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РЕФЕРАТ 

Одно из наиболее развивающихся 
современных направлений регенера-
тивной медицины - терапия стволо-
выми клетками. Каждая такая клетка 
способна к неограниченному или ча-
стично ограниченному самообновле-
нию и образованию нескольких типов 
дифференцированных здоровых по-
томков. Мезенхимные стволовые 

клетки (МСК) являются наиболее подходящими для клеточной терапии. МСК 
обладают следующими положительными свойствами, которые позволяют этим 
клеткам способствовать регенерации аксонов: секреция различных нейротрофи-
ческих факторов и цитокинов, способность дифференцироваться в различных 
направлениях, иммуномодулирующий, противовоспалительный и антиапопто-
тический эффекты. Проведенные нами исследования показали, что первичные 
культуры мезенхимных стволовых клеток (МСК), полученных из жировой тка-
ни и пульпы зуба, обладают сходными морфофенотипическими характеристика-
ми и экспрессируют специфические для МСК маркеры CD44, CD29 и Thy-1. 

Через сутки после посева клеток, прикрепившиеся клетки, полученные 
из жировой ткани, имели вытянутую форму с несколькими отростками, распо-
лагались одиночно или небольшими группами. При дальнейшем культивирова-
нии данные клетки начинали делиться и распластывались по поверхности пла-
стика, увеличивались в размерах. Первичная культура МСК, полученных из 
пульпы зуба, начинала появляться через 5 -10 дней, мигрируя из ферментативно 
вываренной ткани прикрепленной ко дну планшета. Жизнеспособность МСК, 
полученных из жировой ткани и пульпы зуба свиньи, к 3 пассажу составила не 
менее 96%. 

Учитывая полученные результаты при культивировании клеток можно 
ожидать, что при внесении в зону поврежденного сегмента спинного мозга 
клетки-предшественники нейронов, полученные из МСК, будут активно спо-
собствовать регенерации нервной ткани и восстановлению её функционально-
сти.  
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ВВЕДЕНИЕ 
Низкие результаты многих традицион-

ных методов лечения различных заболе-
ваний побуждают науку к поиску наиболее 
эффективных методик терапии.  

Одно из наиболее развивающихся совре-
менных направлений регенеративной медици-
ны - терапия стволовыми клетками. Каждая 
такая клетка способна к неограниченному или 
частично ограниченному самообновлению и 
образованию нескольких типов дифференци-
рованных здоровых потомков. Существуют 
многочисленные источники стволовых клеток, 
включая костный мозг, жировую ткань, мыш-
цы, печень, пуповинную и периферическую 
кровь, а также другие специфические ткани [1, 
2, 3]. 

Мезенхимные стволовые клетки (МСК) 
являются наиболее подходящими для клеточ-
ной терапии. МСК обладают следующими 
положительными свойствами, которые позво-
ляют этим клеткам способствовать регенера-
ции аксонов: секреция различных нейротрофи-
ческих факторов и цитокинов, способность 
дифференцироваться в различных направлени-
ях, иммуномодулирующий, противовоспали-
тельный и антиапоптотический эффекты [4]. 
Популяции МСК были выделены из различ-
ных источников, таких как костный мозг, жи-
ровая ткань, пуповина и периферическая 
кровь, зубные ткани и др. [5, 6]. В настоящее 
время остаются ещё не решенными вопросы, 
касающиеся оптимальных источников получе-
ния МСК, метода выделения, эффективной 
дозы, и способа их трансплантации к очагу 
поражения, решение которых позволит до-
биться значительного улучшения состояния 
пациентов. 
МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВА-
НИЙ 

Эксперименты выполнены на 9 свиньях 
вьетнамской вислобрюхой породы в возрасте 5
-6 месяцев, с массой тела 15-20 кг.  

Содержание и работу с животными прово-
дили в соответствии с требованиями Европей-
ской конвенции о защите позвоночных живот-
ных, используемых для экспериментов или в 
иных научных целях (ETS №123) и закона «О 
ветеринарии РФ». Животных содержали в 
клинике Казанской государственной академии 
ветеринарной медицины им. Н.Э. Баумана в 

соответствии с зооветеринарными требования-
ми. 

Для получения биопсийного материала 
свиней вводили в интубационный наркоз с 
предоперационной подготовкой и адекватным 
обезболиванием. 

Взятие жировой ткани проводили путем 
иссечения лоскута кожи шириной 3 см и длин-
ной 5 см вместе с подкожной клетчаткой из 
подкожной клетчатки в области вентро-
латеральной поверхности шеи. 

Для получения мезенхимальных стволовых 
клеток из пульпы зуба проводили экстракцию 
верхних и нижних резцов – средних и окраек с 
обеих сторон. Для этого проводили лигаменто-
томию и тракцию зуба. 

Подкожную жировую клетчатку и удален-
ные зубы доставляли в лабораторию в сумке–
холодильнике при 4ºС в растворе α-MEM c 
гентамицином в течение 1 часа. 

Выделение, культивирование и фенотипи-
рование МСК из жировой ткани и пульпы зуба 
проводили в лаборатории кафедры генетики 
Казанского Федерального Университета 
(Институт фундаментальной медицины и био-
логии). 

Все манипуляции по выделению МСК из 
жировой ткани и пульпы зуба проводились в 
стерильных условиях при ламинарном токе 
воздуха.  

Жировую ткань подвергали тщательной 
механической гомогенизации, добавляли к ней 
5 мл стерильного 0,9%-ного раствора хлорида 
натрия и проводили трехкратное центрифуги-
рование с дальнейшим отбором солевого рас-
твора и осадка с клетками крови. К полу-
ченному гомогенизату жировой ткани 
добавляли свежеприготовленный сте-
рильный 0,2%-ный раствор коллагеназы 
из печени камчатского краба в стериль-
ном фосфатно-солевом буфере Dulbecco 
без ионов Ca2+ и Mg2+, после чего гомо-
генат инкубировали 60 мин при 37˚С при 
постоянном помешивании на качающейся 
платформе. 

Полученный в результате фермента-
ции раствор вновь центрифугировали 5 
мин при 500g. Полученную стромально-
сосудистую фракцию отмывали от фер-
мента. После двухкратного повторения 
указанного этапа, осуществляли посев 
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клеток на среду содержащую α-MEM, 
дополненной 10% FBS (фетальная теля-
чья сыворотка), 1x GlutaMAX, 100 мкМ L-
аскорбат-2-фосфата, 50 ед/мл пенициллина и 
50 мкг/мл стрептомицина. В процессе культи-
вирования клеток питательные среды меняли 
2 раза в неделю. 

Из полученных зубов свиней выделяли 
пульпу и подвергали ее ферментативному 
расщеплению при помощи коллагеназы I типа 
(3 мг/мл) и диспазы (4 мг/мл) в PBS в течение 
1 часа при 37ºС и 5% СО2. 

Полученный раствор центрифугировали 5 
минут при 200g, супернатант и ферменты уда-
ляли, а оставшиеся клетки культивировали, 
так же как и МСК из жировой ткани.  

Идентификацию клеток проводили мето-
дом световой микроскопии с окраской ядер 
DAPI. Фенотип полученных клеток под-
тверждали методом проточной цитофлу-
ориметрии на аппарате BD Accuri C6, 
проводили оценку экспрессии получен-
ными клетками следующих маркеров: 
CD29, CD44 и Thy-1. 

За культурой осуществляли ежеднев-
ное наблюдение с помощью инвертиро-
ванного микроскопа AxioObserver Z1. 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ И 
ОБСУЖДЕНИЕ 

Как показали проведенные исследова-
ния, через 24 часа после посева, клетки, 
полученные из жировой ткани, были рас-
положены одиночно или небольшими 
группами. На вторые сутки они начинали 
делиться, образуя островки. При этом все 
клетки были схожи морфологически, име-
ли небольшой размер и вытянутую вере-
теновидную форму с несколькими отрост-
ками. 

При дальнейшем культивировании 
клетки увеличивались в размерах, но со-
храняли фибробластоподобную морфоло-
гию. Характерные для МСК параметры, 
культивируемые клетки сохраняли на 
протяжении как минимум 6 пассажей.  

К 5-10-м суткам культивирования 
наблюдали миграцию клеток из пульпы 
зуба на периферию. Вся периферия во-

Рис. 1. Культура МСК первого пассажа: А) из жировой ткани; Б) из пульпы зуба 
(световая микроскопия; масштаб: 100 мкм). 

Источник 
МСК 

CD44 CD29 Thy-1 CD34 CD45 

Жировая 
ткань 

86,7±8,5% 40,0±27% 94,0±4% 0% 1,5±0,5% 

Пульпа зуба 94,0±3% 50,0±11% 80,5±10,5% 0% 3,0±1% 

Таблица 1 
Данные проточной цитофлуориметрии по экспрессии поверхностных антигенов в 

клетках, полученных из жировой ткани и пульпы зуба свиней 
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круг эксплантата через 2 недели культи-
вирования была преимущественно заня-
та распластанными клетками веретено-
видной формы. При этом клетки культу-
ры МСК из жировой ткани были более 
распластаны, чем МСК из пульпы зуба 
(Рис. 1). 

Равномерное окрашивание флюорис-
центным красителем DAPI ядер клеток 
как адипогенного происхождения, так и 
из пульпы зуба не выявляло изменений в 
структуре хроматина, что указывало об 
отсутствии апоптоза или изменений 
функциональной активности ядер. 

При проведении проточной цитофлу-
ориметрии были получены данные, сви-
детельствующие об экспрессии клетками 
маркеров характерных для МСК: CD44, 
CD29 и  Thy-1 (Таб. 1). При этом экс-

прессия таких поверхностных антигенов 
как CD34 и CD45 в клетках, полученных 
из жировой ткани и пульпы зуба, не была 
выявлена. Это свидетельствовало об от-
сутствии примесей крови и лимфоидных 
клеток в культуре МСК [1]. 

Полученные результаты подтверждены 
иммуноцитохимическим методом иссле-
дования. Конфокальная микроскопия по-
казала, что клетки, полученные из жиро-
вой ткани и пульпы зуба свиней, имеют 
следующий фенотип: CD44+, CD29+, Thy
-1+ / CD34-, CD45-(Рис. 2). 

Необходимо отметить, что МСК из 
пульпы зуба свиней экспрессируют CD29 
в большей степени, чем МСК из жировой 
ткани, однако достоверной разницы обна-
ружено не было. Жизнеспособность МСК, 
полученных из жировой ткани и пульпы 

Рис. 2. Экспрессия Thy-1 и CD44 в культурах МСК, полученных из жировой ткани и 
пульпы зуба свиней (по оси абсцисс – интенсивность флуоресценции, отражающая 
уровень экспрессии поверхностного маркера; по оси ординат – количество регистри-
руемых клеток). 
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зуба свиньи, к 3 пассажу составила не 
менее 96%. 
ВЫВОДЫ 

Наше исследование не показало раз-
личий в морфофенотипической харак-
теристике МСК, выделенных из жиро-
вой ткани и пульпы зуба. Несмотря на 
то, что скорость первичной экспансии 
МСК, полученных из пульпы зуба, в 
первые сутки уступает аналогичному 
показателю МСК из жировой ткани, эта 
разница нивелируется к 14-18 суткам 
инкубации. Доступность жировой тка-
ни и пульпы зуба, а также относитель-
ная простота выделения МСК создаёт 
предпосылки для дальнейшего их ис-
следования с целью применения в кли-
нической практике. 
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ABSTRACT 

One of the most developing modern 
areas of regenerative medicine is stem cell 
therapy. Each such cell is capable of un-
limited or partially limited self-renewal 
and the formation of several types of dif-
ferentiated healthy offspring. Mesenchy-
mal stem cells (MSCs) are the most suita-
ble for cell therapy. MSCs have the fol-
lowing positive properties that allow these 
cells to promote axonal regeneration: se-
cretion of various neurotrophic factors and 
cytokines, the ability to differentiate in 
various directions, immunomodulatory, 
anti-inflammatory and antiapoptotic ef-
fects. Our studies have shown that primary 
cultures of mesenchymal stem cells 
(MSCs) derived from adipose tissue and 
tooth pulp have similar morphophenotypic 
characteristics and express MSCs-specific 
markers CD44, CD29, and Thy-1. 

One day after cell culture, the attached 
cells obtained from adipose tissue had an 

elongated shape with several processes, were 
located singly or in small groups. With fur-
ther cultivation, these cells began to divide 
and spread out on the surface of the plastic, 
increasing in size. The primary culture of 
MSCs obtained from the tooth pulp began to 
appear after 5-10 days, migrating from the 
enzymatically digested tissue attached to the 
bottom of the tablet. The viability of MSCs 
obtained from adipose tissue and pulp of a pig's 
tooth by the 3rd passage was at least 96%. 

Taking into account the results obtained 
in cell culture, it can be expected that when 
introducing neuronal progenitor cells de-
rived from MSCs into the area of the dam-
aged segment of the spinal cord, they will 
actively contribute to the regeneration of 
nervous tissue and the restoration of its func-
tionality. 
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