
ЦИТОЛОГИЯ, 2019, том 61, № 8, с. 658–671

658

ПОЛУЧЕНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА ЛИНИИ МЕЗЕНХИМНЫХ СТВОЛОВЫХ 
КЛЕТОК, ВЫДЕЛЕННОЙ ИЗ ДЕСНЫ ЧЕЛОВЕКА

© 2019 г.   А. М. Кольцова1, В. В. Зенин1, В. И. Турилова1, Т. К. Яковлева1, Г. Г. Полянская1, *
1Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург, 194064 Россия

*E-mail: poljansk@incras.ru
Поступила в редакцию 26.04.2019 г.

После доработки 21.05.2019 г.
Принята к публикации 22.05.2019 г.

Получена и охарактеризована новая неиммортализованная клеточная линии из десны здорового донора
35 лет, названная MSC-GING. Анализ разных характеристик проводили на 6-, 7-, 13-, 18-, 20- и 23-м пас-
сажах. В процессе длительного культивирования постепенно увеличивается доля стареющих клеток со-
гласно активности β-галактозидазы. Эффективность клонирования клеток MSC-GING существенно
уменьшается в процессе длительного культивирования. Кривые роста свидетельствуют об активной проли-
ферации клеточной линии на 6-м пассаже и значительном снижении индекса пролиферации к 18- и 20-му
пассажам. Кариотипический анализ на 7- и 18-м пассажах показал наличие диплоидного числа хромосом
(46) во всех метафазных пластинках. Но на 7-м пассаже доля клеток с нормальным диплоидным кариотипом
46, ХХ составляет 50 ± 5%, а в остальных клетках выявлена клональная перестройка – инверсия длинного
плеча хромосомы 10, inv(10)(q21.1q25.1). Доля этих клеток существенно уменьшается при длительном
культивировании до пассажа 18, тогда как доля клеток с нормальным диплоидным кариотипом возрастает.
На пассажах 6 и 20 высока доля клеток, несущих поверхностные антигены, характерные для МСК челове-
ка: CD44, CD73, CD90, CD105, виментин и HLA-ABC. Выявлена крайне низкая частота клеток с антиге-
нами CD34, CD45 и HLA-DR. Существенно отметить, что на пассажах 6 и 20 отсутствуют клетки, несущие
маркеры недифференцированных эмбриональных стволовых клеток: Oct-4, SSEA-4 и SOX2. Показано,
что клетки линии MSC-GING обладают способностью дифференцироваться в остеогенном и хондроген-
ном направлениях. Возможность дифференцироваться в адипогенном направлении проявилась только на
уровне экспрессии гена glut4. Индукция нейрональной дифференцировки привела к увеличению уровня
экспрессии гена nse – нейроспецифической элоназы. В целом, представленные результаты подтверждают
статус МСК для полученной линии, но свидетельствуют о существенной кариотипической нестабильно-
сти на раннем пассаже, которая уменьшается в процессе репликативного старения.
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В настоящее время мезенхимные стволовые клет-
ки (МСК) широко используются для фундаменталь-
ных и прикладных биомедицинских исследований.
Линии МСК человека, будучи неиммортализован-
ными, диплоидными клеточными популяциями, яв-
ляются удобной моделью для изучения биологиче-
ских процессов, как в здоровом организме, так и при
его патологических состояниях. Согласно требова-
ниям Международного общества клеточной тера-
пии, статус МСК разного происхождения определя-
ется рядом характеристик (Dominici et al., 2006;
Sensebé et al., 2010). Тем не менее, по характеристи-
кам линий МСК, как определяющим их статус, так и
по другим важнейшим для жизнедеятельности кле-
ток, есть различия между клетками, выделенными
из разных источников. В частности, обнаружены
межлинейные различия по дифференцировочному
потенциалу, по ростовым характеристикам, по ха-

рактеру репликативного старения и по кариотипи-
ческой нестабильности (Shih et al., 2005; Tomar et al.,
2010; Yan et al., 2013; Yannarelli et al., 2013; Gao et al.,
2014; Крылова и др., 2014; Boink et al., 2016; Sub-
barayan et al., 2017; Кольцова и др., 2018; Полянская,
2018). Причин наблюдающихся межлинейных раз-
личий может быть несколько: генетические и воз-
растные особенности доноров, разные условия вы-
деления и культивирования клеточных популяций
МСК. Существенной причиной являются особенно-
сти взаимодействия МСК с их уникальным микро-
окружением (нишей), характерным для определенной
ткани, которое регулирует пролиферацию, выживае-
мость, миграцию, старение, дифференцировочный
потенциал и другие клеточные свойства посредством
межклеточных взаимодействий и различных биоак-
тивных молекул (Gattazzo et al., 2014; Choi et al., 2015;
Darnell et al., 2018; Нимирицкий и др., 2018; Niedern-
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hofer et al., 2018). В связи с этим, а также учитывая ге-
нетическую уникальность каждой вновь полученной
линии, представляется важным расширение спектра
линий МСК человека.

Многие МСК, полученные из взрослых и эмбри-
ональных тканей, имеют ограниченное применение
из-за инвазивного способа их получения, малого ко-
личества выделяемых клеток в связи с невысоким
пролиферативным потенциалом или этических про-
блем (Bongso, Fong, 2013). Поэтому большое внима-
ние уделяется использованию тех источников, из
которых выделение МСК не связано со специальны-
ми инвазивными способами получения клеток и с
этическими проблемами. Известен ряд работ, по-
священных получению и характеристикам МСК из
внезародышевых тканей человека (Antonucci et al.,
2011; Arutyunyan et al., 2016; Jeon et al., 2016; Savick-
iene et al., 2016; Кольцова и др., 2017; Крылова и др.,
2017; Wu et al., 2018), из децидуального эндометрия
(Kyurkchiev et al., 2010; Rossignoli et al., 2013; Sugawara
et al., 2014). Также к неинвазивным способам можно
отнести получение МСК из пульпы молочных зубов.
Другими, менее удобными, источниками МСК мо-
гут быть постоянные зубы, окружающие их ткани и
слизистые рта разной локализации, доступные для
взятия клеточного материала в процессе стандартных
стоматологических процедур при хирургическом
вмешательстве (Gronthos et al., 2000; Huang et al., 2009;
Estrela et al., 2011; Isobe et al., 2016; Aghajani et al., 2016;
Кольцова и др., 2018; Wang et al., 2018; Xing et al.,
2018). К таким тканям относится десна, являющаяся
частью слизистой оболочки полости рта, покрываю-
щая альвеолярные отростки челюстей и играющая
важную роль в качестве слизистого барьера против
постоянных механических повреждений и бактери-
альных инфекций ротовой полости. Соединитель-
ная ткань десны по эмбриональному происхожде-
нию относится к нервному гребню подобно зубной
ткани. В ряде работ представлены характеристики
МСК, выделенных из десны, а также проведен срав-
нительный анализ МСК, выделенных из других тка-
ней ротовой полости (Zhang et al., 2009; Mitrano et al.,
2010; Tang et al., 2011; Wang et al., 2011; Ge et al., 2012;
Jin et al., 2015; Zhao et al., 2015; Fawzy El-Sayed et al.,
2016; Venkatesh et al., 2017; Spagnuolo et al., 2018).

Неиммортализованные клеточные линии в про-
цессе длительного культивирования, в отличие от
иммортализованных, подвергаются репликативному
старению, которое представляет собой сложный ком-
плексный процесс (Wagner et al., 2008; Kuilman et al.,
2010; Redaelli et al., 2012; Estrada et al., 2013; Savick-
iene et al., 2016; Truong et al., 2018; Yu et al., 2018). В
связи с этим свойством диплоидных линий, пред-
ставляется существенным проведение длительного
культивирования МСК с целью изучения этого про-
цесса в конкретной линии. Линии МСК могут раз-
личаться по характеру процесса репликативного ста-
рения (Кольцова и др., 2017; Alessio et al., 2018; Мусо-
рина и др., 2019). Исследование репликативного

старения диплоидных клеточных линий способству-
ет расширению фундаментальных знаний о процес-
сах, происходящих в клетках, а также вносит воз-
растные ограничения по использованию конкрет-
ной линии МСК в регенеративной медицине.

В настоящей работе поставлены следующие зада-
чи: 1) выделение из ткани десны фибробластоподоб-
ных клеток; 2) анализ характеристик, подтверждаю-
щих статус МСК полученной линии на раннем 6-м
пассаже; 3) сравнительный количественный анализ
активности фермента β-галактозидазы, характери-
зующей процесс репликативного старения при дли-
тельном культивировании клеток; 4) анализ росто-
вых характеристик, кариотипической изменчиво-
сти, определение маркеров недифференцированных
эмбриональных стволовых клеток (ЭСК) и диффе-
ренцировочного потенциала клеток при длительном
культивировании; 5) Сравнение полученных характе-
ристик между данной линией и ранее полученной ли-
нией MSC-DP (из пульпы зуба) в связи с их близким
эмбриологическим происхождением и локализацией.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Выделение клеток. Использовали десну здорового
взрослого донора 35 лет. Клетки получали механиче-
ским методом. Фрагмент ткани (≈3 мм3) разрезали
на более мелкие кусочки (0.5–1 мм3), помещали в
чашку Петри и придавливали предметным стеклом.
Кусочки ткани культивировали в ростовой среде
DMEM/F12 (Биолот, Россия), содержащей 10% эм-
бриональной бычьей сыворотки (HyClone, США) и
раствор антибиотиков и антимикотика (Antibiotic
Antimycotic Solution, Sigma, Израиль) в концентра-
ции рекомендованной производителем, при 37°С,
5% СО2 в течение 2 нед. За время культивирования
фибробластоподобные клетки мигрировали из тол-
щи ткани и образовывали хорошо различимые зоны
роста на поверхности культурального пластика. Пе-
ресев клеток осуществляли посредством обработки
0.25%-ным раствором трипсин-ЭДТА (Gibco, Вели-
кобритания).

На 4-м пассаже при отсутствии явных признаков
контаминации бактериями и грибами в ростовую
среду переставали добавлять раствор антибиотиков
и антимикотика. Клетки длительно культивировали
и получали разные характеристики на 6-, 7-, 13-, 18-,
20- и 23-м пассажах. Криоконсервировали клетки в
кондиционированной среде, содержащей 10% крио-
протектора диметилсульфоксида (Биолот, Россия).
Микробиологический анализ, проведенный через
10 пассажей после снятия клеток с антибиотиков и
антимикотика, подтвердил отсутствие бактериаль-
ной, грибковой и микоплазменной контаминации.

Морфологический анализ линий проводили с по-
мощью инвертированного микроскопа (NICON,
Япония).
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Репликативное старение клеток оценивали по ак-
тивности фермента β-галактозидазы. Клетки выра-
щивали в чашках Петри (3.5 мм, Nunc, Дания) до об-
разования конфлюента. Затем среду удаляли и окра-
шивали клетки с помощью набора реактивов
(Senescence β-galactosidase staining kit; Cell Signaling,
США) согласно инструкции. У клеток, вступающих
в фазу репликативного старения, цитоплазма
приобретает ярко-синюю окраску. Анализ проводи-
ли с помощью инвертированного микроскопа
(NICON, Япония) на 6-, 13-, 20- и 23-м пассажах.
Долю окрашенных клеток (в %) определяли путем
подсчета не менее 1000 клеток в разных полях зрения
на одну временную точку.

Эффективность клонирования клеточной линии
определяли в чашках Петри в условиях редкого пас-
сажа (3–4 кл./см2). Через 14 сут клетки окрашивали
1%-м водным раствором кристалл-виолета и счита-
ли число колоний. Эффективность клонирования
определяли в % по отношению числа выросших ко-
лоний (клонов) к числу посеянных клеток. Учитыва-
ли колонии, состоящие из не менее 20 клеток. Ана-
лизировали по 8 экспериментов на пассажах 6 и 20.

Характеристика пролиферативной активности.
Оценивали индекс пролиферации – отношение чис-
ла клеток в текущий момент к исходному числу по-
сеянных клеток и строили кривые роста клеточных
популяций. Для измерения среднего времени удвое-
ния клеточной популяции каждый эксперименталь-
ный вариант повторяли 3 раза, ежедневно считали
клетки в течение 5–6 сут (120–144 ч). Среднее время
одного удвоения клеточной популяции (ao) опреде-
ляли по формуле (Седова, 2008):

где Mt – число клеток в момент времени t; Mo – на-
чальное число клеток; t – время логарифмической
фазы роста клеточной культуры. Анализировали
пассажи 6 и 25.

Кариотипический анализ проводили на 7- и 18-м
пассажах. Для получения препаратов метафазных
хромосом за 3 ч до фиксации клеток в среду вводили
демеколцин (10 мкг/мл; Sigma, Великобритания),
клетки диссоциировали с помощью 0.25%-ного рас-
твора трипсин-ЭДТА (Gibco, Англия) и проводили
гипотоническую обработку смесью 0.075 М раствора
КСl и 1%-го раствора цитрата натрия (1 : 1). Клетки
фиксировали смесью метанола с ледяной уксусной
кислотой (3 : 1) (Реактив, Россия). Для кариотипиче-
ского анализа проводили дифференциальное G-окра-
шивание хромосом в соответствии с ранее описан-
ной методикой (Ozkinay, Mitelman, 1979). Анализи-
ровали 100 метафаз на каждом пассаже. Количество
полиплоидов определяли при подсчете 1000 клеток в
каждом варианте. Kариотип линии анализировали с
помощью микроскопа Axio Imager.M1 (Carl Zeiss,
Германия) с системой автоматического кариотипи-
рования Ikaros 4 karyotyping system (MetaSystems,

( )o oln2/ln / ,ta t M M=

ФРГ) и описывали в соответствии с Международной
системой цитогенетической номенклатуры хромо-
сом человека ISCN (Shaffer et al., 2013).

Определение статуса полученной клеточной линии.
Анализировали экспрессию поверхностных антиге-
нов с помощью проточной цитофлуориметрии. Экс-
прессию каждого маркера оценивали по результатам
3 экспериментов для клеток, находящихся на 7- и
20-м пассажах. Иммунофенотипирование проводи-
ли с помощью панели конъюгатов CD-маркерных
моноклональных антител с флуорохромами. В рабо-
те использовали моноклональные антитела против
CD34, CD45, HLA-ABC и HLA-DR (Caltac, США),
CD44, CD73, CD105 (Beckman Coulter, США), СD90
(BD Pharmingen, США). В качестве негативного
контроля использовали очищенные мышиные анти-
тела IgG1/Fitc и IgG1/RFE (DAKO, Дания). Клетки
снимали с поверхности чашки с помощью 0.05%-но-
го раствора трипсина-ЭДТА (Gibco, США) и отмы-
вали от него солевым буферным раствором РВS, не
содержащим ионов Са2+ и Mg2+ (Биолот, Россия).
Полученную суспензию клеток (1 млн/мл) в РВS де-
лили на пробы по 10 мкл, добавляли к каждой из них
по 2 мкл антител и инкубировали при 4°С в течение
30 мин. Далее пробы доводили до оптимального объ-
ема (0.1 мл) с помощью Stain Buffer (BD Pharmingen,
США). Пробы анализировали на проточном цито-
флуориметре Beckman Coulter (США).

Иммунофлуоресцентный анализ. Экспрессию мар-
керов ранней дифференцировки ЭСК в производные
3-х зародышевых листков оценивали с помощью ан-
тител к α-актинину (тест на мезодерму), α-фетопро-
теину (тест на энтодерму) (Sigma, США) и нестину
(тест на эктодерму) (Santa Cruz, США). Для экспрес-
сии маркера недифференцированных ЭСК исполь-
зовали антитела против транскрипционного факто-
ра OCT-4 и поверхностного маркера SSEA-4 (Santa
Cruz, США). Клетки фиксировали 4%-ным раство-
ром параформальдегида в течение 20 мин при ком-
натной температуре, блокировали 1%-ным раство-
ром бычьего сывороточного альбумина (BSA; Sigma,
ФРГ) в течение 1 ч. Пермеабилизацию проводили
0.1%-ным раствором тритона Х-100 в течение 15 мин
при комнатной температуре. Далее все клетки инку-
бировали с первыми антителами в течение ночи при
4°С. Вторые антитела (Alexa Fluor 488; Life technolo-
gies, США) разводили в соотношении 1 : 500 и инку-
бировали с ними препараты в течение 1 ч в темноте
при комнатной температуре. В качестве отрицатель-
ного контроля использовали клетки, окрашенные
только вторыми антителами. Визуализацию прово-
дили с помощью микроскопа Olimpus FV3000 (Япо-
ния). Анализ проводили на 6-м пассаже.

Для количественной оценки SOX2 – маркера не-
дифференцированных ЭСК, а также виментина,
используемого для подтверждения статуса МСК,
суспензию клеток последовательно фиксировали,
пермеабилизовали и инкубировали сначала с соот-
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ветствующими первыми, а потом со вторыми FITC-
конъюгированными антителами (Sigma, Германия)
и анализировали методом проточной цитофлуори-
метрии.

Подтверждение статуса МСК. Для этого проводи-
ли индукцию остеогенной, адипогенной и хондро-
генной дифференцировки по модифицированному
методу (Reyes et al., 2001). Клетки (10 тыс. кл./см2)
высевали в остеогенную и адипогенную дифферен-
цировочные среды (HyClone Thermo Scientific
HyClone Product, США). Хондрогенную дифферен-
цировку проводили в культуре микромасс в хондро-
генной дифференцировочной среде (HyClone Ther-
mo Scientific HyClone Product, США). Индукцию
проводили в течение 3-х нед, меняя среду каждые 3–
4 сут.

Идентификацию хондрогенной дифференциров-
ки проводили с помощью окрашивания 1%-ным
раствором толуидинового синего в 50%-ном изопро-
паноле, или 0.1%-ным водным раствором сафрани-
на О, или 1%-ным раствором альцианового синего в
3%-ной уксусной кислоте (Sigma, США). Время
окраски составляло 30 мин при комнатной темпера-
туре для всех красителей.

Для идентификации остеогенной дифференци-
ровки использовали реакцию Вон Косса. Для этого
клетки фиксировали 2 мин в метаноле при −20°С и
окрашивали 2%-ным раствором нитрата серебра
(AgNO3) (Вектон, Россия) в течение 1 ч под лампой
мощностью 60 Вт. Окрашенные клетки промывали
дистиллированной водой и помещали на 5 мин в
2.5%-ный раствор тиосульфата натрия. Затем клетки
снова промывали водой и заливали 70%-ным глице-
рином.

Кроме того, анализировали наличие в клетках ак-
тивности фермента щелочной фосфатазы. Клетки
фиксировали 4%-ным раствором параформальдеги-
да в течение 20 мин при комнатной температуре и
окрашивали раствором BCIP/NBT Liquide substrate
System (Sigma, США) в течение 30 мин при 37°С.

Для идентификации адипогенной дифференци-
ровки клетки промывали PBS без ионов Ca2+ и Mg2+,
фиксировали в метаноле в течение 2 мин при −20°С.
Фиксированные клетки промывали 50%-ным этано-
лом и окрашивали красным масляным (Oil Red O) в
течение 10 мин. Окрашенные клетки промывали
50%-ным этанолом, затем дистиллированной водой
и заливали 70%-ным глицерином. Наличие адипо-
генной дифференцировки анализировали также ме-
тодом ОТ-ПЦР по экспрессии glut4 – гена транспор-
тера глюкозы.

Для индукции нейрональной дифференцировки
клетки высевали на чашки Петри и при достижении
ими конфлюента ростовую среду меняли на индук-
ционную: DMEM (Биолот, Россия), содержащая
10% фетальной бычьей сыворотки (HyClone, США),
1 мкмоль/л ретиноевой кислоты (Sigma-Aldrich,
США), по 20 мкг/л ростовых факторов bFGF (Gibco,

ThermoFisher, США) и hEGF (Sigma-Aldrich, США).
Клетки культивировали в течение 4 сут, а затем ана-
лизировали экспрессию гена нейрональной диффе-
ренцировки nse (нейроспецифическая элоназа) ме-
тодом ОТ-ПЦР.

Полимеразная цепная реакция с обратной тран-
скрипцией (ОТ-ПЦР). Ген транспортера глюкозы
glut4 специфичен для адипогенных клеток, ген цито-
плазматического белка нейроспецифической элона-
зы nse – для нейронов. Для анализа экспрессии ге-
нов glut4 и nse методом ОТ-ПЦР из клеток выделяли
тотальную РНК при помощи TRIzol® Reagent (Invi-
trogen, США) по протоколу, рекомендованному
производителем. Все образцы обрабатывали ДНКа-
зой (Fermentas, Thermo Scientific, Литва) Для синтеза
к-ДНК использовали 0.5 мкг тотальной РНК на про-
бу, ревертазу RevertAid M-MuLV и случайные олиго-
нуклеотидные последовательности (Fermentas,
Thermo Scientific, Литва). Пробы для ПЦР готовили
в соответствии с протоколом производителя Taq
ДНК-полимеразы (Fermentas, Thermo Scientific,
Литва). Использовали специфические праймеры
следующих последовательностей: для nse прямой
5'-AAGGACAAATACGGCAAGGA-3' и обратный
5'-TGGACCAGGCAGCCCAATC-3'; для glut-4 прямой
5'-GGCATGTGTGGCTGTGCCATC-3' и обратный
5'-GGGTTTCACCTCCTGCTCTAA-3'; для β-актина
прямой 5'-AATCTGGCACCACACCTTCTACA-3' и
обратный 5'-GACGTAGCACAGCTTCTCCTTA-3'.
Температура отжига праймеров была адаптирована к
оптимальным условиям ПЦР для каждой используе-
мой пары. ПЦР-анализ экспрессии генов проводили
на амплификаторе T100 (BioRad, Сингапур). ПЦР-
продукт разделяли методом электрофореза в 2%-ном
агарозном геле.

Результаты обрабатывали статистически с ис-
пользованием t-критерия Стьюдента. Различия счи-
тали достоверными при вероятности нулевой гипо-
тезы Р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В результате культивирования в течение 6 пасса-
жей получена линия фибробластоподобных клеток,
названная (согласно источнику получения из ткани
десны) MSC-GING. Морфологический анализ этой
линии показал однородность клеточной популяции,
представленной средними по размеру вытянутыми
фибробластоподобными клетками (рис. 1).

Процесс репликативного старения при длительном
культивировании клеток (пассажи 6–23). Старение
клеток MSC-GING оценивали по активности β-галак-
тозидазы в клеточных популяциях (табл. 1). На 6-м
пассаже обнаружена совсем небольшая доля старею-
щих клеток. Далее наблюдается ее постепенное уве-
личение, которое к пассажу 23 достигает 93.9%. Кро-
ме усиления активности β-галактозидазы в клеточ-
ной популяции к 23-му пассажу, существенно
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изменяется и морфология клеток, выражающаяся в
увеличении размеров и степени их распластанности,
а также в появлении дебриса, что свидетельствует об
активном репликативном старении (рис. 1).

Ростовые характеристики. Эффективность клони-
рования клеток MSC-GING на 6-м пассаже состав-
ляет 30.8 ± 2.0%. На 20-м пассаже она значительно
снижена и составляет 7.0 ± 1.3% (Р < 0.01). Ранее по-
лученные результаты по анализу клоногенной ак-
тивности в МСК разного происхождения свидетель-
ствуют о ее больших колебаниях между разными лини-
ями и о существенном снижении этой активности на
поздних пассажах (Lo Surdo et al., 2013; Szepesi et al.,
2016; Кольцова и др., 2018; Крылова и др., 2018; Му-
сорина и др., 2019). Тем не менее, клоногенная ак-
тивность в близких по происхождению МСК (пуль-
па молочного зуба и десна) показывают близкие зна-
чения эффективности клонирования как на ранних,
так и на поздних пассажах (Кольцова и др., 2018).

Характеристика пролиферативной активности
клеток MSC-GING в процессе длительного культи-
вирования свидетельствуют об активном делении
клеток на 6-м пассаже и значительном снижении
индекса пролиферации (ИП) к пассажам 18 и 20
(рис. 2). На пассаже 6 увеличение ИП начинается на
2-е сут и существенно увеличивается в течение 96 ч,
а далее снижается. Логарифмическая фаза роста со-
ставляет 72 ч. Среднее время одного удвоения кле-
точной популяции составляет 35.70 ± 2.07 ч. На 18- и
20-м пассажах, когда идут процессы активного ре-
пликативного старения, время логарифмической
фазы сокращается и составляет 24 ч. При культиви-
ровании в течение 96 ч величина ИП увеличивается,
а затем снижается (рис. 2). Среднее время одного
удвоения клеточной популяции на 18-м пассаже уве-
личивается по сравнению с пассажем 6 и составляет
43.5 ± 1.3 ч (Р < 0.05). На 20-м пассаже ИП снижается
по сравнению с пассажем 18 и не удваивается в процес-
се культивирования в течение 96 ч. ИП достигает мак-

симума при культивировании 96 ч и составляет для 6-,
18- и 20-го пассажей соответственно 4.11 ± 0.31,
1.85 ± 0.05 и 1.54 ± 0.06. Следовательно, ИП снижа-
ется в процессе культивирования в 2.7 раза.

Таким образом, наша работа показывает, что в
процессе длительного культивирования наступает
репликативное старение: существенно снижается
эффективность клонирования и ИП (рис.2), значи-
тельно увеличиваются размеры клеток и их распла-
станность, появляется дебрис (рис. 1), увеличивает-
ся доля клеток с выраженной активностью β-галак-
тозидазы (табл. 1). В целом, полученные результаты
подтверждают ограниченный срок жизни клеток ли-
нии MSC-GING, характерный для неиммортализо-
ванных клеточных популяций (Hayflick, 1965; Mat-
sumura et al., 1979; Bonab et al., 2006).

Кариотипический анализ. Анализировали клетки
MSC-GING на пассажах 7 и 18. Все проанализиро-
ванные метафазы имеют диплоидный кариотип че-
ловека 46, ХХ. На пассаже 7доля клеток с нормаль-
ным диплоидным кариотипом составляет 50.0 ±
± 5.0%. В остальных клетках выявлена клональная пе-
рестройка – инверсия длинного плеча хромосомы 10:
inv(10)(pter → q21.1::q25.1 → q21.1::q25.1 → qter)
(кратко: inv(10)(q21.1q25.1)). Доля этих клеток соста-

Рис. 1. Морфология клеток линии MSC-GING на пассажах 6 и 20. Прижизненные фотографии. Инвертированный световой
микроскоп Nicon Eclipse TS100, Япония. Масштабная линейка: 200 мкм.

6 пассаж 20 пассаж

Таблица 1. Доля клеток MSC-GING (%) с выраженной
активностью β-галактозидазы (β-гал) в процессе культи-
вирования

Примечание к табл. 1–2. Даны средние значения и их ошибки при
подсчете не менее 1000 клеток в разных полях зрения на одну вре-
менную точку (табл. 1) или из 3–4 экспериментов (табл. 2).

Пассаж Число клеток Доля окрашенных на β-гал, %

6 1205 4.4 ± 0.6
13 1105 18.5 ± 1.2
20 1585 51.7 ± 1.2
23 1225 93.9 ± 0.7
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вила также 50.0 ± 5.0% (рис. 3). Доля полиплоидных
клеток составила 1.4 ± 0.4%. На 18-м пассаже по
сравнению с пассажем 7 доля клеток с нормальным
диплоидным кариотипом увеличилась 76.0 ± 4.3%
(Р < 0.01). А доля клеток с инверсией хромосомы 10,
inv(10)(q11.2 ~ 21q25) значительно уменьшилась и

составила 22.0 ± 4.1% (Р < 0.01). Кроме того, обнаруже-
ны две клетки с неклональными структурными измене-
ниями хромосом. Так, в клетке с неизмененной хромо-
сомой 10 выявлена перестройка короткого плеча хро-
мосомы X, add(X)(p22.3), а в клетке с инверсией
длинного плеча хромосомы 10 – перестройка коротко-
го плеча хромосомы 8, add(8)(p23) (рис. 3). Доля полип-
лоидных клеток в популяции уменьшилась по сравне-
нию с пассажем 6 и составляла 0.5 ± 0.2% (Р < 0.05).

Проведенный кариотипический анализ свиде-
тельствует о том, что длительное культивирование,
учитывая и репликативное старение, способствует
уменьшению кариотипической гетерогенности (сни-
жение доли клеток с клональной перестройкой и сни-
жение уровня полиплоидии). Эти результаты озна-
чают, по-видимому, что обнаруженные кариотипи-
ческие изменения не являются адаптивно выгодными
для клеточной популяции в условиях in vitro и не связа-
ны с возможной иммортализацией МСК при даль-
нейшем культивировании. Подобные данные были
получены ранее на других МСК (Tarte et al., 2010; Re-

Рис. 2. Кривые роста клеток на 6-м (кривая 1), 18-м (кри-
вая 2) и 20-м (кривая 3) пассажах.
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Рис. 3. Кариотипы клеточной линии MSC-GING на 7- и 18-м пассажах.
7-й пассаж, врезка – Клональная перестройка, инверсия длинного плеча хромосомы 10, inv(10)(q11.2 ~ 21q25). 18-й пассаж,
врезка – Клональная перестройка, инверсия длинного плеча хромосомы 10, inv(10)(q11.2 ~ 21q25); перестройка короткого
плеча хромосомы X, add(X)(?::p22.3 → qter), в клетке с неизмененной хромосомой 10; перестройка короткого плеча хромосо-
мы 8, add(8)(?::p23 → qter) в клетке с инверсией длинного плеча хромосомы 10, inv(10)(q11.2 ~ 21q25). Стрелками указаны
структурно перестроенные хромосомы.
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daelli et al., 2012; Zaman et al., 2014; Kim et al., 2015;
Кольцова и др., 2017, 2018; Мусорина и др., 2019).

Тем не менее, вновь полученная линия MSC-
GING имеет высокую частоту клеток с клональной
хромосомной перестройкой, что превышает уровень
кариотипической нестабильности, согласно требо-
ваниям Международного общество клеточной тера-
пии и Рабочей группы по клеточным продуктам
(Meisner, Johnson, 2008; Shaffer et al., 2013; Barkholt et al.,
2013). Таким образом, данная линия может быть ин-
тересна для фундаментальных исследований, но ис-
пользование ее для прикладных биомедицинских
работ опасно. В связи с полученными нестандарт-
ными данными по кариотипической стабильности
клеточной линии встал вопрос, не являются ли эти
результаты случайными, возникшими в конкретной
исследуемой клеточной популяции. С целью уточ-
нения этих данных, был проведен повторный кари-
отипический анализ другой клеточной популяции
полученной линии на 7-м пассаже. В результате ана-
лиза 110 клеток было подтверждено наличие инвер-
сии хромосомы 10, inv(10)(q11.2 ~ 21q25) с частотой
40.0 ± 4.6%, что не отличается от данных предыду-
щего анализа: 50.0 ± 5.0% (Р > 0.05). Таким образом,
обнаруженная инверсия является реальной карио-
типической характеристикой линии MSC-GING.

Подтверждение статуса МСК клеток MSC-GING.
Анализировали поверхностные маркеры, характер-
ные для МСК, с помощью проточной цитофлуори-
метрии. Анализ подтвердил наличие статуса МСК
для этой линии (табл. 2). На пассажах 6 и 20 показана
высокая доля клеток, несущих поверхностные анти-
гены, характерные для МСК человека: CD44, CD73,
CD90, CD105, виментин и HLA-ABC. Выявлена
крайне низкая частота клеток с антигенами CD34,
CD45 и HLA-DR. Таким образом, согласно требова-
ниям Международного общества клеточной терапии
(Domonici et al., 2006; Sensebé et al., 2010), для линии
MSC-GING подтвержден статус МСК. Существен-
но отметить, что на 6- и 20-м пассажах отсутствуют
клетки, несущие маркеры недифференцированных
ЭСК: SSEA-4 и OCT-4, проанализированные с по-
мощью иммунофлуоресцентного анализа (данные
не представлены) и маркер SOX2, проанализирован-
ный с помощью проточной цитофлуориметрии
(табл. 2).

К настоящему времени получено много экспери-
ментальных данных, включая и наши собственные
результаты, подтверждающие наличие разных мар-
керов недифференцированных ЭСК в линиях МСК
разного происхождения. Тем не менее, из результа-
тов настоящей и предыдущей (Кольцова и др., 2018)
работ следует, что МСК, полученные из тканей дес-
ны и зуба, имеющих общее эмбриональное проис-
хождение (нервный гребень), сходны по наличию
этих маркеров. Так, в линии МСК, выделенной из
пульпы зуба MSC-DP имеет место невысокая доля
клеток, несущих SSEA-4 на раннем пассаже, которая

исчезает на позднем пассаже. А в линии MSC-GING
и на раннем, а на позднем пассажах такие клетки от-
сутствуют. Клетки с маркером SOX2 отсутствуют как
на раннем, так и на позднем пассажах в обеих лини-
ях. В настоящее время полученные эксперименталь-
ные результаты позволяют предположить, что МСК,
несущие эти маркеры, имеют более высокую проли-
феративную активность и повышенный дифферен-
цировочный потенциал (Gang et al., 2007; Park et al.,
2012; Wu et al., 2013; Aghajani et al., 2016; Matic et al.,
2016). Тем не менее, в наших исследованиях по этим
двум линиям не отмечено существенного снижения
ростовых характеристик и дифференцировочного
потенциала по сравнению с линиями, имеющими
значительное проявление этих маркеров.

Как и в предыдущих работах, с помощью имму-
нофлуоресцентного анализа показано присутствие
маркеров ранней дифференцировки ЭСК в произ-
водные трех зародышевых листков: альфа-актинина
(маркера мезодермы), альфа-фетопротеина (маркера
энтодермы) и нестина (маркера эктодермы) (рис. 4).
До сих пор нет ясности в их функциональной роли в
МСК. Есть разные предположения противополож-
ного характера о функциональной роли этих марке-

Таблица 2. Доля клеток MSC-GING (%), несущих разные
поверхностные маркеры

Маркер

Пассаж

6 20

CD44 100.00 ± 0.04 98.80 ± 0.80

CD73 99.98 ± 0.02 98.32 ± 1.15

CD90 99.98 ± 0.02 99.90 ± 0.10

CD105 99.63 ± 0.28 97.66 ± 1.04

Виментин 78.74 ± 2.42 64.36 ± 2.57

CD34 0.02 ± 0.02 0.07 ± 0.04

CD45 1.08 ± 0.96 0.79 ± 0.28

HLA-ABC 99.95 ± 0.02 88.11 ± 3.20

HLA-DR 0.62 ± 0.27 0.24 ± 0.24

SOX2 0.27 ± 0.23 0.94 ± 0.10
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ров: либо эти маркеры связаны с дифференцировоч-
ной пластичностью МСК, либо они связаны исклю-
чительно с эмбриональным происхождением МСК
(Riekstina et al., 2009; Sensebé et al., 2010).

Остеогенная, хондрогенная и адипогенная диффе-
ренцировка. Индукция дифференцировки клеток
MSC-GING выявила их способность формировать
хрящевую и костную ткань. Культивирование кле-
ток в хондрогенной среде приводило к образованию
структур, которые выявляются с помощью окраши-
вания толуидиновым синим (идентификация суль-
фатированных гликозаминогликанов), сафранином
(идентификация протеогликанов), и альциановым
синим (идентификация кислых гликозаминоглика-
нов). Культивирование клеток в остеогенной среде
способствовало формированию минеральных ком-
плексов. Использование реакции Вон Косса
позволило выявить нерастворимые соли кальция в
межклеточном пространстве. Остеогенная диффе-
ренцировка идентифицировалась и по активности
фермента щелочной фосфатазы, которая при взаи-
модействии со специфичным субстратом прояви-
лась в виде темно-фиолетовой окраски клеток
(рис. 5). Но культивирование клеток в адипогенной
среде не способствовало образованию кластеров
адипоцитов, выявляемых с помощью окрашивания
красителем масляным красным (рис. 5). Не было
выявлено различий по интенсивности хондроген-
ной и остеогенной дифференцировок между пасса-
жами 6 и 20. Не было выявлено также и окраски мас-

ляным красным на этих пассажах (данные по пасса-
жу 20 не представлены).

Полученные в настоящей работе данные об от-
сутствии адипогенной дифференцировки в клетках
MSC-GING, выделенной из десны, выявляемой с
помощью окрашивания Oil Red O, заслуживают
внимания в связи с тем, что соединительная ткань
десны по эмбриональному происхождению отно-
сится к нервному гребню, подобно зубной ткани.
Данные по наличию адипогенной дифференциров-
ки в МСК, выделенных из мягких тканей зубов про-
тиворечивы. Есть результаты, свидетельствующие о
наличии этой дифференцировки. Но есть и работы,
показывающие отсутствие адипогенной дифферен-
цировки в стволовых клетках, выделенных из раз-
ных отделов зубной ткани, выявляемой с помощью
окрашивания масляным красным (Zhang et al., 2006;
Sonoyama et al., 2008). В нашей предыдущей работе
также было показано отсутствие адипогенной диф-
ференцировки в МСК из пульпы молочного зуба
(Кольцова и др., 2018). Тем не менее, ОТ-ПЦР-ана-
лиз клеток MSC-GING на 21-е сут дифференциров-
ки показал присутствие транскрипционной актив-
ности гена транспортера глюкозы glut4, участвующе-
го в адипогенезе (рис. 6), в отличие от контрольных
клеток, не подвергавшихся дифференцировке, у ко-
торых отсутствовала транскрипционная активность
этого гена (Кольцова и др., 2018).

Рис. 4. Идентификация маркеров ранней дифференцировки эмбриональных стволовых клеток в клетках линии MSC-GING
по флуоресценции соответствующих моноклональных антител. Пассаж 6. Показаны маркеры эктодермы (нестин), мезодер-
мы (альфа-актинин) и энтодермы (альфа-фетопротеин). Масштабная линейка: 50 мкм.

Нестин Альфа-актин

Альфа-фетопротеин Контроль



666

ЦИТОЛОГИЯ  том 61  № 8  2019

КОЛЬЦОВА и др.

Рис. 5. Идентификация дифференцировки клеток линии MSC-GING на 6-ом пассаже в следующих направлениях: адипоген-
ном (окрашивание жировых включений масляным красным), остеогенном (реакция Вон Косса на нерастворимые соли каль-
ция в межклеточном пространстве и окраска на активность щелочной фосфатазы) и хондрогенном (окрашивание сульфати-
рованных гликозаминогликанов толуидиновым синим, кислых гликозаминогликанов – альциановым синим и протеоглика-
нов – сафранином О). Масштабная линейка: 100 мкм.

Масляный красный

Толуидиновый синий Альциановый синий Сафранин О

Реакция Вон Косса Щелочная фосфатаза

Рис. 6. Анализ экспрессии генов glut4 (транспортера глюкозы – маркера адипогенной дифференцировки) и nse (нейроспеци-
фической элоназы – маркера нейрональной дифференцировки) в клетках MSC-GING при их индукции. Метод ОТ-ПЦР.
Контроль – недифференцированные клетки. β-actin – контрольный ген общего метаболизма. Слева – маркеры мол. массы
(пары оснований).
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дифф-ка
Нейрональная

дифф-ка

β-actin glut4 β-actin β-actinglut4nse nse

5000

1500

500



ЦИТОЛОГИЯ  том 61  № 8  2019

ПОЛУЧЕНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА ЛИНИИ 667

Таким образом, клетки линии MSC-GING более
склонны к адипогенной дифференцировке, чем
клетки линии MSC-DP, где отсутствует транскрип-
ция гена glut4. Тем не менее, в обоих случаях не об-
наружено формирование жировых капель. Косвен-
но эти результаты согласуются с другими, показав-
шими, что в МСК из пульпы зуба отсутствует
адипогенная дифференцировка, тогда как в МСК из
десны она есть (Monterubbianesi et al., 2019). Таким
образом, у МСК одного происхождения могут раз-
личаться свойства, в частности дифференцировоч-
ный потенциал. Эти различия могут быть связаны с
различным микроокружением, в котором находятся
клетки в процессе онтогенеза. Есть данные об отри-
цательной корреляции между наличием адипоген-
ной и остеогенной дифференцировки. Показано,
что внешние факторы и сигнальные клеточные про-
цессы, контролирующие транскрипционные собы-
тия, включающие гены адипогенной и остеогенной
дифференцировки, могут влиять на адипо-остеоген-
ный баланс (Сhen et al., 2016; Dastgurdi et al., 2018; Li
et al., 2018). Возможно, что в МСК ткани десны, так
же как и зубной ткани при активной дифференци-
ровке в остеогенном направлении, адипогенная
дифференцировка может быть подавлена.

Учитывая данные литературы о существовании в
МСК зубной ткани и, в частности, в линии MSC-DP
(Кольцова и др., 2018) повышенного потенциала к
нейрональной дифференцировке, которая связана с
ее онтогенетическим происхождением и, соответ-
ственно, с ее изначальным микроокружением, мы
провели исследование, подтверждающее наличие
этого потенциала и в линии MSC-GING. Так, с по-
мощью ОT-ПЦР-анализа мы показали наличие экс-
прессия гена nse, участвующего в нейрональной
дифференцировке (рис. 6).

Таким образом, линия MSC-GING в целом, со-
гласно полученным характеристикам, включая
мультипотентный дифференцировочный потенци-
ал, соответствует статусу МСК, но, согласно карио-
типическому анализу, имеет повышенный уровень
геномной нестабильности.
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DERIVATION AND CHARACTERIZATION OF MESENCHYMAL STEM CELL LINE 
ISOLATED FROM HUMAN GINGIVA

A. M. Koltsovaa, V. V. Zenina, V. I. Turilovaa, T. K. Yakovlevaa, and G. G. Poljanskayaa, *
aInstitute of Cytology RAS, St. Petersburg, 194064 Russia

*E-mail: poljansk@incras.ru

A new non-immortalized cell line MSC-GING from gingiva of 35 years old healthy donor was derived and charac-
terized. Analysis of different characteristics was carried out on 6th, 7th, 13th, 18th, 20th and 23th passages. Accord-
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ing to b-galactosidase activity, a fraction of senescent cells grow up during long-term cultivation. The plating effi-
ciency decreases significantly in the process of long-term cultivation. The growth curves indicate to active prolifer-
ation at 6th passage and a significant decrease of the index of proliferation at 18tth and 20th passages. The karyotypic
analysis at 7th and 18th passages showed the presence of diploid number of chromosomes, 46. Karyotypic analysis
at 7th passage showed that 50.0 ± 5.0% of cells have normal karyotype, 46, XX and another part (50.0 ± 5.0%) have
a clonal rearrangement - inversion of the long arm chromosome 10, inv(10)(q11.2 ~ 21q25). The proportion of these
cells decreases significantly in the late passage. At 6th and 20th passages the presence of typical surface antigens for
human MSCs: CD44, CD73, CD90, CD105, HLA-ABC) and the absence of CD34, CD45, HLA-DR were
showed. It is significantly that there were no cells carrying positive human undifferentiated embryonic stem cell
markers: OCT-4, SSEA-4 and SOX2 at 6th and 20th passages. It was shown that MSC-GING cells can differentiate
to osteogenic and chondrogenic directions. The ability to differentiate in the adipogenic direction was manifested
only at the level of glut4 gene expression. Induction of neuronal differentiation led to an increase in the level of ex-
pression of the nse gene – neurospecific elonase. Overall, the presented results confirm the status of MSCS for the
derived line, but indicate a significant karyotypic instability in the early passage, which decreases in the process of
replicative senescence.

Keywords: human mesenchymal stem cells, proliferation, replicative senescence, surface cell markers, karyotype,
differentiation
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