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Исследованы особенности прохождения дифференцировки в остеонаправлении нативных и гене-
тически модифицированных мезенхимных стволовых клеток (МСК) собаки в различных диффе-
ренцировочных средах. Показано, что за 21 сутки культивирования МСК в коммерческой индукци-
онной среде происходит отложение кальция во внеклеточный матрикс. Применение для остеодиффе-
ренцировки среды на основе α-MEM, в состав которой входят остеоиндуцирующие компоненты,
также индуцировало дифференцировку МСК, но отложение кальция шло менее активно. Генная
модификация МСК собаки плазмидной ДНК, содержащей видоспецифичный ген костного морфо-
генетического белка-2 (BMP2) собаки (Canis familiaris), стимулировала синтез щелочной фосфата-
зы, но не вызывала отложения кальция во внеклеточном матриксе. Таким образом, для образования
остеоцитов из МСК собаки в условиях in vitro недостаточно влияния только эндогенного фактора ‒
сверхэкспрессии BMP2, – необходимо действие экзогенных факторов, индуцирующих остеогенез. К
ним относится дексаметазон в комбинации с L-аскорбиновой кислотой (витамин С) и β-глицерофос-
фатом. Следовательно, для проведения полноценной остеодифференцировки МСК собаки in vitro сле-
дует использовать комплекс остеоиндуцирующих компонентов.
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В настоящее время термин мезенхимные ство-
ловые клетки (МСК) обозначает клоногенные по-
липотентные клетки-предшественники, способные
к адгезии на пластике и дифференцировке in vitro во
все элементы стромального микроокружения, а так-
же обладающие определенным иммунофенотипом.
Источником МСК могут служить костный мозг, эм-
бриональная и жировая ткань (ЖТ), печень и т.д.
При культивировании в отсутствие индукторов
дифференцировки МСК образуют слой фибробла-
стоподобных клеток. Их форма разнообразна и мо-
жет быть веретеновидной или звездчатой. При ана-
лизе профиля экспрессии генов показано наличие в
МСК транскриптов, характерных для эпителия, эн-
дотелия, нервной ткани, остеобластов, хондроци-
тов, адипоцитов, миобластов, а также для стромы

костного мозга. МСК обладают остеогенным,
адипогенным и хондрогенным потенциалом [1].

Для стимуляции остеогенной дифференци-
ровки МСК in vitro используют специально разра-
ботанные среды, в состав которых входят отдельные
остеоиндуктивные компоненты, такие как декса-
метазон, аскорбиновая кислота, β-глицерофосфат,
костные морфогенетические белки (Bone Morpho-
genetic Proteins, BMP) и другие вещества [2]. Из-
начально ВМР были описаны как молекулы, сти-
мулирующие формирование эндохондриальной
костной ткани. Позднее было показано, что ВМР
могут регулировать разнообразные клеточные про-
цессы, которые включают пролиферацию, диф-
ференцировку, апоптоз, хемотаксис, ангиогенез
и продукцию внеклеточного матрикса во многих
клетках и тканях [3].

Согласно современным данным, наиболее эф-
фективным остеоиндуктивным фактором роста,
стимулирующим пролиферацию и дифференци-

Сокращения: ЖТ ‒ жировая ткань; МСК ‒ мезенхимные
стволовые клетки; ЩФ ‒ щелочная фосфатаза; BMP (bone
morphogenetic protein) ‒ костный морфогенетический белок.
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ровку остеогенных клеток, является BMP-2 [4].
Механизм его действия заключается в стимуляции
сигнальных путей МСК путем активации транс-
мембранных рецепторов типа I и типа II [5]. Однако
к существенным недостаткам при использовании
этого белка относится короткий период полураспа-
да и быстрая деградация [6]. В связи с этим для сти-
муляции остеогенеза МСК, как in vitro, так и in vivo,
клетки модифицируют генами, кодирующими
BMP. В результате увеличивается период воздей-
ствия целевого белка на клетки [7‒9].

Известно, что использование очищенных ре-
комбинантных белков фактора роста эндотелия со-
судов (Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF) и
BMP на животных моделях экспериментальных пе-
реломов стимулирует регенерацию костной ткани и
ускоряет процесс заживления костей, причем эф-
фективнее, чем при применении только BMP [10].
Ранее нами была получена плазмидная конструк-
ция, содержащая гены BMP2 и VEGF164 собаки, и
показана ее биологическая активность как in vitro,
так и in vivo [11, 12].

Целью представленной работы было изучение
эффективности прохождения дифференцировки в
остеогенном направлении МСК из жировой ткани
(МСК-ЖТ) собаки in vitro при использовании
разных индукционных остеогенных сред, а также
после трансфекции плазмидой, содержащей ви-
доспецифичные для собак гены BMP2 и VEGF164.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Материалы

Для транспортировки биоптата жировой ткани
собаки в стерильной емкости из клиники в лабора-
торию использовали буферный фосфатно-солевой
раствор (PBS; “Биолот”, Россия), содержащий
смесь пенициллина и стрептомицина (“ПанЭко”,
Россия). Выделение МСК проводили с использо-
ванием раствора коллагеназы краба (“Биолот”) в
конечной концентрации 0.2%. Для отмывания
стромально-васкулярной фракции от фермента ис-
пользовали 0.9%-ный раствор NaCl (“ПанЭко”).
Полученные клетки культивировали на среде
α-MEM (“ПанЭко”), содержащей 10% феталь-
ной сыворотки крупного рогатого скота (FBS;
“ПанЭко”), 100 ед/мл пенициллина (“ПанЭко”),
100 мкг/мл стрептомицина (“ПанЭко”), 2 мМ
L-глутамин (“ПанЭко”). Пересев клеточной куль-
туры проводили с использованием 0.25%-ной сме-
си трипсин–EDTA (“ПанЭко”).

Для определения маркеров МСК в работе ис-
пользованы следующие антитела (АТ): мышиные
моноклональные АТ (моноАТ) против Thy-1, ме-
ченные PE/Cy7 (Biolegend, США); кроличьи мо-
ноАТ против CD105, меченные Alexa Fluor 488
(Biolegend); мышиные моноАТ против CD73, ме-
ченные Per/Cp 5.5 (Biolegend); мышиные моноАТ
против CD29, меченные РЕ (Biolegend); крыси-
ные моноАТ против CD44, меченные APC/Cy7
(Biolegend); мышиные моноАТ против CD71, ме-
ченные FITC (“Сорбент”, Россия); мышиные

моноАТ против CD10, меченные FITC (“Сор-
бент”); мышиные моноАТ против ICAM-1 (Santa
Cruz Biotechnology, США), которые докрашивали
вторичными антителами, меченными Alexa Fluor 488
(Invitrogen, США); мышиные моноАТ против
CD34, меченные Alexa Fluor 647 (Santa Cruz Bio-
technology); мышиные моноАТ против CD45, ме-
ченные PE/Cy5 (BD Biosciences, США).

Для индукции адипогенной дифференцировки
МСК-ЖТ использовали среду DMEM High glucose
(“ПанЭко”), содержащую 10% FBS, 100 ед/мл пе-
нициллина, 100 мкг/мл стрептомицина, 2 мМ
L-глутамин, 1 мM дексаметазон (Sigma, США),
100 мкM индометацин (Sigma), 500 мкM 3-изобу-
тил-1-метилксантина (IBMX; Sigma) и 10 мкг/мл
инсулина (Sigma). Окрашивание образцов прово-
дили красителем Nile Red (Sigma). Для приготов-
ления стокового раствора 50 мкг Nile Red растворя-
ли в 1 мл диметилсульфоксида (“КАМХИМКОМ”,
Россия). Рабочий раствор красителя готовили раз-
ведением стокового в фосфатно-солевом Дюльбеко
(“ПанЭко”) в соотношении 1 : 1000.

Для хондрогенной дифференцировки МСК-ЖТ
использовали среду, содержащую DMEM High glu-
cose (“ПанЭко”) с добавлением 10% FBS, 100 ед/мл
пенициллина, 100 мкг/мл стрептомицина, 2 мМ
L-глутамина, 100 мкM пирувата натрия
(“ПанЭко”), 1× Insulin-Transferrin-Selenium (Gib-
co, США), 1 мкM дексаметазона, 0.5 мкM 2-фос-
фата аскорбиновой кислоты (Sigma) и 10 нг/мл
TGF-β1 (Sigma). Образцы фиксировали в 95%-,
затем в 70%-ном этиловом спирте и окрашивали
раствором Alcian Blue (Sigma), который готовили,
растворяя 1 г порошка в 100 мл 0.1 N HCl
(“ПанЭко”).

Для остеогенной дифференцировки МСК-ЖТ
использовали среду α-MEM, содержащую 10%
FBS, 100 нМ дексаметазон, 0.5 мкМ 2-фосфат
аскорбиновой кислоты, 100 ед/мл пеницилли-
на, 100 мкг/мл стрептомицина, 2 мМ L-глутамин
(“ПанЭко”), а также коммерческую среду Stem-
Pro® Osteogenesis Differentiation Kit (Life Techno-
logies, США). Качественное определение остео-
дифференцировки проводили окрашиванием
внеклеточных кальциевых депозитов 2%-ным рас-
твором нитрата серебра в дистиллированной
воде (“ПанЭко”).

Для количественного определения отложения
кальция во внеклеточном матриксе в образцах
использовали окрашивание ализариновым крас-
ным S (“ПанЭко”) и определяли активность ще-
лочной фосфатазы (ЩФ) в клеточном лизате.

Выделение и иммунофенотипирование МСК-ЖТ

Получение жировой ткани собаки, выделение
и культивирование МСК-ЖТ проводилось по ме-
тодике, описанной ранее [13].

Иммуноцитохимию полученных клеток про-
водили, как описано ранее [14]. Коротко, клетки
четвертого пассажа рассевали в 24-луночный
планшет. При достижении монослоем 80%-ной
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плотности ростовую среду убирали, клетки отмы-
вали 0.9%-ным NaCl и фиксировали 4%-ным рас-
твором формалина 20 мин при комнатной темпера-
туре. Зафиксированные образцы окрашивали при
помощи антител, согласно инструкции фирм-про-
изводителей, после чего раствор антител удаляли
и отмывали лунки 0.9%-ным NaCl. Ядра клеток
окрашивали в темноте флуоресцентным красите-
лем DAPI (Sigma) в течение 10 мин при комнат-
ной температуре, удаляли раствор красителя и от-
мывали образцы 0.9%-ным NaCl. Результаты оце-
нивали при помощи конфокального лазерного
сканирующего микроскопа LSM 780 (Carl Zeiss,
Германия).

Дифференцировка МСК-ЖТ
Для исследования способности полученных кле-

точных культур к дифференцировке клетки третье-
го пассажа высевали в 12-луночные планшеты
(3 × 104 клеток/лунка) и инкубировали в росто-
вой среде до получения монослоя. Для индукции
дифференцировки клеточные культуры культи-
вировали в специальных дифференцировочных
средах. Дифференцировку проводили в трех на-
правлениях: остеогенном, адипогенном и хон-
дрогенном. Результаты регистрировали с помо-
щью инвертированного флуоресцентного микро-
скопа AxioObserver Z1 (Carl Zeiss).

Адипогенная дифференцировка. Для ее индук-
ции использовали среду, описанную выше. Через
10 суток среду заменяли на поддерживающую, от-
личающуюся отсутствием дексаметазона, индо-
метацина и IBMX. Контрольные образцы культи-
вировали на обычной ростовой среде. Среду ме-
няли через каждые трое суток в течение 21 сут.

Для выявления дифференцировки в адипоген-
ном направлении использовали качественное окра-
шивание жировых включений липофильным флу-
оресцентным красителем Nile Red. Для этого удаля-
ли питательную среду из культуры клеток и
фиксировали клетки 4%-ным раствором формали-
на в течение 30 мин при комнатной температуре.
Перед окрашиванием лунки тщательно промыва-
ли дистиллированной водой (3 × 5 мин). Затем
клетки инкубировали с красителем при 37°С в те-
чение 30 мин, отмывали и окрашивали ядра кле-
ток DAPI. Клетки инкубировали с DAPI в течение
15‒30 мин при 37°С и дважды отмывали PBS. Об-
разцы анализировали на флуоресцентном микро-
скопе при длинах волн возбуждения/испускания
358/461 нм для DAPI и 552/636 нм для Nile Red.

Хондрогенная дифференцировка. Как для диф-
ференцирующихся МСК-ЖТ, так и для контроль-
ных образцов использовали 9 × 105 клеток третьего
пассажа. Клетки отмывали от питательной среды,
осаждали и ресуспендировали в 90 мкл диффе-
ренцировочной или контрольной среды. Суспен-
зии (контрольную и экспериментальную) в лунки
вносили по каплям: 3 капли по 10 мкл на лунку, –
после чего клетки в каплях культивировали без до-
бавления соответствующей ростовой среды при

37°С в течение 2 ч для их агрегации. Затем в каж-
дую лунку добавляли 500 мкл соответствующей
среды. В качестве контрольной среды использо-
вали ростовую. Смену среды проводили каждые
трое суток в течение 21 сут.

Хондрогенную дифференцировку клеток оце-
нивали по окрашиванию кислых мукополисаха-
ридов ‒ маркеров хондрообразования. Для этого
клеточные культуры фиксировали по 5 мин сна-
чала в 95%-ном, затем в 70%-ном этаноле и про-
мывали дистиллированной водой (3 × 30 с). Клет-
ки окрашивали 1%-ным раствором Alcian Blue в
течение 1 ч и промывали проточной водой в тече-
ние 2 мин. Образцы заливали дистиллированной
водой и визуализировали клетки в видимом свете
с помощью инвертированного микроскопа.

Остеогенная дифференцировка. Для характе-
ристики способности выделенных клеток к
остеодифференцировке МСК-ЖТ рассевали в
6 лунок 24-луночного планшета в концентрации
5 × 105 клеток/лунка. При достижении 80%-ной
конфлюэнтности в трех лунках проводили за-
мену среды на коммерческую дифференцировоч-
ную среду. В трех контрольных лунках среду не
заменяли. Клетки культивировали 21 сут, меняя
среду через каждые трое суток.

Через 21 сут для определения минерализации
‒ как признака остеогенной дифференцировки ‒
использовали окрашивание по von Kossa [14]. Эта
реакция основана на связывании ионов серебра с
фосфатными группами. Полученное соединение
подвергается фотохимической деградации с выде-
лением ионов серебра, придающим минеральным
депозитам серо-коричневый цвет. Перед окраши-
ванием удаляли питательную среду из лунок план-
шета, клетки промывали 0.9%-ным раствором Na-
Cl и фиксировали 4%-ным раствором формалина
в течение 30 мин при комнатной температуре.
Лунки трижды тщательно промывали дистил-
лированной водой, заливали 2%-ным раствором
нитрата серебра в дистиллированной воде и ин-
кубировали в темноте в течение 10 мин. Клетки
промывали дистиллированной водой и инкуби-
ровали при ярком свете в течение 1 ч. Затем уда-
ляли раствор нитрата серебра, заливали дистилли-
рованной водой и оценивали результат при помо-
щи инвертированного микроскопа.

Для определения особенностей прохождения
остеодифференцировки в разных условиях диф-
ференциации МСК-ЖТ высевали в 24-луночный
планшет и по достижении монослоя 80%-ной кон-
флюэнтности разделяли на четыре группы. В
контрольной группе (группа 1) МСК-ЖТ куль-
тивировали обычной ростовой среде. В группе 2
(коммерческая среда) индукцию МСК-ЖТ к
остеодифференцировке проводили с использова-
нием коммерческой среды StemPro® Osteogenesis
Differentiation Kit (Life Technologies). Группу 3
(сборная среда) культивировали в индукционной
среде, состоящей из остеоиндуктивных компонен-
тов, описанных выше. Клетки группы 4 трансфи-
цировали плазмидой pBud-clVEGF164-clBMP2,
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культивировали на обычной ростовой среде. Сре-
ду меняли каждые трое суток; дифференцировку
проводили в течение 21 сут.

Для количественного установления эффектив-
ности прохождения остеогенной дифференциров-
ки МСК-ЖТ использовали два метода: определе-
ние активности ЩФ и окрашивание образцов
ализариновым красным S.

Окрашивание ализариновым красным S
Для окрашивания ализариновым красным S

клетки фиксировали 4%-ным формалином 30 мин
при комнатной температуре, промывали фос-
фатным буфером, инкубировали с 2%-ным раство-
ром красителя в течение 5 мин и отмывали дистил-
лированной водой. Связавшийся краситель экстра-
гировали 10%-ной уксусной кислотой 15 мин при
покачивании на шейкере. Оптическую плотность
определяли при длине волны 415 нм на спектрофо-
тометре Infinite M200 pro (TECAN, Австрия).

Активность щелочной фосфатазы
Активность ЩФ определяли в клеточных лиза-

тах с помощью набора Novo (“Вектор-Бест”, Рос-
сия). Для этого клетки с лунок снимали скребком,
осаждали центрифугированием при 1000 g в течение
5 мин. Осадок промывали PBS, отделяли центрифу-
гированием и ресуспендировали в 100 мкл лизиру-
юшего буфера (20 мМ трис-HCl, 100 мМ NaCl,
1 мМ EDTA, 0.5% Triton Х-100, dH2O до 100 мл,
рН 8.0) и выдерживали 24 ч при температуре ‒20°С.
Суспензию размораживали и осаждали клеточный
дебрис центрифугированием при 1000 g в течение
5 мин. Активности ЩФ в супернатанте определяли
согласно инструкции производителя. Оптическую
плотность определяли при длине волны 400 нм на
спектрометре TECAN Infinite 200 Pro (TECAN).
Ферментативную активность рассчитывали на
концентрацию общего белка.

Траснфекция клеток
Для создания генетической конструкции ис-

пользовали экспрессионный вектор pBudCE4.1
(Invitrogen). В результате встраивания генов соба-
ки, кодирующих VEGF-164 и BMP-2, получена
плазмида pBud-clVEGF164-clBMP2. Оптимизацию
кодонов для генов VEGF164 и BMP2 собаки прово-
дили с использованием алгоритма OptimumGene,
как описано ранее [11]. Трансфекцию МСК-ЖТ
собаки проводили с помощью трансфицирующе-
го реагента Lipofectamine 3000 (Life Technologies)
согласно инструкции производителя и по опи-
санной ранее методике [15].

Контролем прохождения трансфекции служи-
ли клетки НЕК-293FT. Выбор этой перевиваемой
линии связан с тем, что в интактных клетках HEK-
293FT нет синтеза белка ВМР-2, в отличие от на-
тивных МСК-ЖТ [16]. Контролем служили не-
трансфицированные клетки.

Экспрессию белка ВМР-2 в HEK-293FT ис-
следовали через 48 ч после трансфекции с помо-
щью электрофореза в денатурирующих условиях c
последующим иммуноблотингом. Для иммунобло-
тинга использовали антитела кролика к BMP-2/4
(sc-9003, Santa Cruz) в разведении 1 : 250 и конъю-
гированные с пероксидазой хрена вторичные анти-
тела к IgG кролика (Bio-Rad Laboratories, США) в
разведении 1 : 2000. Визуализацию проводили с ис-
пользованием хемилюминисцентного субстрата
Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad Laboratories).

Обработка результатов
Статистическую обработку полученных дан-

ных проводили методами первичного статистиче-
ского анализа с использованием программы Excel
2016. Результаты представлены как среднее ариф-
метическое по выборке ± стандартное отклоне-
ние (SD). Вторичную статистическую обработку
данных проводили с помощью непараметрического
U-критерия Манна‒Уитни. Различия считали до-
стоверными при уровне значимости р ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Полученные клетки адгезировались на дне куль-

турального пластика, имели фибробластоподобную
морфологию, а также экспрессировали маркеры
МСК: Thy-1, CD29, CD105, CD44, CD73, CD71,
СD10, ICAM-1 ‒ и не экспрессировали маркеры
гематопоэтических стволовых клеток: CD34 и
CD45 (рис. 1).

Минимальными признаками для идентифика-
ции выделенных из жировой ткани клеток как
МСК считается наличие на цитоплазматической
мембране клеток белков CD105, CD73, CD90,
CD44 и HLA-ABC [17]. В этом исследовании впер-
вые определено наличие в МСК-ЖТ собаки марке-
ров CD10, CD71, ICAM-1. Ранее Gimble & Guilak
[18] выявили присутствие CD10, CD71, ICAM-1 в
МСК-ЖТ человека.

Следует отметить, что выделенные нами клет-
ки имели характерный для МСК потенциал диф-
ференцировки (рис. 2).

В качестве контроля проводимой трансфек-
ции МСК-ЖТ была использована линия клеток
HEK-293FT. Это связано с тем, что в интактных
клетках HEK-293FT не происходит синтеза белка
ВМР-2, в отличие от нативных МСК-ЖТ [16]. Им-
муноблотинг трансфицированных клеток HEK-
293FT выявил наличие полосы, соответствующей
белку с молекулярной массой около 18 кДа (рис. 3),
ожидаемой для BMP-2. Таким образом, подтвер-
ждена функциональность конструкции pBud-
сlVEGF164-clBMP2 in vitro и правильное прохож-
дение трансфекции.

Превращение МСК в остеобласты проходит в
несколько этапов: пролиферация остеогенных кле-
ток, выработка внеклеточного матрикса и его мине-
рализация. К основным признакам проходящей
остеодифференцировки относится изменение мор-
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фологии клеток, выработка ЩФ, белков внекле-
точного матрикса и минерализация матрикса [19].
О начале дифференцировки МСК в направлении
остеогенеза может свидетельствовать активность
ЩФ. Этот фермент активен на ранних стадиях диф-
ференцировки клеток в остеобласты [20]. Марке-
ром дифференцировки также служит отложение в
матриксе солей кальция [21].

Для установления прохождения дифференци-
ации МСК-ЖТ в остеогенном направлении и на-
личия остеобластов в культуре определяли актив-
ность ЩФ в образцах. Согласно полученным
данным (табл. 1), активность ЩФ была наибо-
лее высокой в трансфицированных плазмидой
МСК-ЖТ. При культивировании МСК-ЖТ на
коммерческой индукционной среде активность

Рис. 1. Иммунофенотип МСК-ЖТ собаки. Идентификационные маркеры МСК: CD44 (флуорохром APC/Cy7), Thy-1
(флуорохром PE/Cy7), CD29 (флуорохром РЕ), CD73 (флуорохром Per/Cp 5.5), CD71 (флуорохром FITC), СD10 (флу-
орохром FITC), CD105 (флуорохром Alexa Fluor 488), ICAM-1 (флуорохром Alexa Fluor 488). Отрицательный кон-
троль: CD45 (флуорохром PE/Cy5), CD34 (флуорохром Alexa Fluor 647). 
Fig. 1. Immunophenotype of mesenchymal stromal cells derived from adipose tissue of dog. Identification markers: CD44 (flu-
orochrome APC/Cy7), Thy-1 (fluorochrome PE/Cy7), CD29 (fluorochrome PE), CD73 (fluorochrome Per/Cp 5.5), CD71 (flu-
orochrome FITC), CD10 (fluorochrome FITC), CD105 (fluorochrome Alexa Fluor 488), ICAM-1 (f luorochrome Alexa Fluor
488). Negative control: CD45 (fluorochrome PE/Cy5), CD34 (fluorochrome Alexa Fluor 647).
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Рис. 2. МСК-ЖТ собаки после индукции дифференцировки в трех направлениях: адипогенном (Адипо), остеогенном
(Остео) и хондрогенном (Хондро). Жировые включения в клетках окрашены липофильным красителем Nile Red в
желто-оранжевый цвет; ядра на препаратах докрашены DAPI (синий цвет). Минеральные кальциевые отложения, об-
разующиеся во время дифференцировки МСК-ЖТ, окрашены в серо-коричневый цвет в результате проведения ре-
акции по von Kossa. Кислые мукополисахариды внеклеточного матрикса, образующиеся при дифференцировке
МСК-ЖТ в хондроциты, окрашены в голубой цвет красителем Alcian Blue. 
Fig. 2. Canin mesenchymal stem cells derived from adipose tissue (MSC-AT). Adipogenic differentiation: cell nuclei are stained
with DAPI (blue), adipose tissue inclusions within cells are dyed with Nile Red (yellow-orange). Osteogenic differentiation: mi-
neral calcium deposits formed during differentiation of MSC-AT are stained gray-brown by the von Kossa reaction. Chondro-
genic differentiation: acid mucopolysaccharides of the extracellular matrix formed within the differentiation of MSC-AT into
chondrocytes are stained with Аlcian Bue.
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ЩФ была самой низкой из всех образцов, под-
вергшихся дифференцировке.

С целью определения уровня минерализации
как признака остеогенной дифференцировки и

наличия зрелых форм остеоцитов, откладываю-
щих кальций, использовали методику идентифи-
кации кальциевых депозитов по окрашиванию
ализариновым красным S. Этот краситель обра-
зует цветные соединения с солями кальция во
внеклеточной среде и с минерализующимся орга-
ническим матриксом [22].

Полученные нами результаты показывают зна-
чительное связывание красителя кальцием внекле-
точного матрикса в образцах с коммерческой сре-
дой по сравнению с контролем (табл. 1). Оптиче-
ская плотность в образцах с трансфицированными
клетками достоверно от контроля не отличалась,
что говорит о незначительном отложении кальция.

Таким образом, в образцах, трансфицирован-
ных МСК-ЖТ собаки, выявлено высокое содер-
жание ЩФ ‒ раннего маркера остеодифференци-
ровки ‒ и небольшое количество депозитов внекле-
точного кальция. Низкое содержание кальция в
этом случае может быть обусловлено тем, что клет-
ки либо находятся на начальном этапе остеодиффе-
ренцировки, либо, как показано ранее [23], для
МСК собаки одного только фактора BMP-2 недо-
статочно для реализации конечных этапов остео-
генеза, связанных с формированием высокоспе-
цифичных клеток костной ткани in vitro.

МСК-ЖТ, подвергшиеся остеодифференциров-
ке на коммерческой среде, характеризуются низкой
активностью ЩФ при значительной минерализа-
ции внеклеточного матрикса. Эти образцы нахо-
дятся на завершающем этапе остеодифференци-
ровки. Культивирование МСК-ЖТ на сборной
среде также стимулировало образование кальцие-
вых депозитов во внеклеточном матриксе.

В результате проведенного нами анализа остео-
дифференцировки образцов МСК-ЖТ собаки на
содержание ЩФ и связывания ализаринового
красного S можно говорить об обратной корреля-
ции этих показателей, равной ‒0.6 (р ≤ 0.01). Это
объясняется тем, что непосредственно процесс ми-
нерализации начинается после накопления остеоб-
ластами большого количества ЩФ ‒ фермента,
под воздействием которого происходит отложение
кальция. Окружая себя минерализованным мат-
риксом, остеобласты осуществляют терминальную
дифференцировку, превращаясь в зрелые высоко-
дифференцированные клетки костной ткани ‒
остеоциты. Заметим, что при этом биохимиче-
ская активность клеток снижается [24].

Рис. 3. Анализ экспрессии белка BMP-2 в трансфи-
цированных клетках НЕК-293FT методом имму-
ноблотинга. Для детекции в качестве первичных ис-
пользованы антитела кролика к BMP-2/4 (sc-9003,
Santa Cruz) и мышиные антитела к β-актину (AC-17;
Sigma), а в качестве вторичных ‒ антитела против IgG
кролика (A0545, Sigma) и мыши (A9044, Sigma), конъю-
гированные с пероксидазой хрена. M – маркер моле-
кулярной массы белков RPN756E (GE LifeSciences,
США), cl – клетки HEK-293FT, трансфицированные
плазмидой pBud-clVEFG-clBMP2; К ‒ контроль (не-
трансфицированные клетки HEK-293FT). 
Fig. 3. Western-blot analysis of biosynthesis ВМР-2 pro-
tein in HEK-293FT cells transfected with pBud-clVEFG-
clBMP2. For detection, rabbit antibody to BMP-2/4 (sc-
9003, Santa Cruz) and mouse antibody to β-actin (AC-17;
Sigma) were used as primary and horseradish peroxidase-
conjugated anti-rabbit (A0545, Sigma) and anti-mouse
(A9044, Sigma) IgG antibody were used as secondary
ones. M ‒ molecular weight protein marker RPN756E
(GE LifeSciences, USA), cl ‒ HEK-293FT cells trans-
fected with pBud-clVEFG-clBMP2, K ‒ control (non-
transfected cells).
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Таблица 1. Эффективность различных методов остеоиндукции МСК-ЖТ собаки 
Table 1. The effectiveness of various methods of osteoinduction of сanin mesenchymal stem cells derived from adipose tissue

Примечание: a р ≤ 0.05; b р ≤ 0.005; c р ≤ 0.001 по сравнению с соответствующим контролем. 
Note: a р ≤ 0.05; b р ≤ 0.005; c р ≤ 0.001 compared to the corresponding control.

Параметры Контроль Коммерческая 
среда

Сборная 
среда

Трансфицированные 
клетки

Активность ЩФ, ед/л 1.7 ± 0.02 2.3 ± 0.01a 4.3 ± 0.3b 6.2 ± 0.1c

Оптическая плотность, OD400 0.134 ± 0.008 0.733 ± 0.110c 0.175 ± 0.01a 0.135 ± 0.007
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На основании полученных результатов можно
предполагать, что трансфекция МСК-ЖТ собаки
in vitro при помощи плазмиды pBud-сlVEGF164-
clBMP2 индуцирует начало остеогенеза, но не ведет
к отложению солей кальция во внеклеточном мат-
риксе. Коммерческая дифференцировочная среда
оказалась для этих клеток наиболее подходящим
вариантом для остеодифференцировки МСК-ЖТ,
так как при ее использовании наблюдалась наи-
более обширная кальцификация внеклеточного
матрикса. По-видимому, именно ее предпочти-
тельно использовать для лабораторных исследо-
ваний в области ветеринарной регенеративной
медицины. В условиях отсутствия коммерческой
дифференцировочной среды для прохождения об-
разцами всех этапов остеодифференцировки мож-
но воспользоваться многокомпонентной про-
писью среды, представленной в статье.

Механизмы индукции дифференцировки МСК
в остеонаправлении сложны и остаются пока пред-
метом фундаментального изучения [18]. Получен-
ные нами данные об особенностях остеодифферен-
цировочного процесса МСК после трансфекции
плазмидным препаратом могут быть использова-
ны не только в фундаментальной науке при изу-
чении механизмов остеогенеза, но и в современ-
ной ветеринарии, где МСК применяют в качестве
индуктора остеогенеза при терапии сложных, долго
не срастающихся переломов у собак [25]. Нами по-
казано, что МСК собаки, трансфицированные
плазмидой с геном BMP2, инициируют остеогенез
даже при отсутствии в окружающей среде остеоин-
дуктивных факторов.
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Features of Induction of Osteodifferentiation 
in vitro Adipose-Derived Mesenchymal Stem Cells
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Abstract—The features of osteogenic differentiation of dog mesenchymal stem cells (MSCs), native and ge-
netically modified, have been compared when cultivated in different media. It was shown that calcium depo-
sition into the extracellular matrix occurred within 21 day of MSCs cultivation on a commercial induction
medium. The use of an α-MEM-based medium, which contains osteoinducing components, also caused os-
teogenic differentiation of MSCs, but calcium deposition was less active. Gene modification of canine MSCs
with a plasmid carrying the gene for dog (Canis familiaris) bone morphogenetic protein 2 gene (BMP2) sti-
mulated the release of alkaline phosphatase by cells, but not calcium deposition. Consequently, the formation
of osteocytes from MSCs depends not only on endogenous, but also exogenous factors, which include dexa-
methasone in combination with ascorbic acid and β-glycerophosphate, and full osteogenic differentiation of
MSCs in vitro requires a lot of osteoinductive factors.
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