), 
имеют некоторые видоспецифичные особенности 
[1, 6]. Отмечаются отличия характеристик проли-
феративной активности МСК in vitro (в том числе 
и в наших исследованиях), а также в биологиче-
ской эффективности в зависимости от органов 
и тканей выделения [7-13]. 

Сложности прогноза, контроля и получения 
желательных по численности, темпам пролифе-
рации и функциям популяций МСК усложняются 
еще и тем, что они существенно зависят от усло-
вий культивирования (в частности, от особенно-

стей биоматериалов подложки, на которых высе-
ваются и пассируются МСК [14] и состава среды 
культивирования, реакции МСК разного проис-
хождения на факторы регуляции клеточного де-
ления и пролиферации [15]. 

Для того чтобы оценить видоспецифичность 
и возможные генетические основы процедур вы-
деления и пассирования МСК, в настоящем иссле-
довании поставлены следующие основные цели: 

- сравнить эффективность применения ме-
тодов выделения МСК из костного мозга лабора-
торных мышевидных грызунов (крысы), а также 
домашнего кролика и крупного рогатого скота, их 
чувствительность к таким индукторам клеточной 
пролиферации, как фактор роста фибробластов 
(FGF – Fibroblast growing factor – ростовой фак-
тор), интерлейкин 2 (IL-2 – Interleuikin-2 – проти-
вовоспалительный цитокин), лейкемия ингибиру-
ющий фактор (LIF – Leukemia inhibitory factor); 

- на модельном объекте, эмбриональной 
стволовой клеточной линии мыши, выделенной 
Nagy и соавт. в 1993 году [16] и ставшей распро-
страненной моделью исследований ЭСК, путем 
анализа изменчивости кариотипа ее сублиний оце-
нить возможные гены и метаболические пути, по-
тенциально вовлекаемые в их плюрипотентность. 

Материалы и методы исследований
Объекты. Исследования проводили 

на первичных культурах МСК крыс, МСК кро-
лика и крупного рогатого скота (КРС). Клетки 
выделяли из костного мозга взрослых животных 
по общепринятым методикам. 

Выделение МСК. Выделение МСК из кост-
ного мозга (КМ) проводили по методу, разрабо-
танному Г.Ю. Косовским [17]. Для выделения 
МСК использовали технику разделения моно-
нуклеарных клеток костного мозга в градиенте 
плотности фиколла без применения гепарина в ка-
честве основного компонента среды для промы-
вания костной ткани (ДМЕМ, ПанЭко, Россия). 
Для устранения контаминации первичных куль-
тур в среду ДМЕМ добавляли 10-кратное избы-
точное количество антибиотиков-антимикотиков 
(Sigma, США). Клеточную суспензию предвари-
тельно фильтровали через стерильные нейлоно-
вые фильтры с диаметром пор 100 мкм, наслаива-
ли на фиколл (1.077) в соотношении 1:1, центри-
фугировали при 1500 об./мин в течение 20 мин 
до образования на границе раздела фаз белесова-
того кольца, представленного мононуклеарными 
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клетками костного мозга (МККМ) – лейкоцита-
ми и МСК. Суспензию МККМ промывали дваж-
ды от фиколла путем кратковременного (5 мин) 
центрифугирования при 1500 об./мин в растворе 
Версен-ЭДТА (ПанЭко, Россия). К осадку до-
бавляли ростовую среду ДМЕМ с глютамином, 
10% фетальной сыворотки КРС (HyClone, США) 
и 100-кратно разбавленным раствором антибио-
тиков-антимикотиков (Sigma, США). 

Культивирование МСК. Культивирование 
МСК проводили во флаконах, чашках Петри 
и 4-луночных эмбриологических планшетах в ат-
мосфере 5% СО2 при 37 °С по стандартной мето-
дике. Длительность культивирования первичных 
МСК составляла от 1-2 до 5-6 недель. По дости-
жении монослоя культуры пассировали и/или 
замораживали для хранения при низких темпе-
ратурах –70 °С и –196 °С. В качестве протектора 
использовали 10% раствор диметилсульфоксида 
(ДМСО, Sigma, США). Смену среды производили 
по мере закисления, как правило, на 2-3-и сутки 
культивирования. 

Оценка МСК в системе in vitro. Для оценки 
характера изменения морфофункционального со-
стояния первичных культур МСК использовали: 
инвертированные микроскопы (Nikon, Япония), 
автоматического прибора с программным обе-
спечением (SH800 Sony Biotechnology, Япония) 
для сортинга соматических и стволовых клеток 
на разных стадиях дифференцировки, выявления 
жизнеспособных клеток и их гибели в результате 
некроза и апоптоза. Обращали внимание на ско-
рость и характер роста МСК в виде монослоя и/
или отдельных колоний. Скорость роста и проли-
феративную активность МСК определяли путем 
прямого подсчета дифференцированных сома-
тических и плюрипотентных стволовых клеток 
в камере Горяева. В экспериментах по выявле-
нию биологических эффектов ростовых факторов 
и цитокинов использовали первичные культуры 
МСК КМ крыс, КРС и кролика на 10-15 пассажах. 
Клеточные суспензии анализировали на сортере 
типа SH800 (Sony Biotechnology, Япония). 

Регуляторные факторы. Использовали 
коммерческие регуляторные факторы пролифе-
рации и дифференцировки клеток: фактор роста 
фибробластов (FGF  – fibtoblast growing factor, 
Sigma, США), LIF  – Leukemia Inhibitory Factor 
(PeproTech.inc., Канада), IL-2 (Interleuikin-2, 
Sigma, США). Регуляторные факторы добавляли 
ежедневно в культуральную среду α-МЕМ с 10% 

фетальной сыворотки (FBS) в концентрации 
10 нг/мл. Поскольку клетки росли на 4-х луноч-
ных эмбриологических планшетах в небольшом 
объеме среды (500 мкл, 100 тыс. клеток на одну 
лунку), то через каждые сутки культивирования 
проводили полную смену среды как в опытных 
образцах, так в контроле. Длительность культиви-
рования МСК с регуляторными факторами зави-
села от состояния клеток и их способности к ми-
тотическим делениям и дифференцировке. 

Эмбриональная стволовая клеточная ли-
ния мыши R1 [16]. Выполнен цитогенетический 
анализ трех субпопуляций ЭСК мыши линии R1, 
обозначенных по мере удаленности от исходной 
популяции как R1.5, R1.7 и R1.10 [18], и пяти 
популяций этих же клеток после трансфекции 
плазмидным вектором pcDNA3 со встроенным 
геном lif. Клеточные популяции, трансфициро-
ванные lif и свободные от транcфекции для кари-
отипических исследований были предоставлены 
д.б.н., профессором, Л.М. Межевикиной (ФГБУН 
Институт теоретической и экспериментальной 
биофизики РАН). Две популяции трансфициро-
ванных клеток (R1.2.1. и R1.2.2.) являются кло-
нальными потомками одной колонии (R1.2), три 
остальных  – R1.3.6, R1.3.8. и R1.3.9.  –другой 
трансфицированной колонии (R1.3). Кариотип 
исходной ЭСК линии R1 соответствует нормаль-
ному диплоидному кариотипу мыши 2n=40 [16].

Препараты ЭСК готовили по стандартной 
методике: клетки суспендировали и инкубирова-
ли 40 мин в гипотоническим растворе KCl (0,54%) 
при 37оС, затем фиксировали смесью метилового 
спирта и ледяной уксусной кислоты (3:1), трижды 
меняя фиксирующий раствор. Препараты раска-
пывали на холодные мокрые стекла, высушива-
ли и окрашивали Гимза (Merck). Окрашенные 
препараты анализировали и фотографировали 
под микроскопом (Karl Zeiss, увеличение 1000 раз). 
Оценивали следующие цитогенетические характе-
ристики: наличие анеуплоидии (А) и полиплоидии 
(П), частоту встречаемости метафаз с хромосом-
ными аберрациями (хромосомные, хроматидные 
разрывы, фрагменты, кольцевые хромосомы  – 
ХА), межхромосомные ассоциации по типу робер-
тсоновских транслокаций (РБ) и с асинхронностью 
расщепления центромерных районов хроматид 
(АРЦР). Частоты встречаемости метафаз с хро-
матидными и хромосомными разрывами, а так-
же с нарушенной синхронностью расщепления 
центромерных районов хроматид рассчитывали 
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относительно всей выборки просмотренных мета-
фаз. Количество двуядерных клеток (ДЯ), а также 
клеток с микроядрами (МЯ) и апоптотозных ядер 
(А) подсчитывали на тех же препаратах в клетках 
с сохраненной цитоплазмой. Митотический ин-
декс (МИ), частоты встречаемости перечисленных 
аномалий рассчитывали на 1000 клеток. Процент 
анеуплоидных клеток рассчитывался в двух вари-
антах: клетки с утратой или приобретением хро-
мосом, больше чем одна (общая анеуплоидия, А1) 
и клетки с числом хромосом по типу 2n+1 (А2). 
Статистическую обработку результатов проводили 
с помощью t-критерия Стьюдента. 

Результаты исследований и обсуждение
МСК КМ крысы. Морфофункциональное 

состояние первичных МСК крысы оценивали 
с помощью инвертированного микроскопа (Nikon, 
Япония). Спонтанную остеогенную дифференци-
ровку выявляли по окрашиванию МСК КМ кры-
сы ализариновым красным, прочно связывающим 
цитоплазматический свободный кальций в нерас-
творимые комплексы – кальцификаты. 

Результаты, полученные после выделения 
МСК КМ взрослой крысы (самец), свидетель-
ствуют о том, что в первичной популяции обнару-
живаются довольно крупные клетки округлой 
формы с большим ядром и прозрачной цитоплаз-
мой. Доля недифференцированных МСК в пер-
вичных популяциях не превышает 17,7 + 2,5% 
от общей клеточной массы. После адгезии на 3-4-
е сутки культивирования МСК КМ наблюдается 

высокая частота встречаемости клеток с фиброб-
ластоподобной морфологией (45,1+2,9%). При уве-
личении сроков культивирования до 2 недель и бо-
лее увеличивается частота встречаемости клеток 
с множеством древовидных ветвистых отростков. 

Не удалось обнаружить влияния LIF на МСК 
КМ крысы, в отличие от результатов исследова-
ний МСК КМ кролика и КРС. В первичных посе-
вах МСК КМ крысы наблюдали отдельные клетки 
со спонтанной остеогенной дифференцировкой. 

Можно было ожидать, что некоторые отли-
чия МСК КМ крыс и мышей от крупных млекопи-
тающих могут быть связаны с тем, что КМ, вымы-
ваемый из эпифизов берцовых костей у крупных 
млекопитающих, по клеточному составу и гетеро-
генности может отличаться от КМ мышевидных 
грызунов, вымываемого полностью из всей кости 
[1]. Однако к настоящему времени получены дан-
ные, свидетельствующие о том, что в некоторых 
популяциях МСК КМ клеток человека, иммор-
тализованных путем трансдукции генов большо-
го Т-антигена обезьяньего вируса 40 (SV40LT) 
и обратной транскриптазы теломеразы человека 
(hTERT), тоже могут наблюдаться одиночные клет-
ки со спонтанной остеогенной дифференцировкой 
[19]. Можно ожидать, что введение в культураль-
ную среду индукторов определенного направления 
дифференцировки МСК приводит не только соб-
ственно к активации определенной генной про-
граммы, но и селекции клеточных клонов с повы-
шенной чувствительностью к такой индукции. 

б)

Рисунок 1. Внешний вид МСК КМ а) кролика, б) крысы на 9-е сутки культивирования в среде 
DMEM/F-12 c 10% ФСК (контроль)
Figure 1. BM MSCs from а) rabbit, б) rat on the 9th day of cultivation in DMEM/F-12 with 10% FCS 
(control)

а)
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В течение проведения экспериментов 
по культивированию МСК КМ крысы и кролика 
не было выявлено различий как по морфологии 
этих клеток, так и по морфологии колоний (рис. 
1). Тем не менее, эти клеточные популяции раз-
личались по своим ростовым характеристикам 
(скорость роста, время удвоения популяции, ско-
рость образования колоний). МСК КМ кролика 
на 9-е сутки достигали монослоя, в то же время 
клетки крысы покрывали только 40% поверхно-
сти. Причины выявленных различий по скорости 
роста МСК разных видов пока еще не выявлены. 
Возможно, для успешного культивирования МСК 
крыс необходимы специфические митогенные ак-
тиваторы.

Культивирование МСК КМ КРС в присут-
ствии экзогенного рекомбинантного белка со 
свойствами цитокина LIF. Клетки первичного 
посева МСК КМ КРС имеют вытянутую форму 
в виде треугольников с большим количеством от-
ростков. В источниках литературы такие клетки 
называют арборизованными клетками, что ха-
рактерно для первичных клонов МСК с высоким 
потенциалом к дифференцировкам in vitro. Нами 
было установлено, что после добавления в куль-
туральную среду альфа-МЕМ рекомбинантно-
го белка со свойствами цитокина LIF (leukemia 
inhibitory factor, 10 нг/мл) МСК КМ КРС приобре-
тают в течение первых 24-48 ч культивирования 
более распластанную квадратно-ромбовидную 
форму. К этому времени в культуре в основном 
присутствуют клетки двух типов по характеру их 
морфологии: клетки по форме близкой к квадрат-
ной и/или ромбовидной и достаточно узким и от-
носительно длинным отростком и аналогичные 
им клетки, но без отростков.

Установлено, что под влиянием цитоки-
на LIF повышаются темпы клеточного деления 
и, возможно, происходит неопластическая транс-
формация первичных клонов МСК КРС, о чем 
свидетельствует изменение характера их монос-
лойного роста. В присутствие LIF МСК теряют 
способность к контактному торможению, напол-
зают друг на друга в результате чего к третьему 
дню культивирования (72 ч) формируется сверх-
плотный монослой из квадратных/ромбовидных 
клеток. В контрольной группе (культивирование 
МСК без добавления цитокина в качестве экзо-
генного регулятора процессов клеточной проли-
ферации) стволовые клетки КМ достигли сетча-
того монослоя. По нашим наблюдениям время 

культивирования МСК КМ КРС до состояния 
сплошного монослоя в стандартной среде аль-
фа-МЕМ с 10% фетальной сыворотки составляет 
5-7 суток, а в некоторых редких случаях может 
доходить до 2 недель. 

МСК КМ КРС в контроле (стандартные 
условия культивирования без добавления LIF), 
клетки, как правило, имеют веретенообразную 
и треугольную форму. Они соприкасаются друг 
с другом отростками или даже телами, форми-
руя при этом ажурную сеть (сетчатый монослой). 
К 7-м суткам культивирования они достигают 
сплошного и достаточно плотного монослоя, 
в котором при увеличении длительности куль-
тивирования обнаруживаются признаки начала 
деградации, старения и изменения морфологии 
стволовых клеток.

На фоне LIF плотный монослой на 100% 
покрывает дно чашки или планшета. Стволовые 
клетки выстраиваются вплотную, перекрывая 
друг на друга в несколько слоев. Такое плот-
ное образование из клеток кубовидной и ром-
бовидной морфологии свидетельствует о эпи-
телизации монослоя, его повышенной адгезии 
и прочности межклеточных взаимодействий. 
Мы не исключаем, что под влиянием цитокина 
LIF в первичных культурах МСК КМ КРС воз-
можны мезенхимно-эпителиальные переходы. 
В норме такие процессы характерны для клеток 
в период раннего эмбриогенеза, а также при раз-
витии клеточной патологии, связанной со спон-
танной или же индуцируемой неопластической 
трансформации.

Следует отметить, что цитокин LIF явля-
ется фактором, влияющим на многие процессы, 
в том числе, процессы клеточной пролифера-
ции, апоптоза и дифференцировки. Его мише-
нями являются как соматические, так и ство-
ловые клетки. Ответные реакции на действие 
этого цитокина будут зависеть от морфофункци-
онального состояния клеток на момент воздей-
ствия, наличия или отсутствия соответствую-
щих рецепторов на плазматических мембранах. 
Наблюдаемые в наших экспериментах изменения 
морфологии и пролиферативной активности МСК 
КМ КРС под влиянием 10 нг/мл LIF указывают 
на то, что первичные клетки из костного мозга 
несут на своей поверхности соответствующие 
рецепторные белки, через которые сигналы LIF 
могут передаваться в цитоплазму и ядро, активи-
ровать гены, ответственные за морфологию, кле-
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точные деления и, возможно, неопластическую 
трансформацию клеток. Для прояснения вопро-
сов LIF-регуляции первичных культур МСК КМ 
КРС в направлении мезенхимно-эпителиальных 
переходов требуются дополнительные исследова-
ния с применением методов молекулярной биоло-
гии, клеточных и генетических маркеров.

Влияние цитокина LIF на развитие МСК 
КМ кролика. В ходе культивирования первичных 
популяций МСК КМ кролика в среде с рекомби-
нантным цитокином LIF (10 нг/мл) были выявле-
ны схожие, но не аналогичные эффекты действия 
этого фактора на МСК КМ КРС. Обращает на себя 
внимание тот факт, что LIF в концентрации 
10 нг/мл слабо влияет на морфологию МСК кро-
лика. В то же время под его влиянием, как и в слу-
чае с МСК КМ КРС, существенно возрастает 
пролиферативная активность МСК КМ кролика, 
в результате чего на 3-и сутки культивирования 
формируется плотный сплошной монослой эпи-
телиеподобной морфологии. По своим внешним 
характеристикам эпителиеподобный монослой 
МСК кролика практически не отличается от мо-
нослоя МСК КМ КРС, что указывает на общие 
механизмы действия цитокина LIF на ростовые 
характеристики стволовых клеток разных видов 
животных. Установлено, что при увеличении 
количества посевного материала (100 тыс. кле-
ток на лунку) МСК КМ КРС и кролика достигли 
75-90% монослоя в течение первых суток куль-
тивирования во всех лунках. Эмпирическим пу-
тем было установлено оптимальное количество 
клеток в качестве посевного материала – 30 тыс. 
на 500 мкл культуральной среды. При таких усло-
виях культивирования на 4-луночных планшетах 
выявлялся неравномерный рост монослоя от цен-
тра к периферии. При этом центральные обла-
сти каждой лунки занимали достаточно плотные 
клеточные слои, а по направлению к периферии 
выявлялись единичные клетки слабо связанные 
между собой отростками. 

Оценка пролиферативной активности МСК 
КМ КРС и кролика позволила выявить некото-
рые отличия по этому показателю в зависимости 
от присутствия регуляторных факторов в среде 
культивирования. Наибольшее количество про-
лиферирующих клеток было при действии IL-2 
на МСК КМ кролика. В то же время IL-2 не ока-
зывал заметного действия на МСК КМ КРС, ци-
токин LIF подавлял жизнеспособность клеток 
КРС, а FGF, напротив, стимулировал. 

Полученные данные свидетельствуют 
о высокой гетерогенности МСК КМ, выделен-
ных у разных видов млекопитающих, и наличии 
определенных видоспецифичных особенностях 
по характеристикам пролиферации, межклеточ-
ным взаимодействиям, реакции на действие таких 
регуляторных факторов пролиферации, как IL-2, 
LIF и FGF. 

Особый интерес представляет ответ МСК 
исследованных видов на обработку клеточных 
популяций LIF, поскольку этот фактор широко 
используется при инкубации и МСК, и эмбри-
ональных стволовых клеток (ЭСК) различного 
происхождения в целях поддержания клеточно-
го деления и недифференцированного состояния 
клеток. Для того, чтобы оценить возможные мета-
болические пути и генные системы, участвующие 
в формировании ответа стволовых клеток на воз-
действия LIF, выполнен анализ кариотипиической 
изменчивости сублиний ЭСК линии R1, получен-
ной из примордиальных эмбриональных клеток 
мышей потомства скрещивания 129/Sv x 129/Sv-
CP [16] для использования в различных экспери-
ментальных моделях. С самого начала их изучения 
было установлено, что эти клетки плюрипотентны 
и после введения в бластоцисту реципиента фор-
мируют химеры с высокой эффективностью. 

Кариотипическую изменчивость исследо-
вали у сублиний ЭСК R1 (обозначенных по мере 
удаленности от исходной популяции как R1.5, 
R1.7 и R1.10 [3] и пяти популяций этих же кле-
ток после трансфекции плазмидным вектором 
pcDNA3 со встроенным геном lif (см. Материалы 
и методы)). Две популяции трансфицированных 
клеток (R1.2.1. и R1.2.2.) являются клональны-
ми потомками одной колонии (R1.2), три осталь-
ных – R1.3.6, R1.3.8. и R1.3.9. –другой трансфи-
цированной колонии (R1.3). В результате выпол-
ненных исследований получены следующие дан-
ные (табл.1). 

Судя по полученным данным (табл. 1), 
и сублинии R1, и трансфицированные популяции 
характеризуются широким диапазоном цитоге-
неических аномалий. К наиболее неблагополуч-
ным популяциям по частоте встречаемости таких 
аномалий, как робертсоновские слияния, хромо-
сомные абберации, асинхронность расщепления 
центромер хромосом относятся трансфицирован-
ные lif R1.2.1 и R1.2.2. У них также относительно 
понижен митотический индекс и частота встреча-
емости спонтанного G-бендинга. 
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Наличие спонтанного G-бендинга позволяет 
построить кариограммы клеток и оценить пред-
ставленность в них индивидуальных хромосом 
у исходных сублиний R1 – R1№№ 5, 7, 10 (табл.2). 

У клеток всех трех сублиний наблюдается 
избыток хромосом 8, 19 и иногда хромосомы 15, 
чаще всего в составе робертсоновских транслока-
ций 8;15 (табл.2).

Кариограммы клеток трансфицированных 
популяций отличаются от сублиний увеличением 
избыточности этих же хромосом, особенно хро-
мосомы 8 (табл.3).

Трисомия по хромосоме 8 является неред-
ким событием в ЭСК клетках, происходящих 
от лабораторной линии мышей 129/Sv или ее су-
блиний [20, 21]. Другая распространенная хро-
мосомная аномалия в этих клетках  – трисомия 
по хромосоме 11 [22]. Наличие трисомии по хро-
мосоме 11 ранее было описано в полученных 
от мышей линии C3H перевиваемых тератомах 
и в производных от них эмбриоидных телах [23]. 
Следует отметить, что одной из характеристик 
лабораторной линии мышей 129/Sv является вы-
сокая предрасположенность самцов этой линии 
к формированию спонтанных тератокарционом 
(Каталог линий мышей, http//www.jax.org).

В общем, складывается впечатление, 
что трисомия по этим двум хромосомам – 8 и 11 – 
достаточно распространенное явление в стволо-
вых эмбриональных клеточных линиях мышей, 
причем, как правило, в каждом из рассмотренных 
случаев обнаруживается трисомия либо хромосо-
мы 8, либо хромосомы 11, но не обеих вместе. 

К настоящему времени становятся очевид-
ными причины, приводящие к трисомии хромо-
сомы 11 в ЭСК, сохранение плюрипотентности 
которых облигатно зависит от присутствия цито-
кинов, в частности, фактора ингибирования лейке-
мии (LIF). Так, в исследованиях [24] представлены 
убедительные данные о том, что трисомия по хро-
мосоме 11 наблюдается как результат селекции 
клеточных клонов на сохранение плюрипотент-
ности и пролиферации, поскольку в этой хромо-
соме локализован ген stat3 – главный ген, продукт 
которого ответственен за передачу сигнала и акти-
вацию транскрипции в результате действия ряда 
цитокинов, в том числе и LIF. То есть, увеличение 
частот встречаемости клеток с трисомией по хро-
мосоме 11 является результатом селекции, кото-
рую проводят с ЭСК в культуральных условиях 
с LIF в целях сохранения ими плюрипотентности. 

Известно, что LIF реализует свое действие 
на сохранение плюрипотентности ЭСК через ин-
дукцию димеризации gp130, что включает его 
фосфорилирование и дальнейшую передачу сиг-
нала через, в основном, два основных пути – ак-
тивацию Ras-зависимых протеинкиназ (MAPK 
путь) и JAK-STAT активацию [25]. Имеется три 
гена jak, локализованные в хромосомах 4, 8 и 19, 
и 7 генов STAT, локализованных в хромосомах 1 
(два гена), 10 (два гена) и 11 (три гена). В то же 
время, обнаружено, что эффекты именно цитоки-
на LIF реализуются через активацию гена jak3, 
локализованного в хромосоме 8, и stat-3, локали-
зованного в хромосоме 11 [26,27]. 

Таким образом, можно ожидать, что в ре-
зультате селекции на сохранение плюрипотент-
ности и пролиферативной активности в условиях 
инкубации ЭСК клеток с LIF сходные эффекты 
могут достигаться как при увеличении копийно-
сти хромосомы 11 (несущей stat-3 ген), так и хро-
мосомы 8 (несущей jak3), поскольку эти два гена 
принадлежат к одному и тому же каскаду собы-
тий, индуцируемому цитокином LIF. Интересно 
отметить, что в хромосоме 19, копийность ко-
торой также увеличена в клетках R.1.5. и R.1.10 
(табл.2), находится ген jak2, участвующий в акти-
вации генов stat3 и stat5, локализованных в хро-
мосоме 11 [27]. 

То есть, повышение «чувствительности» 
этого каскада, опосредующего действие на ядро 
цитокина LIF, может достигаться как увеличе-
нием количества копий одного гена (stat-3), так 
и другого (jak3). В хромосоме 8 локализована 
одна из протеинкиназ МАРК пути, МКК7. Из 
этого следует, что при увеличении копийности 
хромосомы 8 может увеличиваться активность 
и каскада событий, связанных с путем МАРК. 

Общим для всех проанализированных по-
пуляций ЭСК мыши было наличие РБ 8;15 (табл. 
2, 3). Трисомия по хромосомам 8 и 15 может ле-
жать в основе отбора стволовых клеток на уве-
личение количества копий локализованных в них 
генов MAPK- и JAK/STAT путей, через которые 
реализуется действие цитокина LIF. В хромосоме 
15, кроме протеинкиназ MAPK-пути (MAPK11 
и MAPK12), локализован ген сепаразы esp1 
[28] – ключевой протеазы, определяющей разде-
ление хроматид в конце метафазы [29]. Поэтому 
трисомия по хромосомам 8 и 15 может ускорять 
кариотипическую эволюцию ЭСК за счет форми-
рования в отдельных клонах уникальных сочета-
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Таблица 1. Цитогенетические аномалии в популяциях эмбриональных стволовых клеток линии R1 (R1.5, R1.7 и 
R1.10) и в потомстве двух lif-трансфицированных колоний (R1.2.1, R1.2.2 и R1.3.6, R1.3.8, R1.3.9).

Table 1. Cytogenetic abnormalities in populations of R1(R1.5, R1.7 и R1.10) embryonic stem cell lines and in the 
offspring of two lif-transfected colonies (R1.2.1, R1.2.2 and R1.3.6, R1.3.8, R1.3.9).

Популяции 
клеток линии 
R1/ R1 cell line 

population

Кол-во 
метафаз/ No. 
of metaphases

А1
%

А2
%

РБ
%

ХА
%

АРЦХ
%

П, 
%

G-band
%

На 1000 клеток/
Per 1000 cells

МИ ДЯ МЯ А

R1.2.1 60 71,7 35,7 23,3 15,0, 18,3 11,7 11,7 7,0 3,3 1,3 1,0
R1.2.2 45 66,7 31,3 26,7 35,6 15,6 6,7 22,2 3,7 2,7 1,3 0,7
среднее/ 
average: 69,2±2,5 33,5±2,2 25,0±1,7 25,3± 0,3 16,9±1,4 9,2 ±2,5 17,0 ±5,0* 5,4 ± 1,7 3,0 ± 0,3 1,3 ±0 0,9 ± 0,2

R1.3.6 100 77,0 46,7 6,0 4,0 2,0 6,0 23,0 20,0 2,0 1,7 0,3
R1.3.8 100 77,0 32,0 17,0 3,0 6,0 6,0 28,0 5,3 1,0 1,3 0,7
R1.3.9 25 76,0 28,6 4,0 0 8,0 4,0 24,0 3,0 3,0 2,0 1,0
среднее/ 
average: 76,7±0,3 35,8±5,6 9,0 ±4,0 2,3 

±1,2*** 5,3 ± 1,8** 5,3 ±0,7 25,0 ±2,0* 9,4 ± 5,3 2,0 ± 0,6 1,7 ± 0,2 0,7 ± 0,2

R1.5 100 90,0 14,3 11,0 17,0 2,0 4,0 51,0 6,3 2,3 1,0 0
R1.7 100 67,0 35,9 11,0 3,0 2,0 8,0 55,0 16,0 2,0 1,3 0,7
R1.10 60 76,7 47,8 8,3 10,0 5,0 5,0 41,7 11,5 2,5 1,5 0,5
среднее/ 
average: 77,9±6,7 32,6±9,8 10,1± 0,9*** 10,0±4,0 3,0± 

1,0*** 5,6 ± 1,2 49,3±4,0 11,3 ± 
2,8 2,3 ± 0,1 1,3 ± 0,1 0,4 ± 0,2

(*) – Р<0,05; (**) – Р<0,01; (***) – Р<0,001.

Примечание: А1 и А2 – анеуплоидные клетки 2n±6 и 2n±1 хромосомы /aneuploidy cells with 2n±6 и 2n±1 chromosomes; РБ – робертсоновские слия-
ния /Robertsonian translocations; ХА – хромосомные аберрации /chromosomal aberrations; АРЦХ – асинхронность расщепления центромер хромосом /
asynchrony of chromosome centromere splitting; П – полиплоиды/ polyploids; G-band – метафазы со спонтанным G-бендингом /metaphase with spontaneous 
G-bending; МИ – митотический индекс /mitotic index; ДЯ – двуядерные клетки /binucleated cells; МЯ – одноядерные клетки с микроядрами /mononuclear 
cells with micronucleus; А – апоптозные клетки /apoptotic cells

Таблица 2. Кариотипы метафаз со спонтанно дифференциально окрашенными хромосомами (G-бендинг) 
у клеточных сублиний ES R.1. №№ 5, 7 и 10

Table 2. Karyotypes of metaphases with spontaneously differentially stained chromosomes (G-banding) in ES R.1. 
cell sublines #5, #7, and #10

Клеточная 
популяция/
Метафазы/

Cell 
population/ 
Metaphases

Количество / 
Number of Робертсоновские 

транслокации/ 
Robertsonian 
translocations

Избыток 
хромосомного 

материала с учетом 
РБ/ Chromosomal 

material excess 
including ROBs

Дефицит 
хромосом/ 

Chromosome 
deficiencyхромосом/ 

chromosomes
плеч/ 
arms

R.1.5.
1 40 41 8;19 8, 19 Y
2 41 42 11;18 8, 18 -
3 40 41 8:15 8 -
4 42 47 8;19, 17;19, 19;Х, 19;19 8, 19,19, 19, 19, 19 -
5 40 41 8;8 8, 8 Y
R.1.7.
1 38 39 8;19 8 13, 18
2 40 41 8;8 8, 8 13
3 38 39 8;19 - 13
4 40 41 8;17 8 -
5 40 41 13;14 8 -
R.1.10.

1 39 44 2;Х, 4;10, 8;17, 14;16, 
19;19, 8, 14, 16, 19, 19 13

2 40 48 4;6, 5;19, 8;16, 8;17, 8;15, 
9;13, 11;16, 17;19

4, 6, 8, 8, 15, 16, 17, 
19, 19 5

3 38 40 8;8, 19;X 8, 8, 19 13, 17, 18
4 37 40 8;8, 18;19, 19;19 8, 8, 19, 19 10, 16, 17, 18
5 40 44 8;8, 8;16, 8;19, 16;17 8, 8, 8, 16, 19, 19 14, 15
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ний копий генетических материалов хромосом 
(генных балансов). 

Таким образом, полученные данные свиде-
тельствуют о том, что экспрессирующийся ген lif 
способствует селекции клеточных клонов с увели-
ченной копийностью материала хромосом 8, 19, 
последующему образованию новых робертсонов-
ских транслокаций и, соответственно, изменениям 
генного баланса локализованных в них генов.

В хромосоме 15 домовой мыши локали-
зован также ген myc  – классический индуктор 
клеточной пролиферации. Обнаружено, что уве-
личение экспрессии генов stat3 и myc является 
универсальным ответом на разные варианты 
индукции пролиферации клеток, в том числе 
и лизатом тромбоцитов [30]. То есть, выявлен-
ное нами увеличение копийности в клетках ЭСК 
R1 хромосом 8, робертсоновская транслокация 

Таблица 3. Кариотипы метафаз со спонтанно дифференциально окрашенными 
хромосомами (G-бендинг) у клеточных популяций ЭСК R.1.2.2. и R.1.3.6, R.1.3.8.

Table 3. Karyotypes of metaphases with spontaneously differentially stained 
chromosomes (G-banding) in ESC cell populations R.1.2.2. and R.1.3.6, R.1.3.8.

Клеточная 
популяция/
Метафазы/ 

Cell 
population/ 
Metaphases

Количество / Number of
Робертсо-
новские 

транслокации/ 
Robertsonian 
translocations

Избыток 
хромосомного 
материала с 
учетом РБ/ 

Chromosomal 
material excess 
including ROBs

Дефицит 
хромосом/ 

Chromosome 
deficiency

хромосом/ 
chromosomes

плеч/
arms

R.1.2.2.

1 42 46 8;8, 8:11, 12;16, 
18;19

8, 8, 8, 11, 13, 
15, 16 17

2 41 42 8;8, 10;18 8, 8 -
3 41 43 6;8, 8;8 8,8,8 -
4 42 43 8;8 8, 8, 16 -
5 36 37 8;8 8 7, 11, 12, 15
6 39 40 8;18, 8;19 8, 8 13
R.1.3.6.
1 40 42 8;17, 19;X 8, 19 -

2 43 47 4;17, 8;19, 8;17, 
18;19

8, 8, 17,17, 18, 
19, 19 -

3 40 43 4;8, 4;11, 19;X 8, 8, 11, 19 9

4 41 45 3;8, 8;15, 10;17, 
19;X 8, 8, 15, 17, 19 -

5 41 42 8;19 8, 19 -
R.1.3.8.

1 39 43 8;8, 8;17, 16;17, 
19;X 8, 8, 8 -

2 39 42 8;8, 6;8, 9;19 8, 8, 8 18

3 40 47
4;9, 4;9, 8;15, 
8;16; 17;19, 
19;19, 19;X

8, 9, 9, 15, 19, 
19, 19 -

4 39 40 8;8 8, 8 19, Y

5 27 30 4;8, 8;8, 19;X 8, 8, 8, 19

6, 9, 10, 11, 
11, 13, 13, 14, 
15, 16, 16, 17, 
18, Y

6 36 39 1;8, 9;19, 19;X 8, 19 3, 13, 14
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8;15 могут быть ассоциированы с универсаль-
ным ускорением пролиферации клеток в ответ 
на введение в культуральную среду широкого 
спектра регуляторов клеточного деления, в том 
числе LIF. 

По-видимому, кариотипическая нестабиль-
ность линии R1 в условиях культуры in vitro яв-
ляется результатом отбора клеток с избыточным 
количеством копий хромосом с локализованными 
в них генами – посредниками действия цитоки-
на LIF, основного регулятора плюрипотентного 
состояния R1. Клетки с трисомией по хромосо-
мам, в которых локализованы такие гены, так же 
как и соответствующие робертсоновские трансло-
кации, будут в первую очередь подхватываться 
отбором, поскольку повышается их «чувствитель-
ность» к цитокину LIF. В тех же хромосомах ло-
кализованы гены, контролирующие расхождение 
хромосом по дочерним клеткам. Соответственно, 
их копийность будет тоже увеличиваться, что при-
ведет к дальнейшему нарушению нормального 
прохождения митоза и накоплению в популяции 
клеток с широким спектром сочетаний «трисо-
мий» по генетическому содержанию разных хро-
мосом. 

В популяционной генетике такая схема пас-
сивного вовлечения в отбор генов, сцепленных 
с локусами, которые являются мишенями селек-
ции, достаточно давно известна как «путеше-
ствие автостопом» (hitch-hike). Судя по данным 
цитогенетического анализа, такие же механизмы 
реализуется и в кариотипической эволюции ЭСК 
мыши. Одним из ее признаков служит появление 
в ЭСК робертсоновских транслокаций, что сразу 
же может ускорить хромосомную изменчивость 
внутри клеточных клонов, если партнером по та-
кой транслокации является хромосома 15, ген се-
паразы которой прямо участвует в контроле рас-
хождения хроматид в конце метафазы. 

Заключение
Полилокусность контроля клеточной про-

лиферации, вовлеченность в него различных ген-
ных сетей может объяснить определенную видо- 
и органоспецифичность успешности выделения 
и пассирования МСК разного происхождения, 
наблюдаемые во многих исследованиях, в том 
числе и в наших собственных. Можно ожидать, 
что разработка методов контроля и индукции экс-
прессии некоторых генов, таких как stat-3, jak3, 
myc может способствовать усовершенствованию 

и унификации условий культивирования МСК, 
выделенных из разных органов и тканей у видов 
млекопитающих. 
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HETEROGENEITY OF MAMMALIAN MESENCHYMAL STEM CELLS
Heterogeneity of mammalian MSCs

V.I. Glazko, G.Yu. Kosovsky*, T.T. Glazko

Federal State Budget Scientific Institute «Scientific Research Institute of Fur – Bearing Animal Breeding and 
Rabbit Breeding named after V.A. Afanas`ev» 
Russia, 140143, 6, ul. Trudovaya, pos. Rodniki, Ramenskii r-n, Moskovskaya oblast 
*e-mail: niipzk@mail.ru

A comparative analysis of the mesenchymal stem cell (MSCs) phenotypic characteristics isolated from the 
bone marrow (BM) of a number of mammalian species was carried out. Certain species-specific differences in 
the characteristics of the proliferation of BM MSCs were revealed; the slowest rates of population growth were 
observed in MSCs of BM rats, and single cells with spontaneous osteogenic differentiation were found between 
them (small calcifications were stained with alizarin red) without induction. It was assumed that such differences 
are due to the fact that in mouse-like rodents, MSCs are relatively more heterogeneous since they are isolated from 
the entire tibia and in larger mammals only from the epiphyses. However, there is evidence in the literature that 
such spontaneous osteogenic differentiation was detected in single cells in human MSCM populations immortalized 
by the genes of the monkey virus SV40LT and telomerase (hTERT). It is concluded that the induction of cellular 
differentiation can contribute to the selection of single cells available before treatment with increased differentiation 
potential. MSCs of BM differ in different origins and in sensitivity to regulators of cell proliferation, in particular 
to leukemia inhibitory factor (LIF), which induces multilayered growth of MSCs of BM in rabbits and cattle, but 
with different time rates. In order to clarify the possible genetic basis of the cell response to LIF, the karyotypic 
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variability of the embryonic stem cell (ESC) line R1, created by Nagy A., the preservation of pluripotency and the 
rate of cell division of which depend on LIF (R1 cell populations were provided for research by Doctor of Biological 
Sciences, Professor Mezhevikina L.M.) were carried out. It was found that the sublines of R1 are characterized by 
an increase in the copyicity of chromosomes 8, 19, and the presence of Roberson translocations 8;15. The additional 
introduction of the LIF-expressing construct into the cells led to an increase in the copies of the listed chromosomes. 
These chromosomes contain key genes of metabolic pathways regulating the rate of cell division and mitosis, such 
as, in particular, stat3, jak3, and myc. According to literature data, the increased expression of stat3, myc genes in 
human MSCs during induction of their proliferation by platelet lysate indicates the entry of these genes into the 
universal block of key regulators of cell proliferation in MSCs, ESCs of various origins. It can be expected that 
the development of methods for controlling and inducing the expression of certain genes, such as stat-3, jak3,and 
myc, can contribute to the improvement and unification of the conditions for the cultivation of MSCs isolated from 
different organs and tissues in mammalian species.

Keywords: mesenchymal stem cells, bone marrow, culturing, stat-3, jak3, myc.
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