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РЕФЕРАТ

Цель. Анализ скорости роста культур мезенхимных стро-
мальных клеток (МСК) в зависимости от количества аль-
дегиддегидрогеназа-положительных (ALDH+) клеток.
Материалы и методы. Исследованы культуры мезен-
химных клеток костного мозга 10  доноров (5  мужчин 
и 5  женщин) с медианой возраста 34,5  года (диапазон 
14–38 лет). Ядросодержащие клетки из миеловзвеси вы-
деляли путем центрифугирования на градиенте плотно-
сти. МСК культивировали по общепринятому протоколу 
с использованием богатой тромбоцитами донорской 
плазмы. Идентификацию клеток стромы и подсчет коли-
чества клеток ALDH+ осуществляли методом лазерной 
проточной цитометрии согласно критериям Междуна-
родного общества клеточной терапии.
Результаты. Скорость роста культур МСК и количество 
клеток ALDH+ максимальные при первичном посеве 
и пассаже № 1 и статистически значимо снижаются к пас-
сажу № 3. Обнаружена зависимость скорости роста куль-
тур МСК от количества клеток ALDH+. С увеличением 
возраста донора снижается скорость роста культуры МСК 
и содержание клеток ALDH+ в строме костного мозга.
Заключение. Полученные данные свидетельствуют 
о взаимосвязи между скоростью роста культуры МСК 
костного мозга, возрастом донора и количеством кле-
ток ALDH+. Установлено, что клетки, экспрессирующие 
ALDH, обеспечивают самоподдержание популяции МСК. 
Исходя из полученных результатов, мы предполагаем, 
что изученный маркер ALDH может служить объектив-
ным критерием принадлежности мезенхимных клеточных 
элементов к категории ранних клеток-предшественниц.
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ABSTRACT

Aim. To analyze the growth rate of mesenchymal stromal 
cell (MSC) culture depending on the aldehyde dehydroge-
nase-positive (ALDH+) cell count.
Materials & Methods. The study involved bone marrow 
mesenchymal cell cultures of 10 donors (5 men and 5 wom-
en) with median age of 34.5 years (range 14–38 years). Nu-
cleated cells were obtained by density gradient centrifuga-
tion. MSCs were cultivated according to the conventional 
protocol using platelet-rich donor plasma. Stromal cell iden-
tifi cation and ALDH+ cell counting were performed by laser 
fl ow cytometry according to the criteria of the International 
Society for Cell Therapy.
Results. The growth rate of MSC cultures and ALDH+ cell 
counts are maximum at primary and passage No. 1, becom-
ing signifi cantly lower by passage No. 3. The relationship 
between MSC culture growth rate and ALDH+ cell count 
was revealed. The older the donor, the lower MSC culture 
growth rate and ALDH+ cell count in bone marrow stroma.
Conclusion. The data obtained indicate the relationship be-
tween bone marrow MSC culture growth rate, donor’s age, 
and ALDH+ cell count. ALDH-expressing cells proved to 
confer MSC population renewal. Based on the results ac-
quired, we assume that the studied ALDH marker can serve 
as an objective criterion for placing mesenchymal cell ele-
ments into the category of early progenitor cells.
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ВВЕДЕНИЕ

В костном мозге представлены два основных вида 

стволовых клеток: гемопоэтические и мезенхимные. 

Последние представляют собой популяцию плюрипо-

тентных клеток, способных дифференцироваться в на-

правлении хондроцитов, остеобластов, адипоцитов 

и ряда других клеток соединительной ткани [1, 2].

Международным обществом клеточной терапии 

(ISCT) сформулированы критерии идентификации 

мезенхимных стромальных клеток (МСК). Согласно 

данным критериям, МСК проявляют адгезию к пла-

стику при стандартных условиях культивирования, 

имеют определенный набор поверхностных анти-

генов [2, 3], а также обладают полипотентностью.

В настоящее время активно изучается иерархия 

мезенхимного отдела стромы костного мозга [4, 5]. 

Установлено наличие в строме ранних мезенхимных 

клеток-предшественниц с высоким пролиферативным 

потенциалом, обеспечивающих самоподдержание по-

пуляции. Такие клетки принято называть стволовыми. 

Однако до настоящего времени не определены имму-

нологические маркеры, которые позволили бы иден-

тифицировать прогениторные элементы мезенхимной 

природы. Известно, что универсальным свойством 

ранних клеток-предшественниц различного тканевого 

происхождения является резистентность к действию 

алкилирующих агентов (циклофосфамида и его про-

изводных) [5–8]. Указанное свойство обеспечивается 

наличием в клетках альдегиддегидрогеназы (ALDH) 

[6–8]. Экспрессия ALDH высокая в жизнеспособных 

клетках-предшественницах различных линий, включая 

гемопоэтические, эндотелиальные, мезенхимные 

и нейральные [9–12]. В исследованиях последних лет 

показана стволовая природа мезенхимных клеток жи-

ровой ткани [13], вартонова студня пуповины [14], кожи 

[15], экспрессирующих ALDH. В то же время практически 

отсутствуют данные о количестве и динамике содер-

жания ALDH-позитивных (ALDH+) элементов в культуре 

МСК костного мозга доноров и возможной взаимосвязи 

с показателями скорости роста культуры.

Цель исследования — анализ скорости роста 

культур МСК в зависимости от количества клеток ALDH+.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве источника МСК использовали костный 

мозг 10 доноров (5 мужчин и 5 женщин), полученный 

при миелоэксфузии. Возраст доноров варьировал 

от 14 до 38 лет (медиана 34,5 года). Выделение 

фракции мононуклеаров осуществляли путем фрак-

ционирования на градиенте плотности Lympholyte 

Cedarlane (плотность 1,077 при температуре 22 °С). 

МСК культивировали по общепринятому протоколу 

в среде aMEM (StemCell Technologies, Канада) с добав-

лением 4 % донорской плазмы, обогащенной тром-

боцитами [16, 17], 2 ммоль/л L-глутамина (StemCell 

Technologies, Канада) и 2 ед./мл гепарина (Sigma, США) 

при температуре 37 °C в атмосфере 5%-го углекислого 

газа. Выделенные миелокариоциты вносили в куль-

туральные флаконы Corning  (T-150 см
2
) в рабочем 

разведении 4–5 × 10
4
/см

2
 площади флакона (пер-

вичный посев, или Р0). Через 2–3 дня осуществляли 

отмывание неприкрепленных клеток и смену среды. 

После формирования конфлюэнтного монослоя 

клетки обрабатывали трипсином (StemCell Technol-

ogies, Канада). При последующих пассажах (Р1–Р3) 

мезенхимные клетки рассаживали с плотностью 

1,5–2,0 × 10
3
/см

2
 площади флакона.

При каждом пассаже определяли время дости-

жения культурой конфлюэнтного монослоя (степень 

покрытия флакона 90–95 %), на пассажах № 1–3 рас-

считывали время удвоения клеток по формуле:

T(1/2)
 = Tк ×

ln 2

ln
Nк

N0

 
,

где T
1/2

 — время удвоения; Т
к
 — длительность куль-

тивирования (ч); ln — натуральный логарифм; N
к
 — 

количество полученных клеток; N
0
 — количество 

посеянных клеток.

МСК идентифицировали согласно критериям 

ISCT: адгезия к пластику веретеновидных клеток, 

наличие иммунологических маркеров CD44, CD105, 

CD73 и CD90, отсутствие экспрессии CD34, CD31, 

CD45, CD117, CD133 и HLA-DR. Иммунофенотип куль-

туры МСК, а также количество клеток ALDH+ опре-

деляли методом проточной цитометрии с помощью 

лазерного проточного цитофлюориметра FACS Canto 

II. Панель реагентов включала в себя монокло-

нальные антитела к указанным иммунологическим 

маркерам (набор Human MSC Analysis Kit компании 

BD Biosciences, США).

При сравнении результатов применяли непараме-

трический критерий Уилкоксона, коэффициент кор-

реляции Пирсона. Значения р < 0,05 рассматривали 

как статистически значимые.
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РЕЗУЛЬТАТЫ

По светооптическим характеристикам МСК на всех 

этапах культивирования (Р0–Р3) представляли собой 

однородную популяцию крупных клеток, имеющих 

веретеновидную форму. При анализе иммунофено-

типа клеток культуры отмечена экспрессия в высокой 

степени таких маркеров, как CD90 (82,9 ± 17,1 %), 

CD73 (78,2 ± 17,2 %), CD44 (74,8 ± 22,7 %), меньшая 

степень экспрессии CD105 (19,3 ± 10,2 %). При оценке 

первичного посева уровень примеси гемопоэтиче-

ских стволовых клеток (CD34+) составил 3,5 ± 1,8 % 

от общего количества клеток, а к концу пассажа 

№ 1 данный показатель снизился до 0,02–0,05 %. Ана-

логично выявлено снижение экспрессии антигенов 

гистосовместимости HLА класса II к 2–3 пересевам 

(≤ 0,5 %). Полученные в процессе культивирования 

клеточные элементы практически не экспрессиро-

вали маркеры CD31 (0–6,3 %), CD45 (0–5,2 %), CD117 

(0–2,6 %) и CD133 (0,2–3,8 %).

Степень экспрессии основных иммунологических 

маркеров культур МСК соответствует данным, пред-

ставленным в литературе [2, 3]. Кроме того, иммуно-

фенотипическая характеристика МСК не изменялась 

на протяжении четырех пассажей. По иммунологиче-

ским характеристикам культуры пластик-адгезивных 

клеток можно расценивать как мезенхимные с ми-

нимальной примесью гемопоэтических элементов. 

В связи с этим при определении количества клеток, 

экспрессирующих ALDH, можно пренебречь примесью 

гемопоэтических элементов.

Известно, что время достижения клетками пер-

вичного посева конфлюэнтного монослоя косвенно 

отражает количество мезенхимных стволовых эле-

ментов [18]. Время достижения степени 90–95%-го 

покрытия клетками поверхности флакона варьи-

ровало от 8 (пассаж № 1) до 15 дней (пассаж № 3). 

Динамика сроков достижения монослоя в процессе 

культивирования МСК представлена на рис. 1.

В целом указанные временныʹе характеристики 

роста МСК костного мозга доноров соответствуют 

данным, представленным в литературе [18, 19]. 

Однако длительность каждого пассажа в какой-то 

мере зависит от плотности посева, т. е. количества 

клеток, внесенных в культуру. Для более полной 

характеристики пролиферативного потенциала МСК 

мы определили время удвоения культуры, не зави-

сящее от количества взятых на посев клеток, а также 

изучили взаимосвязь между параметрами скорости 

роста культуры МСК и числом клеток, экспрессиру-

ющих ALDH (табл. 1).

Рис. 1. Динамика сроков достижения конфлюэнтного монослоя 
на протяжении 3 пассажей (Р1–Р3)

Fig. 1. The progress in attainment of monolayer confl uency within 3 
passages (Р1–Р3)

Таблица 1. Показатели скорости роста культуры и содержания мезенхимных клеток ALDH+

Показатель

Пассаж

Первичный посев 

(n = 10) № 1 (n = 10) № 2 (n = 10) № 3 (n = 10)

Время достижения конфлюэнтного монослоя, дни 10–16 (медиана 13) 8–13 (медиана 9) 8–14 (медиана 11) 8–18 (медиана 14)
Время удвоения культуры, ч — 59,9 ± 18,5 77,0 ± 12,7 106,6 ± 19,2
Относительное содержание клеток ALDH+, % 63,9 ± 21,7 59,2 ± 18,0 38,0 ± 4,4 28,2 ± 10,7
Абсолютное содержание клеток ALDH+, ×106 45,2 ± 42,8 26,4 ± 22,0 8,4 ± 1,7 11,47 ± 2,9

Отмечена тенденция к увеличению времени 

удвоения количества клеток с 59,9 ± 18,5 (пассаж № 1) 

до 106,6 ± 19,2 ч (пассаж № 3), что свидетельствует 

о снижении пролиферативной активности МСК и ста-

рении культуры [20]. Выявленное снижение скорости 

роста оказалось статистически значимым (критерий 

Уилкоксона, p < 0,05). Корреляционный анализ показал 

прямую зависимость между возрастом донора и вре-

менем удвоения культуры (коэффициент Пирсона, 

r = 0,6 для Р1, r = 0,76 для Р2, r = 0,83 для Р3), т. е. чем 

старше донор, костный мозг которого  использован 

для получения культуры МСК, тем ниже скорость 

роста клеток.

Установлено статистически значимое умень-

шение как относительного содержания клеток 

ALDH+ (с 59,2 ± 18,0 % в продукте Р1 до 28,2 ± 10,7 % 

в суспензии клеток Р3; критерий Уилкоксона, 

p < 0,05), так и их абсолютного количества (от 

16,7–112,6 × 10
6
 в продукте первичного посева 

до 3,4–30,0 × 10
6
 в концентрате клеток на пассаже 
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Рис.  2. Динамика количества клеток ALDH+ на протяжении 
4 пассажей (Р0–Р3)

Fig. 2. ALDH+ cell count changes within 4 passages (Р0–Р3)

Таблица 2. Показатели скорости роста культур мезенхимных 
клеток в зависимости от плотности посева клеток ALDH+

Плотность посева 

 ( количество 

клеток ALDH+/см2)

Время удвоения 

культуры, ч

Время достижения 

конфлюэнтного 

монослоя, дни

> 500 (n = 30) 38,0–117,9 (медиана 60,8) 8–14 (медиана 9)
≤ 500 (n = 10) 49,5–133,6 (медиана 94,5) 8–18 (медиана 14)

донор № 5

донор № 4

донор № 3

донор № 2

донор № 1

донор № 10
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Ч
и
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л

е
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к
 A

L
D

H
+

, 
×

10
6

120,0

100,0

80,0

60,0

40,0

20,0

0

№ 3). Различия статистически значимы (критерий 

Уилкоксона, p < 0,05). Существенные отличия 

в количестве выделенных ALDH+ МСК на каждом 

пассаже связаны с возрастом доноров. Так, при со-

поставлении количества ALDH+ МСК, полученных 

в результате первичного посева, с возрастом донора 

установлена обратная корреляционная зависи-

мость: чем старше донор, тем меньшее количество 

ALDH+ МСК может быть выделено (коэффициент 

корреляции Пирсона, r = –0,76).

Динамика количества клеток ALDH+ на протя-

жении 3 пассажей представлена на рис. 2.

На рис. 1 и 2 видно, что снижение абсолютного 

числа клеток ALDH+ сопровождается уменьшением 

скорости роста культуры (увеличивается время до-

стижения монослоя). Установлено, что скорость роста 

культуры МСК зависит от содержания клеток ALDH+. 

Коэффициент корреляции Пирсона r между количе-

ством ALDH+ МСК, внесенных в культуру на пассажах 

№ 1–3, и временем удвоения клеток на данных 

пассажах составил –0,67; между содержанием клеток 

ALDH+, нормированным на единицу площади культу-

рального флакона, и временем достижения клетками 

конфлюэнтного монослоя r = –0,61. Таким образом, 

клетки, обладающие активностью ALDH, обеспечи-

вают самоподдержание популяции МСК.

Проведен корреляционный анализ между содер-

жанием клеток ALDH+, полученных с первичного по-

сева, и сроком достижения конфлюэнтного монослоя 

(r = –0,66), между количеством указанных клеточных 

элементов, внесенных в культуру на пассажах № 1–3, 

и временем удвоения клеток на данных пассажах 

(r = –0,67), а также между числом клеток ALDH+, 

нормированным на единицу площади культураль-

ного флакона, и временем достижения клетками 

конфлюэнтного монослоя (r = –0,61). Установлено, 

что скорость роста культуры МСК зависит от количе-

ства клеток ALDH+. С учетом определения стволовых 

клеток как элементов, обеспечивающих самоподдер-

жание популяции [21], а также сильной зависимости 

между показателями скорости роста культуры и ко-

личеством клеток, экспрессирующих ALDH, можно 

предположить, что указанный фермент специфически 

маркирует ранние клетки-предшественницы, зани-

мающие 1–2-й класс в структуре мезенхимной ниши 

в строме костного мозга [4, 5]. Мы изучили скорость 

роста культуры МСК при различной плотности посева 

клеток, экспрессирующих ALDH (табл. 2).

Из данных, приведенных в табл. 2, следует, 

что расчет плотности посева по содержанию ALDH+ 

МСК позволяет определить оптимальное количество 

клеток, необходимое для пересева, и сократить время 

удвоения культуры с 94,5 до 60,8 ч, а сроки достижения 

90–95%-й конфлюэнтности — с 14 до 9 дней. Различия 

статистически значимы (p < 0,05). Рекомендуемое 

нами количество ALDH+ МСК для осуществления пас-

сажа — более 500/см
2
 площади флакона. Определение 

содержания ALDH+ МСК дает возможность прогнози-

ровать скорость роста культуры и сроки получения 

клеточного продукта.

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящее время стволовые клетки определяют 

как элементы, способные к самообновлению (само-

поддержанию) своей популяции и дифференцировке 

в зрелые клетки, репопулирующие соответствующие 

ткани и органы [21]. В зависимости от типа кле-

ток-предшественниц используют специфические мар-

керы для идентификации, выделения и обогащения 

клеточных популяций. В частности, гемопоэтические 

стволовые клетки могут быть идентифицированы 

по наличию антигенов CD34 и CD133 [22]. В то же 

время высокая ALDH-активность служит универ-

сальным маркером стволовых клеток независимо 

от их линейной принадлежности [23].

ALDH играет ключевую роль в защите клеток-пред-

шественниц от ксенобиотиков, а также в клеточной 

экспансии и их дифференцировке [24–27]. В настоящей 

работе выявлена корреляция показателей скорости 

роста культуры МСК костного мозга, отражающих их 

пролиферативный потенциал, с количеством элементов 

ALDH+, взятых для инициации культуры. Полученные 

нами результаты согласуются с данными M. Najar и соавт. 

[15] о высокой степени экспрессии генов регуляции кле-

точного цикла в МСК, экспрессирующих ALDH.
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Установлено, что с увеличением возраста донора 

пролиферативный потенциал и содержание ALDH+ 

МСК снижаются в равной степени. Это соответствует 

сведениям об уменьшении количества стволовых эле-

ментов в тканях человека с возрастом [28–30]. Исходя 

из полученных результатов, мы предполагаем, что из-

ученный маркер ALDH может служить объективным 

критерием принадлежности клеточных элементов 

к категории ранних клеток-предшественниц.

ВЫВОДЫ

1. ALDH — маркер ранних мезенхимных клеток-пред-

шественниц. Количество клеток, обладающих 

активностью указанного фермента, является объ-

ективным прогностическим критерием скорости 

роста культуры.

2. В костном мозге человека с увеличением возраста 

снижается содержание ALDH+ МСК.

3. Нормирование плотности посева по количеству 

МСК, экспрессирующих ALDH, позволяет оптими-

зировать сроки получения клеточного продукта.
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