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Функциональный статус прогениторных клеток костного мозга (КМ), обеспечивающих гемопоэз и го-
меостаз костной ткани, определяет многие процессы, развивающиеся в условиях космического полета (КП)
и последующей реадаптации к гравитации. Известно, что факторы КП и моделирование их эффектов не вы-
зывают необратимого повреждения пула клеток-предшественников гемопоэтического и стромального диф-
феронов, при этом изменения функциональной активности прогениторных клеток КМ после моделирова-
ния эффектов КП оказались более выраженными по сравнению с реальным полетом. Целью исследования
было изучение процессов восстановления функциональной активности прогениторных клеток КМ мышей
в период реадаптации к опорной нагрузке после 30-суточного антиортостатического вывешивания. Иссле-
дования проводили на самцах мышей 3 групп: виварный контроль, вывешивание и реадаптация. Опреде-
ляли число выделенных ядросодержащих клеток (ЯСК) КМ, иммунофенотип, пролиферативную актив-
ность стромальных клеток КМ, число гемопоэтических колониеобразующих единиц (КОЕ), КОЕ фиб-
робластов, дифференцировочные потенции гемопоэтических и стромальных предшественников КМ.
Вывешивание привело к уменьшению числа КОЕ фибробластов и гемопоэтических КОЕ, угнетению
спонтанной остеодифференцировки стромальных прогениторов и снижению экспрессии стромальных
маркеров. В период реадаптации происходило восстановление функциональной активности стромальных
предшественников, при этом полного восстановления гемопоэза не наблюдали.

Ключевые слова: стромальные прогениторы костного мозга, антиортостатическое вывешивание, гемопоэ-
тические предшественники костного мозга, мыши C57Bl/6N
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В перспективе межпланетных экспедиций изуче-
ние состояния различных физиологических систем,
участвующих в адаптации организма к условиям
космического полета (КП), является неотъемлемой
частью медико-биологических исследований.
Функциональный статус прогениторных клеток
костного мозга (КМ), обеспечивающих гемопоэз и
гомеостаз костной ткани, определяет многие про-
цессы, развивающиеся в условиях опорной разгруз-
ки и последующей реадаптации к гравитации.

Данные, полученные при изучении влияния КП
и моделирования его основных факторов на нишу
прогениторных клеток КМ грызунов, демонстриру-
ют, что и в том, и другом случае не происходит необ-

ратимого повреждения пула клеток-предшествен-
ников гемопоэтического и стромального дифферо-
нов (Маркина и др., 2015, 2017, 2018; Сотнезова и др.,
2016; Markina et al., 2018).

После КП наблюдали усиление пролифератив-
ной активности стромальных предшественников и
сохранение их клоногенной и дифференцировочной
потенций, при этом происходило угнетение миело-
поэза. Во время 7-суточной реадаптации в КМ уве-
личивалась доля ранних недифференцированных
предшественников и частично восстанавливался
миелопоэз (Маркина и др., 2015; Сотнезова и др.,
2016; Markina et al., 2018). В модели антиортостатиче-
ского вывешивания происходило угнетение функ-
циональной активности стромальных предшествен-
ников КМ, снижение клеточности КМ, а также их
клоногенной активности и усиление адипопотенци-
ала (Маркина и др., 2017, 2018).

Принятые сокращения: ММСК – мезенхимные мультипотент-
ные стволовые клетки, КМ – костный мозг, КОЕ – колоние-
образующая единица, КП – космический полет, ЭТС – эм-
бриональная телячья сыворотка, ЯСК – ядросодержащие
клетки костного мозга.
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Интересно отметить, что изменения функцио-
нальной активности прогениторных клеток КМ по-
сле моделирования эффектов КП оказались более
выраженными по сравнению с реальным полетом.
При сравнительном анализе результатов наземных и
полетных экспериментов следует иметь в виду, что
при наземном моделировании отсутствует такой су-
щественный фактор, как перегрузки на заключи-
тельном этапе КП. Кроме того, в рамках научной
программы возвращаемых беспилотных космиче-
ских аппаратов, например, “Бион-М1” КМ мышей
исследовали через 12 ч после приземления (Сычев и
др., 2014). Это могло стать причиной наблюдаемых
различий полученных полетных результатов и на-
земных модельных экспериментов, т.к. фактически
после полета анализировали данные в период ран-
ней реадаптации.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Животные. Исследования проводили на самцах
мышей линии C57Bl/6N, 19–20-недельного возрас-
та, массой 25–30 г. Животных делили на следующие
группы: 1) контрольные животные, содержащиеся
на стандартном пищевом рационе в условиях вива-
рия (группа К, n = 6), 2) группа антиортостатическо-
го вывешивания в течение 30 сут (В, n = 7), 3) реадап-
тация, животные в период 12-часовой опорной на-
грузки после 30-суточного вывешивания (А, n = 6).
Программа эксперимента и все процедуры с живот-
ными были одобрены Комиссией по биомедицин-
ской этике ГНЦ РФ – ИМБП РАН.

Моделирование эффектов микрогравитации. Экс-
периментальные животные были подвергнуты воз-
действию 30-суточного вывешивания, которое явля-
ется экспериментальной наземной моделью микро-
гравитации для мелких лабораторных животных
(Morey-Holton et al., 2005; Globus et al., 2016).

Выделение ядросодержащих клеток КМ (ЯСК-
КМ), определение клеточности. После эвтаназии жи-
вотных методом цервикальной дислокации из бед-
ренной кости выделяли КМ по общепринятой мето-
дике (Meirelles, Nardi, 2003). Для подсчета клеток к
клеточной суспензии добавляли лизирующий буфер
в соотношении 1 : 10, инкубировали при комнатной
температуре в течение 15 мин. После полного лизиса
эритроцитов проводили подсчет клеток в камере Не-
бауэра. Культивирование клеток осуществляли в сре-
де α-МЕМ, содержащей 2 мМ глутамина (Gibco,
США), 20% эмбриональной телячьей сыворотки
(ЭТС) (HyClone, США), 100 ед./мл пенициллина,
100 мкг/мл стрептомицина (ПанЭко, Россия), в
СО2-инкубаторе (Sanyo, Япония). В работе исполь-
зовали клетки первичной культуры.

Иммунофенотип ЯСК-КМ. Иммунофенотипиро-
вание проводили непосредственно после выделения
клеток из КМ мышей, используя моноклональные
антитела к следующим поверхностным маркерам:

CD90.2, CD44, CD157, CD45, CD106, CD34, Sca-1.
Антиген CD34 экспрессируется в основном ранни-
ми гемопоэтическими предшественниками, эндоте-
лием капилляров, стромальными клетками костного
мозга, тучными клетками и представляет собой мо-
лекулу межклеточной адгезии (мукозиалин), играю-
щую роль на ранних этапах гемопоэза (Morel et al.,
1996). CD44 – гликопротеин, также известный как
Hermes, Pgp1 или H-CAM, экспрессируется на всех
лейкоцитах, эндотелиальных клетках, гепатоцитах,
остеокластах и мезенхимных клетках (Siclari et al.,
2012; Erb et al., 2014). CD45 – общий лейкоцитарный
антиген, является членом семейства белковых тиро-
зинфосфатаз, экспрессируется на всех кроветвор-
ных клетках, кроме зрелых эритроцитов и тромбо-
цитов (Taube et al., 2011; Sen et al., 2012).

CD90 (Thy-1) представляет собой гликопротеин,
экспрессируемый клетками многих типов, включая
Т-клетки, тимоциты, нейроны, эндотелиальные
клетки и фибробласты. Он регулирует взаимодей-
ствия клетка–клетка и клетка–матрикc (Rege, Ha-
good, 2006). CD106 – трансмембранный белок, так-
же известный как VCAM-1 или INCAM-110, консти-
тутивно экспрессируется на стромальных клетках
КМ, миелоидных предшественниках, селезеночных
дендритных клетках, активированных эндотелиаль-
ных клетках, а также некоторых лимфоцитах (Yang et
al., 2013). CD157 (BST-1) экспрессируется макрофа-
гами, нейтрофилами, стромальными клетками кост-
ного мозга, эндотелиальными клетками (Morone et
al., 2014). Sca-1 (Ly6A/E) – белок, экспрессируемый
на гемопоэтических и стромальных стволовых клет-
ках, периферических B- и Т-лимфоцитах (Holmes et
al., 2007).

Аликвоту клеток от каждого пула использовали
для выявления поверхностных антигенов с помо-
щью соответствующих моноклональных антител к
CD45, CD90.2, CD44, CD157, CD34, конъюгирован-
ных с PE (Biolegend, США), и Sca-1, конъюгирован-
ных с FITC (Biolegend, США). В качестве изотипи-
ческого контроля использовали IgG, конъюгиро-
ванные с PE и FITC (Biolegend, США), того же
подкласса, что и специфические антитела. Анализ
проводили с использованием проточного цитофлю-
ориметра BD Accuri C6 и программного обеспечения
Kaluza Analysis (Beckman Coulter, США).

Криоконсервирование ЯСК-КМ. Полученные по-
сле выделения клетки (2–3 млн) помещали в 1 мл
среды для замораживания, осторожно ресуспенди-
ровали и переносили в пробирки для криоконсерва-
ции. Пробирки с суспензией клеток выдерживали
1 ч при температуре −20°С, затем помещали на дли-
тельное хранение в криобанк в парах жидкого азота.

Гемопоэтические колониеобразующие единицы
(КОЕ) КМ. Образцы суспензии клеток КМ мышей
размораживали при 37°С до появления жидкой фазы
и отмывали от криопротектора в избытке среды
культивирования α-MEM, содержащей 20% ЭТС.
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После осаждения клетки КМ мышей ресуспендиро-
вали в среде α-MEM с 2% сыворотки и оценивали
число живых ЯСК путем окрашивания трипановым
синим (Gibco, Англия). Суспензию клеток вносили
в полужидкую среду MethoCult (StemCell, Канада).
Подготовку образцов и культивирование проводили
согласно инструкции производителя. Число и состав
колоний оценивали через 8–10 сут с помощью мик-
роскопа Nikon Eclipse TiU (Nikon, Япония). Даль-
нейшую обработку изображений проводили, ис-
пользуя программное обеспечение NIS-elements
(Nikon, Япония) (рис. 1).

Определение числа КОЕ фибробластов КМ. Сус-
пензию мононуклеаров КМ высевали при плотно-
сти 4 × 104 кл./см2 в чашки Петри 35 мм. Число коло-
ний считали на 14-е сут культивирования после
окраски кристаллическим фиолетовым (0.5%-ный
раствор) в течение 5 мин.

Пролиферативная активность стромальных клеток
КМ. Подсчет культивируемых клеток проводили
под световым фазово-контрастным микроскопом
(Nikon Eclipse TiU, Япония) с помощью программы
Sigma Scan Pro 5 (SPSS, США). Для оценки проли-
феративной активности мононуклеаров КМ опреде-
ляли число удвоений популяций (PD). Расчет прово-
дили по формуле: PD = log2(N/No), где No и N – со-
ответственно начальное и конечное число клеток.

Оценка спонтанного остео- и адипопотенциала
стромальных предшественников КМ. ЯСК-КМ
высевали при плотности 22 × 105 кл./см2 в чашки
Петри 35 мм. Через 7 сут культивирования выявляли
активность щелочной фосфатазы в клетках (раннего

маркера остеодифференцировки), используя набор
Alkaline Phosphatase Kit (Sigma-Aldrich, США) со-
гласно инструкции производителя. Активность фер-
мента определяли по наличию образующегося окра-
шенного продукта и интенсивности его окраски на
микрофотографиях с помощью микроскопа (Nikon
Eclipse TiU, Япония). Последующую обработку
цифровых изображений проводили при помощи
компьютерной программы Sigma Scan Pro 5 (SPSS,
США). Продукт реакции имел разные оттенки сине-
го цвета, интенсивность которого отражала актив-
ность фермента. Для количественной оценки интен-
сивности окраски (по сути – активности фермента)
при обработке изображений в программе Sigma Scan
Pro 5 интенсивность синего цвета разделялась на 256
каналов. На основе этих данных программой строи-
лась диаграмма распределения интенсивности
окраски по площади.

Спонтанный адипогенез определяли по наличию
липидных включений в цитоплазме после окраски
Oil Red О (Sigma, США) на 14-е сут культивирования
при помощи микроскопа (Nikon Eclipse TiU, Япония).

Статистическая обработка данных. Использовали
пакет программ Microsoft Excel 2010 и Statistica 7.0, а
также непараметрический критерий Манна−Уитни.
Представлены значения медианы каждой выборки.
Различия считали достоверными при P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Клеточность. После выделения КМ в суспензии
было определено количество клеток КМ. В бедрен-

Рис. 1. Гемопоэтические колонии, образованные клетками костного мозга из бедренной кости мышей C57Bl/6N. а – Коло-
ниеобразующая единица (КОЕ) гранулоцитов, макрофагов, эритроцитов и мегакариоцитов, б – КОЕ гранулоцитов и макро-
фагов, в – КОЕ гранулоцитов, г – бурстообразующая единица эритроцитов, д – КОЕ макрофагов. Микроскопия в темном
поле. Объектив: Nikon Plan Flour 4/0/13 ∞/1/2 WD16.5.

100 мкм100 мкм100 мкм

аа бб

гг дд

вв
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ной кости в контрольной группе число выделенных
мононуклеаров составило 36.25 × 106, после антиор-
тостатического вывешивания – 29.23 × 106, а в пери-
од реадаптации к опорной нагрузке после вывеши-
вания – 38.25 × 106 клеток. Несмотря на отсутствие
достоверных отличий, прослеживается тенденция к
снижению клеточности КМ после 30-суточного вы-
вешивания и восстановление ее после возобновле-
ния опорной нагрузки (12 ч).

Иммунофенотип. Цитофлуориметрический ана-
лиз позволил выявить неоднородность кариоцитов
по размеру и уровню экспрессии поверхностных
маркеров. Во всех экспериментальных группах боль-
шинство клеток (89–99%) экспрессировали маркер
CD45. Доля клеток CD45− не превышала 7%. При
анализе субпопуляций CD45+-клеток, характерных
для КМ (Borowitz et al., 1993; Fransson et al., 2007), бы-
ло выявлено увеличение доли гранулоцитов, моноци-
тов и лимфоцитов в группе адаптации по сравнению с
контролем и группой вывешивания (рис. 2а).

При анализе экспрессии маркера CD90 были вы-
явлены две субпопуляции (рис. 2б): CD90high (мелкие
клетки) и CD90dim (крупные клетки). Во время выве-
шивания происходило уменьшение доли СD90+-
клеток в обеих выявленных субпопуляциях. В пери-
од острой адаптации их доля увеличивалась по срав-
нению с группами вывешивания и контроля.

Антиген СD44 экспрессировали клетки трех ти-
пов, отличные по размеру: мелкие – CD44low, сред-
ние – CD44dim и крупные – CD44high. Во время выве-
шивания снижалась доля клеток CD44low и CD44high.
Через 12 ч после опорной нагрузки доля клеток
CD44low, CD44dim и CD44high приближалась к значе-
ниям контрольной группы (рис. 2в).

После вывешивания увеличивалась доля CD157+-
клеток за счет клеток CD157+/Sca-1+. При этом доля
Sca-1+-клеток оставалось схожей с контролем. В пе-
риод 12-часовой опорной нагрузки после вывешива-
ния наблюдали обратные процессы: увеличивалась
доля Sca-1–, а доля Sca-1+-клеток, независимо от
экспрессии антигена СD157, уменьшалась (рис. 2г).

Доля CD106-положительных клеток не менялась
после вывешивания, при этом 12-часовая опорная
нагрузка после него приводила к значительному уве-
личению доли этих клеток по сравнению с контро-
лем (рис. 2д). В этот период также наблюдали увели-
чение доли CD34+-клеток относительно контроля и
группы вывешивания (рис. 2е).

Клеточный прирост. После вывешивания величи-
на удвоения популяций (PD) клеток не изменялась.
В период адаптации к опорной нагрузке происходи-
ла активация пролиферации, что демонстрирует
увеличение показателя PD в группе реадаптации
(2.84 ± 0.22) по сравнению с группами контроля
(1.86 ± 0.34) и вывешивания (1.70 ± 0.22).

Клоногенная активность стромальных предше-
ственников. Через 14 сут культивирования определя-
ли число КОЕ фибробластов в первичной культуре
КМ. Наблюдали уменьшение числа КОЕ в группе
вывешивания (6 ± 1), а в период реадаптации (9 ± 2)
клоногенная активность стромальных предшествен-
ников КМ была сопоставима с контролем (9 ± 2).
Изменение опорной нагрузки привело к смещению
соотношения разных типов колоний. Если в кон-
трольной группе большинство колоний было рыхлы-
ми, а распределение по размеру составило (%) 50 : 50,
то после вывешивания увеличилась доля плотных
колоний. В период адаптации практически все коло-
нии были рыхлыми и небольшого размера (рис. 3).

Дифференцировочный потенциал. Спонтанный
остеогенный потенциал клеток КМ мышей изме-
нился после вывешивания. Если в контрольной
группе можно было наблюдать две популяции кле-
ток – со слабой и выраженной интенсивностью
окраски продукта активности фермента щелочной
фосфатазы, то после опорной нагрузки преобладали
клетки со средней степенью окраски (рис. 4). При
этом не происходило изменения средней интенсив-
ности окраски в группе вывешивания относительно
контроля. В течение 12 ч после возобновления опор-
ной нагрузки распределение интенсивности окрас-
ки не изменилось (рис. 4). Увеличение средней ин-
тенсивности окраски может говорить об активации
щелочной фосфатазы в стромальных предшествен-
никах в этих условиях.

При анализе адиподифференцировки наблюдали
большое количество мелких липидных включений в
клетках всех изучаемых групп. Отсутствие цитологи-
чески значимых различий при оценке спонтанного
адипопотенциала стромальных предшественников
КМ может свидетельствовать о незначительном вли-
янии опорной нагрузки на процессы адипогенеза.

Клоногенная активность гемопоэтических предше-
ственников. Вывешивание в течение 30 сут привело к
уменьшению общего числа КОЕ миелоидного ростка
(рис. 5а). Наблюдали угнетение макрофагального и
эритроидного ростков как на уровне мульти-, так и на
уровне унипотентных предшественников (рис. 5б). В
период острой адаптации число КОЕ предшествен-
ников гранулоцитов и моноцитов (макрофагов) и их
общего предшественника стало сравнимым с кон-
трольными значениями. Число КОЕ гранулоцитов,
макрофагов и эритроцитов оставалось вдвое меньше
контрольных значений.

ОБСУЖДЕНИЕ

Прогениторные клетки стромального дифферона
КМ, в том числе и мезенхимные мультипотентные
стволовые клетки (ММСК), являются одним из
компонентов ниши гемопоэтических стволовых
клеток. Они экспрессируют на своей поверхности
молекулы, которые отвечают за адгезию и межкле-
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Рис. 2. Демонстрация поверхностных антигенов клеток костного мозга мышей. Иммунофлуометрический анализ. Слева
представлены репрезентативные гистограммы распределения кариоцитов из костного мозга. Справа показаны значения ме-
дианы антигенов в каждой группе: 1 – виварный контроль, 2 – 30-суточное антиортостатическое вывешивание, 3 – реадап-
тация к опорной нагрузке после вывешивания. Антигены: а – CD45 для гранулоцитов (Гра), моноцитов (Мон) и лимфоцтов
(Лимф), б – CD90, в – CD44, г – CD157/Sca-1, д – CD106, е – CD34. Отличие от значений группы реадаптации достоверно
при #Р ≤ 0.05, от контрольных значений – при *P ≤ 0.01.
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Рис. 2. Окончание.

точное взаимодействие и формируют микроокруже-
ние, влияющее на функциональный статус и диффе-
ренцировку гемопоэтических предшественников

(Panaroni et al., 2014). Известно, что стромальные
клетки являются механочувствительными (Буравко-
ва и др., 2010), и угнетение их функциональной ак-
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тивности в результате отсутствия опорной нагрузки
может стать причиной нарушения процессов крове-
творения.

Данные анализа иммунофенотипа показали, что
вывешивание приводит к снижению доли CD90+-
клеток (рис. 2б). Как известно, Thy-1 в КМ может
быть экспрессирован на предшественниках Т-кле-
ток, гемопоэтических стволовых клетках, мезенхим-
ных стромальных клетках, фибробластах, миофиб-
робластах (Juniantito et al., 2013). Известно, что клетки
CD90high – в большинстве своем гемопоэтические, а
CD90dim – стромальные (Mahajan et al., 2015). Умень-
шение доли клеток CD90high (мелких клеток) может
говорить о снижении доли ранних гемопоэтических
клеток в КМ. Доля крупных клеток, экспрессирую-
щих СD90dim, также снижалась. Белок СD90 счита-
ется одним из маркеров остеодифференцировки
стромальных предшественников КМ (Paine et al.,
2018; Picke et al., 2018), соответственно можно пред-
положить, что доля коммитированных в остеона-
правлении клеток уменьшалась. Так как анализ им-
мунофенотипа проводился на фиксированном чис-
ле клеток в каждом образце, процентное содержание
антигенных эпитопов коррелирует с абсолютным
значением их числа. Увеличение доли клеток, несу-
щих СD90-антиген, в период острой адаптации сви-
детельствует о чувствительности клеток к величине
опорной нагрузки и возможном выходе клеток из ла-
кун костной ткани бедра. Эти данные согласуются с
результатами по изучению активности щелочной
фосфатазы: в период адаптации наблюдали увеличе-
ние средней интенсивности окраски по сравнению с
контролем и группой вывешивания.

Рис. 3. Соотношение типов колоний костного мозга мы-
шей разных экспериментальных групп: виварного кон-
троля (К), 30-суточного антиортостатического вывеши-
вания (В) и группы острой адаптации (12 ч) к опорной на-
грузке после вывешивания (А).
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Рис. 4. Интенсивность окраски щелочной фосфатазы в стромальных предшественниках костного мозга мышей контрольных
(К), группы антиортостатического вывешивания (В) и группы реадаптации к опорной нагрузке (А). Представлены усреднен-
ные кривые, построенные на основе данных, полученных при обработке более 50 рандомных полей зрения для каждого экс-
перимента.
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Молекула адгезии H-CAM (CD44, рецептор к ги-
алуроной кислоте) играет ключевую роль в механиз-
ме взаимодействия CXCL12/CXCR4 при CXCL12-
зависимой трансэндотелиальной миграции гемопо-
этических стволовых клеток и их закреплении в кон-
кретных нишах (Erb et al., 2014). Уменьшение доли
мелких клеток, сопоставимых по размеру с гемопоэ-
тическими клетками костного мозга, может свиде-
тельствовать о снижении численности гемопоэтиче-
ских клеток в КМ после вывешивания, сохраняюще-
еся и в период 12-часовой реадаптации (рис. 2в).
CD44dim-клетки по размерам и степени гранулярно-
сти цитоплазмы соответствуют остеокластам (Li
et al., 2015). H-CAM участвует в регуляции диффе-
ренцировки остеокластов через сигнальный путь
NF-κB (Li et al., 2015). После вывешивания наблюда-
ли признаки остеопороза и остеомаляции в задних
конечностях мышей. Увеличение доли клеток
CD44dim может быть связано с усилением активно-
сти остеокластов или увеличением их числа.

BST-1 (CD157) – основной антиген стромальных
клеток КМ у мышей. Он обеспечивает взаимодей-
ствие клеток с внеклеточным матриксом, в частно-
сти с фибронектином, обеспечивая адгезию и хо-
уминг клеток (Morone et al., 2014). Вывешивание не
вызывало уменьшения доли таких клеток, но в пери-
од адаптации наблюдали тенденцию к увеличению
доли стромальных клеток по сравнению с контролем
(рис. 2г). Интересно отметить, что после вывешивания
происходило увеличение доли клеток с фенотипом
CD157+/Sca-1+, характерного для мезенхимных ство-

ловых клеток КМ мышей (Siclari et al., 2013), сохраняю-
щееся и в период 12-часовой адаптации (рис. 2г). Наши
данные показывают, что длительная опорная разгрузка
приводила к уменьшению доли остеокоммитированых
стромальных клеток в КМ за счет снижения числа
CD90+-клеток, но пул малодифференцированных ад-
гезирующих клеток со стромальным фенотипом
оставался интактным. В течение 12 ч опорной нагруз-
ки после вывешивания происходит активация процес-
сов остеогенеза в связи с изменившимися окружаю-
щими условиями. Скорее всего, этим объясняется со-
стояние Sca-1+-популяции. Sca-1 – является маркером
прогениторных клеток (Holmes et al., 2007) и экспрес-
сируется на поверхности гемопоэтических клеток, в
зависимости от степени их коммитированости и ак-
тивности (Morcos et al., 2017).

Вывешивание не приводило к значимому изме-
нению численности гемопоэтических клеток. Дан-
ные иммунофенотипирования и числа КОЕ гемопо-
этических предшественников миелоидного роста
демонстрируют тенденцию к снижению их числа,
особенно моноцитарно-макрофагального и эритро-
идного ростков (рис. 5). Но в период острой адапта-
ции происходит резкое падение доли Sca-1+-клеток
(рис. 2г), при этом увеличивается число гемопоэти-
ческих КОЕ в КМ (рис. 5), т.е. мы наблюдаем акти-
вацию гемопоэза в связи с возросшими потребно-
стями организма в этот период. Это согласуется с ре-
зультатами по экспрессии CD106 и CD34 (рис. 2д, е):
увеличение доли этих клеток свидетельствует об уси-

Рис. 5. Число гемопоэтических колоний, образованных миелоидными предшественниками костного мозга мышей. а – Об-
щее число колониеобразующих единиц (КОЕ). б – Число КОЕ, образованных различными миелоидными предшественника-
ми: ГЭММ (гранулоциты, эритроциты, макрофаги и мегакариоциты), ГМ (гранулоциты и макрофаги), Г (гранулоциты),
М (макрофаги); БОЕ-Э – бурстообразующая единица эритроцитов. Группы животных: К – виварный контроль, В – 30-су-
точное антиортостатическое вывешивание, А – период острой адаптации к опорной нагрузке после вывешивания. Показаны
значения медианы группы. Звездочки показывают достоверность отличия от контрольной группы при *Р ≤ 0.05 или **Р ≤ 0.01.
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лении трансэндотелиальной миграции гемопоэтиче-
ских клеток из КМ в условиях острой адаптации.

Таким образом, анализ данных демонстрирует
тенденцию к угнетению гемопоэза у мышей во вре-
мя вывешивания. Кроме этого, уменьшается доля
остеокоммитированных стромальных предшествен-
ников на фоне увеличения доли малодифференци-
рованных ММСК, отвечающих за поддержания пула
гемопоэтических прогениторов. В период острой
адаптации происходила активация прогениторных
клеток стромального и гемопоэтического дифферо-
нов, в том числе и на уровне малодифференциро-
ванных предшественников.

Интересно сравнить результаты, полученные в
ходе наземного моделирования эффектов КП с дан-
ными, полученными после реального КП на борту
биоспутника “Бион-М1”. При моделировании эф-
фектов микрогравитации во время вывешивания
происходило снижение костной массы задних ко-
нечностей мышей. При этом на ранних сроках в КМ
число стромальных предшественников, в том числе
ММСК, с остеогенными потенциями снижалось, а
число остеокластов и адипоцитов увеличивалось
(Hamrick et al., 2007; Shahnazari et al., 2012). Было от-
мечено, что при неизменном числе КОЕ фибробла-
стов КМ крыс после вывешивания количество КОЕ
фибробластов, экспрессирующих щелочную фосфа-
тазу, значительно снижалось. Уменьшалась и их
пролиферативная активность, а также уменьшалась
костная масса и число остеобластов (Basso et al.,
2005). Эти негативные изменения в костной ткани
происходили на фоне резкого уменьшения крово-
снабжения костей задних конечностей, причем этот
процесс усугублялся со временем (Colleran et al.,
2000). В результате сосудистой перестройки, повре-
ждения эндотелий-зависимого механизма вазодиля-
тации и изменений костной структуры нарушалось
кровоснабжение КМ (Stabley et al., 2013; Prisby et al.,
2015). Также было обнаружено умеренное снижение
общей клеточности КМ и численности основных
ростков кроветворения (Зубхая, Ефимов, 1995). Сни-
жалось число В-лимфоцитов, при этом число Т-лим-
фоцитов увеличивалось (Gaignier et al., 2014). В КМ
происходило нарушение B-клеточного лимфопоэза
и функциональной активности CD4+-лимфоцитов, в
том числе лимфоцитов памяти (Nash et al., 1992; Miller,
Sonnenfeld, 1994; Pecaut et al., 2000; Lescale et al., 2015).

Ранее нами были показаны негативные влияния
вывешивания на функциональную активность про-
гениторных клеток КМ грызунов. Угнеталась про-
лиферативная активность ММСК, снижалось число
КОЕ фибробластов (Маркина и др., 2017, 2018).

После 30-суточного КП не наблюдали выражен-
ного нарушения функциональной активности стро-
мальных предшественников КМ мышей на фоне
резкого угнетения эритропоэза (Маркина и др., 2015;
Сотнезова и др., 2016; Markina et al., 2018). Можно
предположить, что на результаты могло повлиять то,

что взятие биопроб проводили спустя 12 ч после по-
садки космического аппарата. Результаты изучения
процессов восстановления функциональной актив-
ности прогениторных клеток КМ мышей в острый
период адаптации к опорной нагрузке после 30-су-
точного антиортостатического вывешивания прак-
тически совпадают с данными, полученными после
КП по сравнению с состоянием компартмента про-
гениторных клеток КМ сразу после вывешивания.

Полученные данные демонстрируют, что в пер-
вые 12 ч возобновления опорной нагрузки происхо-
дит активация механочувствительных клеток КМ,
обеспечивающих гомеостаз костной ткани и физио-
логический гемопоэз. Наблюдается усиление про-
лиферации и дифференцировки гемопоэтических
предшественников миелоидного ростка, однако,
этого периода недостаточно для его полного восста-
новления. Таким образом, стромальные клетки, вхо-
дящие в состав ниши КМ гемопоэтических клеток,
восприимчивы к изменению величины опорной на-
грузки, при этом компартмент гемопоэтических
прогениторов остается достаточно инертным и 12 ч
недостаточно для его восстановления.
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CHARACTERISTICS OF BONE MARROW PROGENITOR CELLS 
OF C57BL/6N MICE AFTER 30-DAY HINDLIMB SUSPENSION 

AND 12-HOUR READAPTATION TO THE LOADING
E. A. Markinaa, *, P. I. Bobylevaa, O. Yu. Alekseevaa, I. V. Andrianovaa,

E. R. Andreevaa, and L. B. Buravkovaa

aState Scientific Center of Russian Federation –Institute of Biomedical Problems of the Russian Academy of Science, 
Moscow, 123007 Russia

*e-mail: goncharova-tim@list.ru

Bone marrow (BM) progenitor cells provide hematopoiesis and homeostasis of bone tissue. Their functional state
determines many processes during space f light (SF) and the subsequent readaptation to the gravity. It is known, that
the SF factors and simulation of their effects do not cause irreversible damage of hematopoietic and stromal progen-
itor cells. Meanwhile, the alteration of BM progenitor cells functionality after simulating of SF effects was more pro-
nounced, compared to the real f light. The aim of this study was to examine the recovery of functional activity of mu-
rine BM progenitor cells during readaptation to the loading after 30-day hindlimb suspension. The experiments were
conducted using male mice of 3 groups: vivarium control, suspension, readaptation. Cellularity of BM, immuno-
phenotype, proliferative activity of BM progenitors, number of hematopoietic colony-forming units (CFUs) and fi-
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broblast CFUs, differentiation ability of hematopoietic and stromal precursors of BM were determined. Hindlimb
suspension led to a decrease in the cellularity of BM, a decrease in the number of fibroblast CFUs and hematopoietic
CFUs, alteration of spontaneous osteodifferentiation of stromal progenitors and a decrease in the expression of stro-
mal markers. During readaptation, the functional activity of stromal precursors was restored, while the complete re-
covery of hematopoiesis was not observed.

Keywords: bone marrow stromal progenitors, hindlimb suspension, bone marrow hematopoietic progenitors,
C57Bl/6N mice
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