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Результаты

Пролиферативная активность. Все исследован-
ные культуры ММСКд, независимо от пассажа, были 
статистически неразличимы по времени удвоения, 
которое, в частности, составило 36±1,2 ч на первом 
и 38±1,2 ч на десятом пассажах (рис. 1А). 

Характеристика иммунофенотипа. Клетки культур 
ММСКд с 1 по 10 пассажи имели сходную фибро-
бластоподобную морфологию (рис. 1А, Б), а также 
профиль экспрессии основных белков и поверх-
ностных антигенов, свойственных для мезенхимных  
клеток (рис. 1В). Так, по данным проточной цитоф-
луориметрии, все ММСКд характеризовались на-
личием маркеров ММСК (CD73, CD90, CD105) и 
экспрессией внутриклеточных белков фибробла-
стов (коллаген I и III типов, эластин, виментин).  
При этом не отмечена экспрессия эпителиальных 
(CD324, цитокератины 14, 15, 16, 19) и гемопоэти-
ческих (CD31, CD34, CD45) маркеров. 

Остео-, адипо-, хондрогенная дифференцировка. 
При культивировании 10 образцов ММСКд, полу-
ченных от разных доноров, в культуральной среде  
с соответствующими индукционными факторами 
установлено, что клетки сохраняли способность к 
остеогенной, адипогенной и хондрогенной дифферен-
цировке вплоть до 8 пассажа. Полученные результаты 
подтверждены иммуноцитохимическим исследовани-

ем (рис. 2): выявлена экспрессия специфических для 
остеобластов, адипоцитов и хондроцитов маркеров 
(остеокальцина, FABP4, аггрекана соответственно). 

Активация миофибробластов. В дополнение  
к трем описанным выше направлениям дифферен-
цировки во всех культурах ММСКд при воздействии 
хемокина TGF-β1 наблюдался эффект активации кле-
ток и экспрессия в них α-SMA (рис. 3, 4). Такие акти-
вированные миофибробласты меняли морфологию, 
часто увеличивались в размерах, а в актиновой сети 
появлялись ярко выраженные стресс-фибриллы. 
(рис. 3Б, В). Установлено, что степень активации 
миофибробластов зависела от концентрации TGF-β1 
(рис. 4). 

Индукция миогенной дифференцировки in vitro. 
При культивировании ММСКд в культуральной сре-
де с миогенными факторами во всех исследуемых 
клеточных культурах (1–10 пассажи) отмечено 
формирование многоядерных миотуб (рис. 5А).  
В контрольных культурах ММСКд (без добавления 
индукционных миогенных факторов) данные струк-
туры не определялись. 

В вытянутых многоклеточных волокнах миотуб (рис. 
5Б) выявлена экспрессия маркеров поперечно-поло-
сатых мышц: MyoD1, скелетного миозина, скелетного 
актина. При иммуноцитохимическом окрашивании ске-
летного актина в миотубах регистрировали характерную 
поперечно-полосатую исчерченность (рис. 5Б). 

Рис. 1. Характеристика ММСКд: 
А, Б – культуры ММСКд на 1 и 10 пассажах,  
на гистограмме приведено время удвоения 1  
и 10 пассажах; 
В – иммунофенотип ММСКд на первом пассаже. 
А – световая микроскопия;  
Б – флуоресцентная микроскопия, окраска ядер 
DAPI; 
В – проточная цитофлуориметрия. 
Бар – 100 мкм
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Рис. 2. Культуры ММСКд, дифференцированные в трех ортодоксальных направлениях после 6 пассажа:  
А – хондрогенном; Б – остеогенном, В – адипогенном. I – экспрессия соответствующего маркера 
дифференцировки; II – окраска ядер DAPI; III – совмещение I и II. Флуоресцентная микроскопия.  
Бар – 20 мкм

Рис. 3. Культура ММСКд: А – до индукции миофибробластогенеза; Б, В – после активации миофибробластов;  
В – миофибробласт из зоны, отмеченной звездочкой, при большем увеличении.  
Флуоресцентная микроскопия. Иммунофлуоресцентная реакция с антителами к α-SMA, окраска ядер DAPI.  
Бар – 100 мкм.
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Рис. 4. Миофибробласты в культуре ММСКд после воздействия TGF-β1: А – количество клеток;  
Б – доля миофибробластов в культуре в зависимости от концентрации TGF-β1. Проточная цитофлуориметрия 

Рис. 5. Миотубы в культуре ММСКд после индукции миогенной дифференцировки:  
А – световая микроскопия; Б – флуоресцентная микроскопия, иммунофлуоресцентная реакция с антителами  
к маркерам миогенной дифференцировки: I – экспрессия маркера; II – окраска ядер DAPI; III – совмещение I и II; 
Бар – 20 мкм
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Однократная индукция миогенной дифферен-
цировки в культурах ММСКд на первом, пятом или 
десятом пассажах вызывала формирование миотуб. 
Эффективность дифференцировки при пассирова-
нии сохранялась: площадь, занимаемая миотубами, 
составляла около 20% (рис. 6). 

ММСК, выделенные из костного мозга или жировой 
ткани. Показано, что данные клетки обладают спо-
собностью к миогенной дифференцировке [14, 30], 
а в эксперименте, проведенном G. Ferrariс соавт. 
(1998), выявлена их способность восстанавливать 
поврежденные мышечные волокна [32]. Миогенный 
потенциал ММСК костного мозга и жировой ткани 
делает эту клеточную популяцию привлекательным 
кандидатом для терапии при мышечных заболевани-
ях, однако следует учитывать, что процедура забора 
образца костного мозга и липоаспирата достаточно 
инвазивна и требует наличия специальных навыков  
у хирурга, проводящего манипуляцию. Кроме того, 
после забора биоматериала донору необходим пери-
од восстановления. 

В настоящей работе представлен новый источ-
ник ММСК, способных к дифференцировке в мио-
генном направлении, – слизистая оболочка полости 
рта (десна). Данный источник клеточного материала 
является перспективным для применения в области 
регенеративной медицины: слизистая оболочка по-
лости рта легкодоступна, получение образца ткани 
малотравматично, раневой дефект заживает быстро 
и без образования рубца, требуется небольшой объ-
ем биоптата (2–3 мм3) для получения необходимого 
количества клеток, а трудоспособность донора, под-
вергнутого процедуре, не снижается. 

Исследование культур клеток, выделенных нами 
из десны, продемонстрировало, что данные клет-
ки соответствуют общепринятым критериям ММСК 
[34]. Во-первых, при иммунофенотипическом ана-
лизе ММСКд установлено, что данные клетки об-
ладают профилем экспрессии основных белков и 
поверхностных антигенов, характерным для ММСК: 
экспрессия CD73, CD90, CD105, внутриклеточ-
ных белков фибробластов (коллаген I и III типов, 
эластин, виментин), отсутствие эпителиальных 
(CD324, цитокератины 14, 15, 16, 19) и гемопоэти-
ческих (CD31, CD34, CD45) маркеров (см. рис. 1В).  
Во-вторых, подтверждена способность ММСКд к 
дифференцировке в трех ортодоксальных направ-
лениях. При добавлении в культуральные среды 
соответствующих индукционных факторов во всех 
культурах ММСКд как на ранних, так и на поздних 
пассажах показана экспрессия специфических для 
остеобластов, адипоцитов и хондроцитов маркеров 
(см. рис. 2). Также зарегистрирован высокий про-
лиферативный потенциал исследуемых клеточных 
культур. Так, при культивировании в описанных ус-
ловиях, время удвоения клеточных культур соста-
вило 36±1,2 ч на 1 и 38±1,2 ч на 10 пассажах  
(cv/ рис. 1А). Следует отметить, что время удвоения 
ММСК, выделенных из костного мозга, при анало-
гичных условиях составляет 55±3 ч [33]. Полу-
ченные данные могут свидетельствовать о том, что 
ММСКд обладают более высоким пролиферативным 
потенциалом по сравнению с ММСК костного мозга.  
Учитывая преимущества десны как источника кле-
точного материала, а также пролиферативный по-
тенциал ММСКд, можно рассматривать данный тип 
клеток в качестве более привлекательного канди-
дата для применения в регенеративной медицине, 
включая лечение дегенеративных заболеваний  
мышечной ткани. 

Кроме трех канонических путей дифферен-
цировки показана способность полученных нами 
культур ММСКд к TGF-β1-зависимой экспрессии 
α-SMA в части клеток и их «конверсии» в мио-

Обсуждение

Одной из актуальных задач регенеративной ме-
дицины является поиск и изучение клеточных попу-
ляций, способных активно пролиферировать и диф-
ференцироваться в заданном направлении, с целью 
последующего применения этих клеток в терапевти-
ческих целях. В частности, для лечения патологии 
мышечной ткани перспективным считается приме-
нение популяций взрослых стволовых клеток, ткане-
вой источник которых легкодоступен, а сами клетки 
можно нарастить in vitro в достаточном для прове-
дения терапии количестве. После трансплантации 
данные клетки должны полноценно интегрироваться 
в мышечную ткань с последующим обеспечением 
функциональной коррекции патологии, включая дис-
трофический фенотип [28]. 

Одними из первых клеток, исследованных на 
предмет возможности использования в лечении мы-
шечных дистрофий [6], стали СК – миогенные клет-
ки-предшественницы, расположенные между сарко-
леммой и базальной мембраной миофибрилл [29], 
благодаря которым и происходит поддержание по-
тенциала роста и регенерации взрослых скелетных 
мышц. Большинство исследователей рассматривают 
трансплантацию СК как идеальный метод для восста-
новления мышечной ткани [28, 30]. Однако при ра-
боте с СК возникает ряд ограничений: данные клетки 
являются труднодоступной, редкой и малочисленной 
клеточной популяцией скелетной мускулатуры, а по-
сле трансплантации in vivo происходит значительное 
снижение их миогенного потенциала [1, 31–33]. 

В качестве альтернативного источника в на-
стоящее время рассматриваются и другие клетки, 
обладающие миогенным потенциалом [30]. Одни-
ми из перспективных клеток на эту роль являются 

Рис. 6. Культуры ММСКд, подвергнутые индукции 
миогенной дифференцировки на 1, 5  
и 10 пассажах: 
А – внешний вид культур, бар – 200 мкм; 
Б – доля клеток, экспрессирующих скелетный 
актин, в зависимости от пассажа,  
на котором проводилась индукция миогенной 
дифференцировки
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фибробласты. Добавление в культуральную среду 
хемокина TGF-β1 приводило к образованию мио- 
фибробластов. Среднее количество миофибробла-
стов напрямую зависело от концентрации TGF-β1 
(см. рис. 4). Таким образом, полученная нами 
первичная культура ММСКд обладала также спо-
собностью к дифференцировке в миофибробласты  
в ответ на индукционные стимулы. 

В результате миогенной индукции ММСКд in vitro 
нами были получены многоядерные миотубы (см. 
рис. 5А). При этом индукция миогенной диффе-
ренцировки сопровождалась экспрессией маркеров 
поперечно-полосатой мышечной ткани: MyoD1, ске-
летных миозина и актина, которые локализовались 
в удлиненных многоклеточных волокнах миотуб. При 
иммунофлуоресцентном окрашивании скелетного 
актина в миотубах четко выявлялась поперечно- 
полосатая исчерченность (см. рис. 5). Следует от-
метить, что образование миотуб наблюдалось как на 
ранних, так и на поздних пассажах культивирования 
ММСКд, выделенных из всех 10 биоптатов (см. рис. 
6А, Б, В). При этом эффективность дифференци-
ровки, независимо от пассажа ММСКд, сохранялась 
на одинаково высоком уровне, то есть даже на 10-м 
пассаже площадь, занимаемая миотубами (индекс 
слияния в миотубы) составляла около 20% (см. 
рис. 6 А–В). Важно отметить, что такой же индекс 
слияния (20%) выявили M. Dezawaс соавт. (2005) 
при работе с «миогенной» субпопуляцией ММСК 
костного мозга (Myo-D+, миогенин+), полученной 
в специальных условиях с эффективностью миоген-
ной дифференцировки 89% (для получения такой 
высокой степени дифференцировки ММСК культи-

вировали в среде, содержащей смесь цитокинов и 
ростовых факторов с последующей трансфекцией 
геном, кодирующим Notch 1 межклеточный домен) 
[35]. Полученные данные могут свидетельствовать 
о достаточно высоком миогенном дифференциро-
вочном потенциале ММСКд, а также о способности 
культур таких клеток к сохранению и длительному 
поддержанию недифференцированных клеток-пред-
шественниц, что обеспечивает возможность получе-
ния in vitro больших объемов клеточного материала 
с заданными свойствами. 

Заключение

Нами впервые показана принципиальная возмож-
ность индукции миогенной дифференцировки ММСК, 
выделенных из слизистой оболочки полости рта.  
Данные клетки характеризуются высокой пролифера-
тивной активностью и способностью к мультипотент-
ной дифференцировке как на ранних, так и на позд-
них пассажах. Полученные результаты исследования,  
а также особенности тканевого источника клеток обо-
сновывают преимущества использования ММСКд в 
регенеративной медицине, в частности, для лечения 
заболеваний мышечной ткани различной этиологии. 
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