
МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ, 2019, том 53, № 5, с. 711–724

711

Посвящается памяти Иосифа Львовича Черткова

Был этот мир глубокой тьмой окутан.
Да будет свет! И вот явился Ньютон.

(Эпитафия Александра Поупа, XVIII век).
Но сатана недолго ждал реванша.

Пришел Эйнштейн – и стало все, как раньше.
(Эпиграмма Джона Сквайра, XX век)
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Кровь чрезвычайно важна для многоклеточного организма ‒ она связывает воедино все органы и
ткани, снабжает их питательными веществами и кислородом, отводит углекислый газ и продукты
обмена, поддерживает гомеостаз и обеспечивает защиту от инфекций. Вероятно, именно поэтому
изучению крови всегда уделяли большое внимание. Древние считали, что душа находится в крови
и временами “уходит в пятки”. Исходно кровь изучали морфологическими методами, к которым
в ХХ веке добавились физиологические и клеточные. С их помощью получены важные знания о
том, что зрелые клетки крови образуются из немногочисленной популяции стволовых кроветвор-
ных клеток, локализованных в костном мозге. Появление молекулярно-биологических методов и
их сочетание с классическими физиологическими методами позволило совершить прорыв в пони-
мании устройства кроветворной системы и изменить наши представления о природе стволовых
клеток взрослого организма. В представленном обзоре рассмотрены методы молекулярной биоло-
гии, применяемые в экспериментальной гематологии, а также расширение знаний о кроветворе-
нии, получаемых с их помощью.
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История изучения кроветворения началась в
1909 году, когда А.А. Максимов, наблюдая в све-

товой микроскоп за клетками крови и костного
мозга человека, расположил их в виде рядов мор-

Сокращения: СКК – стволовая кроветворная клетка; ДР-СКК – длительно репопулирующая СКК (может поддерживать
кроветворение в течение всей жизни животного); КР-СКК – коротко репопулирующая СКК (может поддерживать крове-
творение в течение 6‒8 недель); NGS – высокопроизводительное параллельное секвенирование; ADA – аденозиндезами-
наза; MPP – мультипотентные предшественники; MyP – миелоидные предшественники; ОМП – общий миелоидный
предшественник; ОЛП – общий лимфоидный предшественник; ЛМП – лимфомиелоидный предшественник; ГМП – гра-
нулоцитарно-макрофагальный предшественник; МегЭП – общий мегакариоцитарно-эритроидный предшественник; Lin– –
популяция кроветворных клеток, не несущих на своей поверхности маркеры линейных дифференцировок (Ter119 – мар-
кер эритроидных клеток, рецептор к трансферрину, В220 – маркер В-клеток, Gr1 – маркер гранулоцитов, CD5 – маркер
Т- и В-клеток, CD8 – маркер Т-клеток, Mac1 – маркер макрофагов); cKit – рецептор к фактору роста стволовых клеток;
Sca1 – антиген стволовых клеток 1; Flk2 – киназа 2 клеток эмбриональной печени; CD34 – молекула адгезии, маркер ство-
ловых кроветворных клеток; Slamf1 – мембранный белок, рецептор лимфоцитов; IL7Ra – рецептор к интерлейкину-7α;
CD27 – рецептор семейства фактора некроза опухолей; CD38 – АDP-рибозилциклаза; CD90 ‒ тимопоэтин; CD49f – инте-
грин α6; CD45RA – изоформа панлейкоцитарного антигена; Rho ‒ родамин; CD10 – маркер В-клеток; IL3Ra – рецептор к
интерлейкину-3; GFP – зелeный флуоресцентный белок.
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фологически распознаваемых предшественников
той или иной линии дифференцировки (рис. 1). В
каждом из таких рядов прослеживалось видоиз-
менение (созревание) исходных морфологически
слабо различимых клеток в терминально диффе-
ренцированные клетки крови [1, 2]. В настоящее
время аналогичные дифференцировочные ряды
составляют отдел морфологически узнаваемых
унипотентных клеток-предшественниц.

На основании сделанных наблюдений А.А. Мак-
симов выдвинул гипотезу образования всех клеток
крови из единой стволовой кроветворной клетки
(СКК). Эта унитарная гипотеза подтвердилась по-
чти через 50 лет после перехода от изучения морфо-
логии костного мозга к экспериментам, связанным
с физиологией. Толчком послужили ядерные взры-
вы в 1945 году, после которых стало ясно, что ра-
диация убивает клетки крови. В 1950-х годах две
группы исследователей обнаружили, что внутри-
венное введение клеток аллогенного костного
мозга летально облученным мышам и морским
свинкам приводило к значительному увеличению

выживаемости реципиентов [4, 5]. Это показало,
что в костном мозге содержатся клетки, способные
восстанавливать кроветворение. Доказательство
существования единой СКК получены Till J.E. и
McCulloch E.A. [6], которые показали, что если
облученным мышам трансплантировать клетки
костного мозга от сингенных животных, то в селе-
зенке образуются кроветворные колонии. Количе-
ство таких колоний линейно зависит от количе-
ства введенных клеток. По типу доминирующих
клеток различают эритроидные, гранулоцитар-
ные, мегакариоцитарные и недифференцирован-
ные колонии. Введение летально облученным мы-
шам клеток костного мозга, несущих радиацион-
ные маркеры, показало, что все клетки одной
колонии содержат один и тот же маркер, а клетки
разных колоний отличаются своими маркерами.
Таким образом было доказано, что каждая коло-
ния образована одной клеткой-предшественни-
цей – колониеобразующей единицей селезеноч-
ной (КОЕс). Если ввести клетки одной колонии
сингенному облученному реципиенту, то в его се-
лезенке образуются колонии всех четырех типов,
т.е. отдельные кроветворные клетки-предше-
ственницы могут давать многолинейное потом-
ство [7]. Долгое время считалось, что КОЕс – это
настоящие СКК. Затем обнаружили, что эти по-
липотентные клетки могут только непродолжи-
тельное время заселять кроветворную систему и
являются потомками истинных СКК, способных в
течение длительного времени поддерживать кро-
ветворение у мышей [8–12]. Во всех описанных ра-
ботах исследуемую популяцию клеток трансплан-
тировали сингенным облученным реципиентам.

Параллельно появились методы, позволившие
визуализировать развитие клеток крови во време-
ни [13], c помощью которых была подтверждена
созданная Максимовым схема развития клеток
крови. Эти методы включали получение химерных
зародышей мышей [14], приживление клеток од-
ного вида к другому – создание ксеногенных хи-
мер, таких как перепел-курица [15], и введение
красителей в одну материнскую клетку мыши [16].

Следующий этап изучения кроветворения на-
чался с появлением возможности идентифика-
ции молекул, представленных на поверхностной
клеточной мембране, с помощью иммунофено-
типирования. В 1980-х годах с помощью моно-
клональных антител [17] и клеточного сортера
[18] впервые были очищены СКК мыши. Оказа-
лось, что они способны производить все типы
клеток крови после трансплантации [19]. Имму-
нофенотипический анализ в сочетании с физиоло-
гическим тестом – трансплантацией выделенных
клеток, долгое время считался золотым стандартом
определения дифференцировочного потенциала
клеток. Такой подход лежал в основе изучения СКК
мыши [20]. Он позволил уточнить классическую
иерархию кроветворных предшественников и

Рис. 1. Унитарная схема кроветворения. Один из ри-
сунков учебника по гистологии А.А. Максимова [3].



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 53  № 5  2019

КАК МЕТОДЫ МОЛЕКУЛЯРНОЙ БИОЛОГИИ ПОВЛИЯЛИ 713

определить их поверхностные маркеры [21–23]. В
2000-х годах иерархия кроветворения была пере-
смотрена в связи с идентификацией новых типов
клеток [24–26] (рис. 2). Что касается стволовых
клеток человека, то указанные на рис. 2 иммуно-
фенотипы тестировали или в системе in vitro, или
на ксеногенной системе, когда клетки человека
трансплантировали мышам с иммунодефицитом
[27, 28]. Таким образом, данные о клетках челове-
ка получены не прямым, а косвенным образом.

Методами иммунофенотипирования и сорти-
ровки клеток в сочетании с трансплантацией
выявлена и подтверждена гетерогенность попу-
ляции СКК у стареющих мышей. Показано, что
соотношение гранулоцитов и лимфоцитов в пе-
риферической крови с возрастом изменяется

[30]. Такое изменение связано с тем, что судьба
СКК предопределена, и они образуют потомство
с преобладанием лимфоидного или миелоидно-
го дифференцировочного потенциала [31]. Про-
должительность жизни СКК, предрасположен-
ных к лимфоидной дифференцировке, оказа-
лась меньше, чем у СКК, предрасположенных к
миелоидной дифференцировке. Более тонкое ис-
следование позволило выявить СКК со сбаланси-
рованной дифференцировкой [32].

Однородность популяции отсортированных
по поверхностному иммунофенотипу СКК всегда
вызывала некоторые сомнения. В описанных
подходах отбирали клетки, на поверхности кото-
рых не было молекул, ассоциированных с линей-
ной дифференцировкой (Lin–), но присутствовали

Рис. 2. Иерархическая модель устройства отдела стволовых кроветворных клеток. Самообновляющиеся СКК находят-
ся на вершине иерархии, далее появляется ряд мультипотентных предшественников. Мультипотентные предшествен-
ники дают начало олигопотентным предшественникам, включая общий лимфоидный предшественник (ОЛП), обра-
зующий зрелые B-лимфоциты, T-лимфоциты и естественные киллерные клетки. Общий миелоидный предшествен-
ник (ОMП) дает начало гранулоцитарно-макрофагальным предшественникам, которые дифференцируются в
моноциты/макрофаги и гранулоциты, и предшественникам мегакариоцитов/эритроцитов, которые дифференциру-
ются в мегакариоциты/тромбоциты и эритроциты. Предполагалось, что и ОМП, и ОЛП дают начало дендритным
клеткам. Фенотип клеточной поверхности многих из этих типов клеток определен у мыши и человека. Некоторые марке-
ры, такие как Thy1.1 и Sca1, информативны не во всех линиях мышей. Развитие от олигопотентных предшественников до
зрелых клеток крови происходит через ряд промежуточных морфологически распознаваемых предшественников. Недавно
показано, что линии мегакариоцитов и эритроцитов могут происходить из мультипотентного предшественника и не про-
ходить через промежуточный миелоидный предшественник (выделено пунктирными линиями) [29].
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пять–шесть поверхностных маркеров, ассоцииро-
ванных со “стволовостью”. Что происходит при
этом в самих клетках не ясно. Например, у мышей
клетки такой популяции могут находиться в раз-
ных фазах клеточного цикла [33], тогда популяция
теряет однородность [34], поскольку свойства
СКК зависят от ее пролиферативной предыстории
и фазы клеточного цикла, в которой клетка нахо-
дится в данный момент.

Следующим методом, продвинувшим пред-
ставление о кроветворении далеко вперед, стало
маркирование клеток. Первыми маркерами были
вызванные облучением хромосомные перестрой-
ки, которые использовали в работах на мышах
[35, 36]. Однако они позволяли проследить судьбу
лишь небольшого числа клеток, поскольку после
облучения не все клетки приобретали устойчи-
вый радиационный маркер.

Более подробные сведения получены при ге-
нетическом маркировании СКК с помощью пе-
реноса чужеродного гена. Этот подход позволил
доказать, что одна стволовая клетка способна
дифференцироваться во все клеточные линии
кроветворной ткани [37, 38]. Используя перенос
маркерных генов с помощью ретровирусных век-
торов, удалось проследить судьбу маркированных
клонов СКК из костного мозга и эмбриональной
печени в течение всей жизни мыши [39, 40]. Уста-
новлено, что кроветворение у мышей поликло-
нально и поддерживается в основном большим
количеством короткоживущих клонов, сменяю-
щих друг друга [39, 41]. Более того, оказалось, что
кроветворение поликлонально не только на уров-
не ранних полипотентных предшественников –
КОЕс, но и зрелых терминально дифференциро-
ванных плазматических клеток [42]. Однако этот
метод имеет свои недостатки. Маркирование СКК
с помощью ретровирусов, способных встраиваться
только в делящиеся клетки, не позволяло выявить
клоны СКК, не делившиеся в момент маркирова-
ния. К тому же методам выявления маркерных
клонов не хватало чувствительности [43]. Кроме
того, вставка ретровируса может в значительной
степени изменить клональный вклад в кроветво-
рение как у мышей, так и у человека ‒ от неболь-
ших изменений в участии маркированного клона
до явного клонального доминирования и даже
лейкоза [44–47]. Последний недостаток частично
устраняется, если использовать векторы на основе
лентивирусов, таких как ВИЧ [48]. Развитие мето-
дов маркирования СКК с помощью лентивирусов,
способных заражать не только клетки, находящие-
ся в процессе митоза, но и неделящиеся клетки,
позволило выявить гораздо больше функциональ-
ных клонов и еще раз убедительно показало воз-
можность клональной сукцессии, т.е. постоянной
смены активных кроветворных клонов [46].

Следующий прорыв в изучении кроветворе-
ния произошел при использовании не одного
маркерного гена, а библиотеки маркерных после-
довательностей – “штрих-кодов”. Такая библио-
тека состоит из большого количества вирусных
частиц, отличающихся друг от друга только ко-
роткой последовательностью (несколько десят-
ков нуклеотидов) [49]. Олигонуклеотиды штрих-
кодов получают с помощью химического синтеза
и клонируют в одну из плазмид, используемых
для трансфекции клеточной линии-продуцента
вирусных частиц. Полученные вирусные суперна-
танты используют для маркирования кроветвор-
ных клеток. Подбор оптимального соотношения
разнообразия штрих-кодов и количества заражае-
мых клеток позволяет добиться того, что каждая
трансдуцированная клетка будет маркирована
штрих-кодом, не встречающимся в остальных
клетках. В идеальном варианте после интеграции
провируса из такой библиотеки каждая клетка по-
пуляции приобретает уникальный, стабильный и
наследуемый маркер, позволяющий проследить
судьбу потомства маркированной клетки и отли-
чать его от потомства других меченых стволовых
клеток. После экспериментов с маркированной
клеточной популяцией необходимо определить
состав и относительную представленность штрих-
кодов в тестируемых клеточных популяциях (клет-
ки периферической крови или костного мозга) с
помощью современных методов высокопроизво-
дительного параллельного секвенирования (NGS)
[50]. Сочетание методов генетического штрих-ко-
дирования и NGS позволило определить наиболее
полный клональный состав популяции кроветвор-
ных клеток и его динамику в кроветворной систе-
ме мыши и человека [48, 49, 51–54]. Еще раз под-
тверждено, что кроветворение поддерживается
множеством сменяющих друг друга клонов кро-
ветворных клеток. Применение столь чувстви-
тельного метода маркирования популяции СКК,
тщательно выделенной с помощью флуорес-
центного сортера, позволило показать, что боль-
шинство трансплантированных клонов непре-
рывно в течение длительного времени вносит
вклад в кроветворение, хотя клональный состав
гранулоцитов, Т- и В-клеток существенно раз-
личается. Вклад отдельных клонов в кроветворе-
ние постоянно изменяется [54]. В этой работе
выявлено множество клонов (примерно 70 у од-
ной мыши), функционирующих одновременно.
Удалось доказать гетерогенность популяции
СКК и обнаружить изменения в ней, связанные
с возрастом. Набор клонов в периферической
крови и костном мозге не всегда совпадал. Пред-
ставительство клона менялось с течением време-
ни, многие клоны наблюдались более 12 недель.
Полученные результаты показывают интересную
особенность: лимфоциты и гранулоциты часто
имеют различные маркеры. Это указывает на то,
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что трансплантированные популяции СКК, при
их кажущейся однородности, неравноценны и
состоят из клеток, предрасположенных к лимфо-
идной или миелоидной дифференцировке.

Однако известно, что свойства СКК зависят от
их локализации в различных местах кроветвор-
ной территории. В длинных костях мест для СКК
меньше, чем в губчатой кости, и качество СКК в
этих участках различно и у мышей, и у человека
[55, 56]. Проведено маркирование достаточно од-
нородной популяции СКК, основанное на по-
верхностном иммунофенотипе. Анализ функци-
онирования этих клеток в облученном организме
в течение длительного отрезка времени выявил
отличия между индивидуальными клонами, что
связывают с попаданием клеток в разные участки
кроветворной ткани.

Маркирование генетическими штрих-кодами
не только выявило неоднородность популяции
СКК, но и показало, что СКК после их внутри-
венного введения мышам при ретрансплантации
распределяются неравномерно по различным
территориям костного мозга и после этого не ми-
грируют активно [57]. Однако введение в перифе-
рическую кровь одной мобилизирующей СКК
дозы гранулоцитарного колониестимулирующе-
го фактора приводит к перераспределению СКК.
В результате исходная неравномерность распре-
деления исчезает, так как СКК открепляются от
стромальных клеток костного мозга и выходят в
кровяное русло.

С помощью аналогичного подхода обнаружены
долгоживущие клоны генетически маркированных
in vivo Т-клеток человека [58], и на модели ксено-
трансплантации СКК изучен процесс восстановле-
ния Т-клеточного звена кроветворения [59].

Сравнение клонального состава СКК у прима-
тов и мышей выявило как их сходство, так и су-
щественные отличия. Отслеживание тысяч мар-
кированных СКК и клеток-предшественниц у
макаков-резус в течение 12 лет показало, что при-
мерно половина проанализированных клонов
выявлялась несколько раз на протяжении дли-
тельного времени (более 3–10 лет). Вероятно,
клетки-предшественницы таких маркированных
клонов представляют собой самообновляющиеся
СКК [60]. Остальные клоны исчезали в основном
в течение первого года после трансплантации.
Обнаружена чрезвычайно низкая средняя частота
(<0.0002) большого количества клонов (43–71%),
составляющая <7% от общего представительства
клонов в кроветворной системе в течение всего
времени наблюдения. На 5% наиболее часто об-
наруживаемых клонов приходится в среднем 49–
72% от общего количества маркированных клонов,
в зависимости от животного и типа клеток. У одного
животного обнаруживали примерно 330 клонов.
Выявлено приблизительно равное количество

длительно и коротко функционирующих клонов.
Клональный состав СКК у всех животных стано-
вился более стабильным только через 1–2 года
после трансплантации.

Проведен анализ клонального состава СКК у
больных с тяжелой формой комбинированного им-
мунодефицита, вызванного отсутствием функцио-
нального гена аденозиндезаминазы (ADA-SCID),
и с синдромом Вискотта-Олдрича (WAS-син-
дром), которым СКК трансплантировали после
проведения генотерапии. Введение нормально-
го гена ADA создало уникальные условия, кото-
рые позволяли идентифицировать каждый мар-
кированный вектором предшественник и его
потомство в крови по сайтам интеграции векто-
ра. Проведен in vivo анализ клонального состава
кроветворных клеток и СКК в динамике. Опре-
делены временные рамки краткосрочного, сред-
него и длительного функционирования СКК.

Показано, что множество клонов CD34+ клеток,
активных через 3–6 месяцев после транспланта-
ции, не обнаруживались на более поздних сроках
[51, 58]. Повторный анализ трансдуцированных
ADA СКК у пациентов, находящихся в стабиль-
ном состоянии, выявил примерно по 200 клонов у
каждого из них. Эти клоны стабильно вносили
вклад в репертуар предшественников в течение

3 лет после трансплантации CD34+ клеток с ис-
правленными генами. Длительность сохранения
активности трансплантированных СКК оценива-
ли, используя результаты определения сайтов ин-
теграции в 4845 клонах пациентов с ADA-SCID,
выполненных в течение 6 лет после проведения
генной терапии. Идентичные сайты интеграции
постоянно обнаруживались в нескольких линиях
кроветворных клеток через несколько лет после
трансплантации. Поразительно, что с помощью
полуколичественной ПЦР можно детектировать
изменения относительной представленности
клонов СКК с исправленным геном в общей по-
пуляции кроветворных клеток. Обнаружен по-
следовательный выход клонов СКК из состояния
покоя в фазу активного деления и дифференци-
ровки в течение 5 лет без возвращения в фазу по-
коя. Поскольку гаммаретровирусный вектор,
использованный для введения исправленного
гена ADA, способен встраиваться в геном только
активно делящихся клеток, было не ясно сколь
долго смогут функционировать трансдуциро-
ванные СКК. В этой работе получено первое до-
казательство того, что активированные in vitro
СКК, которые не находились в фазе покоя в мо-
мент трансдукции, могут долго сохраняться в ор-
ганизме после инфузии, обеспечивая в течение
длительного времени “исправленное” кроветво-
рение [58]. Таким образом, у людей и приматов
обнаружены сотни клонов СКК, потомство кото-
рых представлено в разных кроветворных линиях
дифференцировки. Многие клоны и клональная
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нестабильность наблюдались в течение первого
года после трансплантации, а затем система ста-
билизировалась.

Показано, что только 10% клеток из популя-
ции СКК мышей способны вернуться в состоя-
ние покоя после деления и могут функциониро-
вать на протяжении всей жизни животного [24].
Совокупность полученных данных указывает на
возможность функционирования СКК в течение
длительного срока и на их способность вернуться
в состояние покоя.

Клональный состав СКК изменяется с возрас-
том, и поликлональное кроветворение постепенно
становится олигоклональным. С помощью глубо-
кого полноэкзомного секвенирования ДНК кле-
ток периферической крови 12380 [61] и 17182 лиц
[62] идентифицированы редкие соматические му-
тации, позволившие выявить отдельные клоны. В
первом исследовании доминирование отдельного
клона с соматическими мутациями обнаружено у
10% лиц старше 65 лет и у 9.5% лиц старше 70 лет
во втором. Эти данные доказывают, что с возрас-
том поликлональное кроветворение заменяется
олигоклональным. В результате глубокого полно-
геномного секвенирования в некодирующих AT-
богатых регионах генома нормальных кроветвор-
ных клеток 115-летней женщины обнаружено
приблизительно 450 соматических мутаций [63].
Распределение частот вариантов аллелей этих му-
таций позволило предположить, что большин-
ство периферических лейкоцитов были потомка-
ми двух родственных клонов СКК, и теломеры в
них были значительно короче, чем в других клет-
ках. Эти результаты говорят о том, что ограничен-
ная продолжительность жизни СКК, а не эффек-
ты соматических мутаций могут приводить к кло-
нальной эволюции в экстремальном возрасте.
Вероятнее всего, количество СКК, заложенных в
онтогенезе, ограничено и его может не хватить
для поддержания кроветворения у долгожителей.
Показано, что у лиц старше 90 лет наблюдается
олигоклональное кроветворение [61–63].

Большинство описанных методов исследова-
ния клонального состава опирается на выделение
популяции СКК, манипулирование с ней ex vivo и
трансплантацию СКК в организм реципиента.
Такой методический подход может вносить суще-
ственные возмущения в картину кроветворения,
наблюдаемую у реципиента. Во-первых, свойства
СКК могут изменяться при их разобщении с
костномозговой нишей и вследствие культивиро-
вания in vitro. Во-вторых, облученный или конди-
ционированный организм отличается от интакт-
ного: после облучения или применения цитоста-
тиков могут изменяться уровни цитокинов,
сигнальных молекул, активироваться воспаление
и происходить другие изменения. В силу этого
исследователи стремились придумать способы

наблюдения за кроветворением в условиях, при-
ближенных к гомеостатическим. Разработан но-
вый подход к индивидуальному маркированию
клеток с использованием системы транспозонов,
клонированных в мышах [64]. Суть метода заклю-
чается в том, что в результате активации транспо-
зазы “Sleeping Beauty” тетрациклином транспозон
перемещается в случайное место генома (рис. 3).
Эта транспозиция уникальна для каждой клетки
и наследуется ее потомками. Клетки, происходя-
щие от общего предшественника, могут быть
идентифицированы по одинаковой локализации
транспозона. Такая система слежения дала воз-
можность изучать кроветворение без использова-
ния трансплантации [65]. Анализ локализации
транспозонов позволил получить результаты, по-
разительно отличающиеся от результатов преды-
дущих исследований. Оказалось, что в каждой
временной точке исследования кроветворение
поддерживают совершенно разные клоны. Со-
гласно [65], у мыши одновременно функциони-
руют тысячи клонов. Таким образом, результаты
данной работы свидетельствуют о том, что дли-
тельное кроветворение поддерживается последо-
вательной сменой большого количества клонов.

Хотя наблюдаемая клональная динамика со-
гласуется с моделью клональной сукцессии,
предполагаемое клональное разнообразие на-
много выше, чем показано методами трансплан-
тации. В дальнейшем костный мозг мышей с пе-
ремещенными транспозонами ретрансплантиро-
вали облученным реципиентам. При сравнении
клонального состава кроветворных клеток доно-
ров и реципиентов не обнаружили ни одного сов-
падающего клона. Далее сравнили клональный
состав СКК, промежуточных предшественников
и зрелых клеток у каждой мыши. Оказалось, что
менее 5% клонов СКК представлены в популяци-
ях зрелых клеток, тогда как основные участники
продукции зрелых клеток – промежуточные
мультипотентные (MPP) и миелоидные (MyP)
предшественники. По результатам этих двух экс-
периментов был сделан вывод, что клетки, кото-
рые обеспечивают стабильное кроветворение в
нормальных условиях, не способны к трансплан-
тации и поэтому не обнаруживаются в общем пу-
ле СКК. Полученные результаты указывают на
то, что большое количество клеток-предшествен-
ниц, включая MPP и MyP, могут быть основным
источником поддержания нормального крове-
творения в обычных условиях. Однако эти ре-
зультаты не исключают возможности участия
СКК в стабильном кроветворении.

Вслед за этим были созданы мыши

Tie2MCM/+RosaYFP с индуцируемым генетиче-
ским маркированием наиболее примитивных

Tie2+ СКК в костном мозге. Под действием та-

моксифена в клетках Tie2MCM/+ активировалась
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экспрессия Cre-рекомбиназы, которая удаляла
стоп-сигнал транскрипции гена желтого флуо-
ресцентного белка (YFP). Через 20 дней YFP вы-
являлся только в примитивных СКК. Проведена
количественная оценка распределения маркера с
помощью метода лимитирующих разведений при
восстановлении кроветворения у мышей с имму-
нодефицитом. Выявлено более 5000 клонов СКК,
одномоментно участвующих в кроветворении [66].
Стало понятно, что существуют принципиальные
различия между поддержанием нормальной кро-
ветворной системы и восстановлением кроветво-
рения после трансплантации СКК.

Изучение активности СКК при нативном (не
трансплантационном) кроветворении улучши-
лось благодаря усовершенствованной техноло-
гии, включая разработку инструментов клеточно-
го штрих-кодирования и отслеживания клонов в
мышах [67, 68]. В соответствии с тем, что транс-
плантируемые СКК находятся в костном мозге,
как правило, в состоянии покоя, обнаружено, что
при стабильном кроветворении СКК минималь-
но участвуют в образовании дифференцирован-
ных клеток крови. В основном, эту функцию вы-
полняют популяции фенотипически различаю-
щихся клеток-предшественниц (особенно MPP).
Использование молекулярной системы штрих-
кодирования показало, что источником мегака-
риоцитов при нативном кроветворении могут
быть непосредственно СКК, которые минуют
стадию ОМП [67, 68]. Более того, в случае диффе-
ренцировки индивидуальных СКК в условиях го-
меостаза все клоны СКК равномерно дифферен-
цируются во все линии кроветворных клеток. На-
против, после возмущения кроветворной системы
облучением или антагонистическими антителами
против сKit дифференцируется только небольшая
часть донорских клонов СКК [69] (рис. 4).

Новые данные меняют наше представление об
иерархическом устройстве кроветворной систе-
мы (рис. 2).

Изменение наших представлений об устрой-
стве кроветворной системы также связано с до-
стижениями в технологии изучения транскрип-
тома индивидуальных клеток [70]. Этот метод
позволяет изучить транскриптомы тысяч отдель-
ных клеток, идентифицировать тип клеток и про-
анализировать их дифференцировку [71–75]. Та-
кой подход решает обратную задачу. Если раньше
исследователи выделяли популяцию клеток по
внешним признакам (морфология/поверхност-
ный иммунофенотип/локализация в организме)
и изучали ее свойства, в том числе экспрессию ге-
нов, то теперь стало возможно, проанализировав
транскриптомы большого количества несортиро-
ванных клеток, определить их линию и степень
дифференцировки.

Новые экспериментальные технологии основа-

ны на сочетании секвенирования транскриптома

большого числа индивидуальных клеток и их гене-

тического маркирования. Этот подход позволяет

проследить за введенным или предварительно

созданным внутренним маркером в клеточных

поколениях и одновременно получить информа-

цию о прохождении клетками этапов созревания

и их транскрипционном профиле [76–80] (рис. 5).

Большинство методов анализа транскриптома

опирается на предположение, что клетки со схо-

жим профилем экспрессии генов принадлежат

одной линии дифференцировки, и такие клетки

могут быть близкородственными. Анализ тран-

скриптома индивидуальных клеток дает возмож-

ность описывать разнообразие клеточных типов в

гетерогенных клеточных популяциях, что очень

Рис. 3. Создание метода индуцируемого мечения
транспозонов. Трансгенные аллели и стратегия, ис-
пользуемая для индуцируемого генетического мече-
ния. M2-rtTA ‒ тетрациклин-чувствительный актива-
тор транскрипции; HSB ‒ гиперактивная транспоза-
за “Sleeping Beauty”; Tn ‒ HSB-транспозон; STOP ‒
сигнал полиаденилирования; CAGGS ‒ промотор ге-
на β-актина курицы; TetO ‒ тетрациклин-зависимый
элемент. Рисунок адаптирован из работы [64]. После
воздействия доксициклина начинает экспрессиро-
ваться белок М2, который связывается с тетрацик-
лин-чувствительным транскрипционным активато-
ром транспозазы “Sleeping Beauty”. Экспрессия этого
фермента приводит к перемещению транспозона в слу-
чайное место генома и одновременно к активации экс-
прессии красного флуоресцентного белка, что позволя-
ет визуализировать клетки, в которых транспозон пере-
местился в случайный хромосомный локус.
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важно для кроветворной системы. Первая работа,
в которой представлены результаты секвенирова-
ния транскриптома одной клетки, опубликованы
в 2009 году [81]. Сегодня тысячи и десятки тысяч
клеток можно анализировать подобным образом
с помощью микрофлюидики или робот-ассоции-
рованных технологий [74, 75]. Сложность приме-
нения анализа транскриптома индивидуальных
клеток состоит в том, что этому методу присущ
высокий уровень шума и выпадения данных (ге-
ны с низким уровнем экспрессии сложно детек-
тировать из-за технических ограничений).

При изучении клеточной дифференцировки с
использованием сочетания методов индивидуаль-
ного клеточного маркирования и анализа тран-
скриптомов отдельных клеток применяют, как
правило, следующую последовательность дей-
ствий (рис. 5). На основе иммунофенотипических

и генетических маркеров строится филогенетиче-
ское дерево отдельных клеток. Это дерево может
быть уточнено с помощью алгоритмов рекон-
струкции пути дифференцировки на основе тран-
скриптомного анализа. Затем уровни экспрессии
генов могут быть наложены на филогенетическое
дерево, чтобы идентифицировать динамику экс-
прессии в системе.

В последние годы линии дифференцировки
анализируют в основном с помощью генетиче-
ских маркеров, вводимых экспериментально или
присущих системе. Такое исследование называют
проспективным, или ретроспективным отслежи-
ванием соответственно. Проспективное отслежи-
вание основано на введении репортерных транс-
генов, таких как гены β-галактозидазы или зеле-
ного флуоресцентного белка (GFP) [82, 83]. В
этом случае все потомки маркированной клетки

Рис. 4. Модель путей дифференцировки СКК in vivo на клональном уровне. Более жирные (синие) восходящие стрелки

показывают доминантную дифференцировку клонов СКК. После трансплантации СКК мышам, предварительно кон-
диционированным в различных режимах, преобладают различные линии дифференцировки. ГМП – гранулоцитарно-

макрофагальный предшественник Lin−(CD3, CD4, CD8, B220, Gr1, Mac1, Ter119)−/IL7Rα−/ckit+/Sca1−/CD34+/FcγR+),

MPPFlk2− – Flk2− мультипотентный предшественник (CD3, CD4, CD8, B220, Gr1, Mac1, Ter119)−/IL7Rα−/ckit+/

Sca1+/Flk2−/CD34+), MPPFlk2− – Flk2+ мультипотентный предшественник (CD3, CD4, CD8, B220, Gr1, Mac1,

Ter119)−/IL7Rα−/ckit+/Sca1+/Flk2+) ОЛП – общий лимфоидный предшественник (CD3, CD4, CD8, B220, Gr1, Mac1,

Ter119)−/IL7Rα+/Flk2+). Рисунок адаптирован из статьи [69] с модификациями.
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потомстве и анализа транскриптома индивидуальных клеток.
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наследуют трансген. Поскольку трансген кодирует
белок, легко обнаруживаемый с помощью микро-
скопии, можно увидеть клон и проследить за по-
томками клетки-родоначальницы. В настоящее
время вирусные стратегии расширены и включают
специфичные для каждой клетки штрих-коды
ДНК [48]. Создание системы Cre-LoxP позволяет
анализировать дифференцировку в любой момент
времени и в широком диапазоне тканей (ввиду то-
го, что существует много линий трансгенных жи-
вотных, в которых Cre-рекомбиназа контролиру-
ется различными тканеспецифическими промо-
торами). Активация этой системы снабжает
материнскую клетку одним или несколькими
маркерами. Недавно опубликовали методику, в
которой используемые ранее флуоресцентные
белки заменены ДНК-штрих-кодами, что совме-
стило гибкость индукции системы Cre-Lox с рез-
ким увеличением максимального количества
клонов, которые можно отслеживать одновре-
менно [84]. Создана мышиная модель, содержа-
щая массив штрих-кодов, перемежающихся сай-
тами LoxP (кассета Polylox) [84]. Скрещивание
таких животных с мышами, несущими ген Cre-
рекомбиназы, приводит к делеции или инверсии
некоторых штрих-кодов, образуя специфические
для клетки генетические метки (рис. 6)

Теоретическое разнообразие штрих-кодов, до-
стигаемое с помощью этой рекомбинации, пре-

вышает 106. Поскольку животные этой линии лег-
ко скрещиваются со всеми видами тканеспеци-
фичных и индуцируемых моделей Cre-мышей,
исследователи могут маркировать тысячи уни-
кальных клонов в разных тканях и в разные вре-
менные точки.

Другой недавно разработанный метод про-
спективного анализа дифференцировки исполь-
зует CRISPR-Cas9-направленное редактирова-
ние генома. Действие нуклеазы Cas9, затрагиваю-
щее конкретный локус, часто влечет введение
небольших вставок или делеций (indels) [85, 86].
Этот процесс называют “нанесение шрамов”. Все
потомки маркированной таким образом мате-
ринской клетки наследуют эти мутации, которые
служат маркерными элементами.

Все перечисленные методы генетического от-
слеживания происхождения/дифференцировки
предоставили бесценную новую информацию о
развитии кроветворной ткани в норме и патоло-
гии. Исследования как транскриптомов индиви-
дуальных клеток [73, 87], так и анализ путей диф-
ференцировки отдельных клеток [64, 67] показа-
ли, что классическое дерево иерархии, где

Рис. 6. Индуцируемая Cre-loxP мышиная модель маркирования СКК. Генетические штрих-коды перемежаются сай-
тами loxP (черные треугольники). При активации Cre-рекомбиназы происходят инверсии и делеции участков, огра-
ниченных одинаково направленными и ориентированными навстречу друг другу последовательностями loxP соответ-
ственно. Это приводит к формированию уникального маркера в каждой клетке.
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стволовые клетки имеют неограниченный проли-
феративный и дифференцировочный потенциал,
а каждая из множества популяций клеток-пред-
шественниц имеет предопределенную судьбу,
может быть неточным. Считалось, что клетка не
может изменить направление своей дифференци-
ровки, и только при патологии может возникать
“линейная неверность”, когда на поверхности
опухолевых клеток экспрессируется набор антиге-
нов, не свойственный нормальным кроветворным
клеткам той или иной линии дифференцировки.
Новые данные делают все более очевидной воз-
можность разнолинейной дифференцировки не
только стволовых клеток, но и более поздних кле-
ток-предшественниц с одинаковым фенотипом.
Наше понимание дифференцировки как пред-
определенных последовательных шагов (что мы и
видим при изучении морфологических изменений
в кроветворных предшественниках, рис. 1) преоб-
разуется в непрерывный процесс изменения эпи-
генетического состояния транскриптома и про-
теома клетки, в котором возможны модификации
сценария дифференцировки. В ходе этого про-
цесса потенциал СКК и клеток-предшественниц
может регулироваться внешними факторами и
потребностями организма [88].

Анализ транскриптома отдельных клеток [73, 87]
и изучение путей дифференцировки индивиду-
альных клеток [64, 67] дает веские основания по-
лагать, что дифференцировка кроветворных кле-
ток при гомеостазе отличается от дифференци-
ровки при трансплантации [69, 89].

При использовании проспективных методов
маркирования и слежения за потомством клеток
остается вероятность влияния введенного кло-
нального маркера на основные свойства СКК. Раз-
работаны методы ретроспективного слежения за
потомством отдельных клеток, основанные на
определении и отслеживании спонтанных мута-
ций, однонуклеотидных полиморфизмов или мик-
росателлитных последовательностей в ДНК от-
дельных клеток [70]. Эти подходы ограничены не-
обходимостью массивного секвенирования ДНК
огромного количества отдельных клеток. Однако
можно ожидать, что с совершенствованием техно-
логии секвенирования эти подходы станут более
доступными, а их применение станет более эффек-
тивным.

Внедрение методов молекулярной биологии
позволило значительно продвинуться в понима-
нии процесса кроветворения и функционирования
СКК. Эти знания позволили улучшить диагности-
ку и лечение лейкозов, лимфом, наследственных
патологий и других тяжелых заболеваний. За разра-
ботку метода трансплантации костного мозга Ed-
ward Donnall Thomas в 1990 году получил Нобелев-
скую премию по физиологии и медицине. В насто-
ящее время трансплантация костного мозга стала

единственным методом излечения острых лейко-
зов. По статистике ВОЗ ежегодно выполняется бо-
лее 50000 трансплантаций. Генотерапия, основан-
ная на методах редактирования генома и транс-
плантации СКК, успешно применяется при ранее
некурабельных заболеваниях, связанных с крове-
творением [90, 91]. Накопление фундаментальных
знаний, получаемых с помощью современных ме-
тодов молекулярной биологии, позволяет до-
биться улучшения результатов лечения широкого
спектра гематологических заболеваний [58, 92], а
ряд ранее неизлечимых заболеваний поддается
терапии.

Написание настоящего обзора не потребовало
специального финансирования.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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HOW METHODS OF MOLECULAR BIOLOGY SHAPE OUR 
UNDERSTANDING OF HEMATOPOIETIC SYSTEM

A. E. Bigildeev1, *, N. A. Petinati1, N. J. Drize1

1National Research Center for Hematology, Ministry of Health of the Russian Federation, Moscow, 125167 Russia
2Immunology Department, Biological Faculty, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119234 Russia

*e-mail: bigildeev.ae@gmail.com

Blood is extremely important for a multicellular organism, it connects all organs and tissues, supplies them
with nutrients and oxygen, removes carbon dioxide and metabolic products, maintains homeostasis, and pro-
vides protection against infections. Probably, therefore, the study of blood has paid great attention at all times.
The ancients believed that the soul is in the blood and sometimes “sinks into the stomach”. Initially, the study
of blood was limited to morphological methods, to which physiological and cellular research methods were
added in the twentieth century. With their help, important knowledge was obtained that mature blood cells
are formed from a rare population of hematopoietic stem cells (HSCs), which are located in the bone marrow.
The development of molecular biology methods and their combination with classical physiological methods
made it possible to make a breakthrough in understanding the structure of the hematopoietic system and con-
tinues to change our comprehension not only about it, but also about the very nature of adult stem cells. This
review is devoted to the description of molecular methods used in experimental hematology, and how their
introduction has gradually been expanding our knowledge of blood formation and continues to provide new
information about it.

Keywords: hematopoiesis, clonality, experimental hematology, cell labeling
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