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АННОТАЦИЯ
Введение. Иерархия стромальных предшественников из костного мозга охарактеризована скудно, в культу-

ре выделяют мультипотентные мезенхимные стромальные клетки и колониеобразующие единицы фибробластов. 
До настоящего времени не найдены уникальные сочетания поверхностных антигенов для мезенхимных стволовых 
клеток, что затрудняет получение их чистой популяции. Часто в качестве маркёра этих клеток используют экспрес-
сию гена нестина.

Цель работы — оценить уровень экспрессии гена нестина в мультипотентных мезенхимных стромальных клет-
ках и в колониеобразующих единицах фибробластов и охарактеризовать изменение его экспрессии при переходе 
от олигопотентных клеток-предшественниц к монопотентным.

Материалы и методы. Стромальные предшественники проанализировали в образцах костного мозга, получен-
ных от 19 доноров стандартными методами. Из тех же образцов костного мозга было суммарно получено 296 инди-
видуальных клонов колониеобразующих единиц фибробластов. В клетках анализировали способность к дифферен-
цировкам в жировом и костном направлениях, а также относительный уровень экспрессии гена нестина.

Результаты. Средний относительный уровень экспрессии нестина статистически значимо не отличается в муль-
типотентных мезенхимных стромальных клетках (0,41±0,13) и в суммарной популяции колониеобразующих единиц 
фибробластов (0,24±0,05). В индивидуальных клонах колониеобразующих единиц фибробластов экспрессия нестина 
была статистически незначимо выше, чем в суммарной популяции (0,31±0,04). При анализе колониеобразующих 
единиц фибробластов, различающихся по дифференцировочному потенциалу, наивысшая экспрессия нестина вы-
явлена в группе монопотентных остеогенных предшественников, тогда как в олигопотентных предшественниках его 
экспрессия была статистически значимо ниже.

Заключение. Экспрессия гена нестина в мезенхимных стромальных предшественниках из костного мозга не яв-
ляется специфичной для мезенхимных стволовых клеток и не может быть использована в качестве уникального 
маркёра этого типа клеток. По нашим данным, высокий уровень экспрессии нестина скорее идентифицирует моно-
потентные остеогенные предшественники.
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ABSTRACT
INTRODUCTION: The hierarchy of stromal progenitors from the bone marrow is poorly characterized; multipotent 

mesenchymal stromal cells and colony-forming units of fibroblasts are isolated in culture. Mesenchymal stem cells do not 
have a unique combination of surface antigens, making it difficult to obtain the pure population. The expression of the nestin 
gene is often used as a marker of these cells.

AIM: To evaluate the level of expression of the nestin gene in multipotent mesenchymal stromal cells and in colony-
forming units of fibroblasts and to characterize the change in its expression during the transition from oligopotent progenitor 
cells to monopotent ones.

MATERIALS AND METHODS: Stromal progenitors were analyzed in bone marrow samples from 19 donors by standard 
methods. A total of 296 individual clones of fibroblast colony-forming units were obtained from the same bone marrow 
samples. The cells were analyzed for the ability to differentiate toward the adipogenic and osteogenic lineages. Relative 
expression level of nestin gene was analyzed in all cells.

RESULTS: Mean relative expression level of nestin did not differ significantly in multipotent mesenchymal stromal cells 
(0.41±0.13) and in the total population of colony-forming units of fibroblasts (0.24±0.05). In individual clones of colony-forming 
units of fibroblasts, nestin expression was not significantly higher than in the total population (0.31±0.04). When analyzing 
colony-forming units of fibroblasts differing in their differentiation potential, the highest expression of nestin was found in the 
group of monopotent osteogenic progenitors, while its expression was significantly lower in oligopotent progenitors.

CONCLUSION: Nestin gene expression in mesenchymal stromal progenitors from the bone marrow is not specific for 
mesenchymal stem cells and cannot be used as a unique marker of this cell type. According to our data, a high level of nestin 
expression rather identifies monopotent osteogenic progenitors.
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ВВЕДЕНИЕ
Успешное функционирование стволовых клеток кро-

ви в течение всей жизни организма во многом обуслов-
лено кроветворным микроокружением костного мозга 
(КМ). Оно состоит из клеток разнообразных типов, чаще 
всего некроветворного происхождения, а также рас-
творимых регуляторных факторов и внеклеточного ма-
трикса. Большую часть кроветворного микроокружения 
составляют стромальные клетки — потомки мезенхим-
ных стволовых клеток (МСК). В настоящее время экспе-
риментально иерархия стромальных предшественников 
охарактеризована скудно. В экспериментах in vitro вы-
деляют мультипотентные мезенхимные стромальные 
клетки (ММСК) [1] и колониеобразующие единицы 
фибробластов (КОЕф) [2]. До сих пор не найдено уни-
кального маркёра МСК или сочетания поверхностных 
антигенов, необходимых и достаточных для выделе-
ния чистой популяции этих самых ранних стромаль-
ных предшественников. Показано, что экспрессия гена 
нестина (NES), изначально выявленная в нейральных 
предшественниках [3], характерна и для МСК [4]. Часто 
экспрессия этого гена используется в качестве маркёра 
стволовых клеток в различных тканях [5–7], в том числе 
и МСК [8, 9]. Показана экспрессия нестина и в некото-
рых опухолевых клетках [10].

Цель работы — оценить уровень экспрессии гена 
NES в мультипотентных мезенхимных стромальных клет-
ках и их потомках — колониеобразующих единицах фи-
бробластов, выделенных из костного мозга здоровых до-
норов, а также выяснить, как изменяется этот показатель 
при переходе от стромальных бипотентных клеток-пред-
шественниц, способных к остеогенной и адипогенной 
дифференцировкам, к монопотентным клеткам-предше-
ственницам, способным осуществлять дифференцировку 
только в одну из указанных линий.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Аликвоты КМ получали от доноров гемопоэтических 

стволовых клеток в момент плановой эксфузии КМ в от-
делении химиотерапии гемобластозов и трансплантации 
костного мозга и гемопоэтических стволовых клеток На-
ционального медицинского исследовательского центра 
гематологии (Москва, Россия). Все доноры подписали 
информированное согласие на участие в исследовании. 
Из КМ 19 доноров (11 мужчин, 8 женщин, средний воз-
раст — 29,5±2,7 года) получали ММСК и КОЕф по стан-
дартным методикам.

Для получения культуры ММСК 3×106 мононуклеаров 
КМ помещали в культуральный флакон T25 и инкуби-
ровали при 37 °С и 5% СО2 в стандартной культураль-
ной среде αМЕМ (ICN Holding, США), содержащей 10% 
эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС) (HyClone, 
США), 2 мM L-глутамина (ICN Holding, США), 100 ед./мл 

пенициллина (ОАО «Синтез», Россия) и 50 мг/мл стреп-
томицина (ООО «БиоФармГарант», Россия). Культураль-
ную среду меняли дважды в неделю. По достижении 
конфлюентности клетки трипсинизировали, подсчиты-
вали и рассаживали из расчёта 105 клеток на флакон 
Т25. Иммунофенотип и дифференцировочный потенциал 
ММСК, полученных по данному протоколу, соответствуют 
международным критериям [11], что было опубликовано 
нами ранее [12–14]. ММСК имели следующий иммуно-
фенотип: CD105+CD73+CD90+CD45–CD34–CD14–CD19–HLA–

DR–. Из ММСК на 1-м пассаже и КОЕф выделяли РНК 
по адаптированному протоколу [15].

Для получения культуры КОЕф 106 мононуклеаров КМ 
помещали в культуральный флакон T25 и инкубировали 
при 37 °С и 5% СО2 в течение 14 дней в стандартной куль-
туральной среде αМЕМ (ICN Holding, США), содержащей 
20% ЭТС (HyClone, США), 2 мM L-глутамина (ICN Holding, 
США), 100 ед./мл пенициллина (ОАО «Синтез», Россия) 
и 50 мг/мл стрептомицина (ООО «БиоФармГарант», Рос-
сия). Одновременно из тех же образцов КМ получали 
индивидуальные клоны КОЕф. В среднем из каждого 
образца донорского КМ было выделено 16±3 клона (от 
1 до 50, медиана — 15). Для этого по 15 000 клеток КМ 
высаживали в лунки 96-луночной платы в среде αМЕМ 
с 20% ЭТС и культивировали в СО2-инкубаторе при 37 оС 
и 5% СО2. Клетки из лунок, где был выявлен рост только 
одного клона, по достижении конфлюентности переса-
живали в ячейки 6-луночной платы в среде αМЕМ с 10% 
ЭТС. Затем конфлюентную ячейку рассаживали на три 
ячейки и через 2–3 дня в две из них добавляли стан-
дартные смеси индукторов костной и жировой диффе-
ренцировок. В третьей ячейке контрольные клетки куль-
тивировали в стандартной среде. 

Остеогенную дифференцировку индуцировали в стан-
дартной среде для культивирования клеток, содержа-
щей 0,1 мкM дексаметазона, 0,15 мM 2-фосфата аскор-
биновой кислоты тринатриевой соли и 3 мM NaH2PO4.

Для индукции адипогенной дифференцировки ис-
пользовали стандартную среду для культивирования, со-
держащую 1 мкM дексаметазона, 60 мкM индометацина 
и 5 мкг/мл инсулина. 

Через 14 дней из клеток выделяли РНК. Ответ на ин-
дукторы дифференцировки определяли по изменению 
относительного уровня экспрессии (ОУЭ) маркёрных ге-
нов (ALPL и PTHR для остеогенной и FABP4 и PPARG — 
для адипогенной дифференцировки). ОУЭ маркёрных 
генов и гена NES анализировали при помощи ПЦР 
в режиме реального времени в модификации TaqMan. 
Последовательности праймеров и флуоресцентных проб 
были подобраны авторами и доступны по запросу. По от-
вету на индукторы костной и/или жировой дифференци-
ровки для каждого клона делали вывод, к каким диффе-
ренцировкам данный конкретный клон способен. Затем 
в контрольных клетках, культивировавшихся без индук-
торов, анализировали ОУЭ гена NES. По этому протоколу 
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проанализировано 296 индивидуальных клонов КОЕф, 
полученных из КМ здоровых доноров.

Статистическая обработка. Данные в тексте пред-
ставлены в виде «среднее ± стандартная ошибка средне-
го». При анализе данных использовали U-критерий Ман-
на–Уитни, статистически значимыми считали различия 
при p <0,05. Анализ данных выполняли на онлайн-ресур-
се https://www.socscistatistics.com и в программе Microsoft 
Excel. При помощи онлайн-ресурса http://shiny.chemgrid.
org/boxplotr/ сделано графическое представление данных 
в виде диаграмм размаха («ящиков с усами») по Тьюки. 
На диаграммах центральная горизонтальная линия обо-
значает медиану, границы фигуры — 25-й и 75-й про-
центили, «усы» — полуторный интерквартильный размах, 
выбросы представлены в виде точек.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Оказалось, что средний ОУЭ гена NES статистически 

значимо не отличается в ММСК (0,41±0,13) и в суммар-
ной популяции КОЕф (0,24±0,05) (рис. 1, группы ММСК 
и тотальная популяция КОЕф). В индивидуальных кло-
нах КОЕф ОУЭ был статистически незначимо выше, чем 
в суммарной популяции (0,31±0,04) (рис. 1, группа инди-
видуальные клоны КОЕф). 

Очевидно, что статистически значимых отличий по 
уровню экспрессии нестина между двумя проанализиро-
ванными типами стромальных предшественников нет.

Индивидуальные клоны КОЕф проанализированы 
по способности к дифференцировке в жировом и кост-
ном направлениях. В итоге все 296 проанализированных 
клонов были сгруппированы в 4 субпопуляции: 50% всех 
клонов способны к дифференцировке и в остеогенном, 
и в адипогенном направлении (О+А+); 43% клонов спо-
собны к остеогенной, но не к адипогенной дифференци-
ровке (О+А–); всего 3% клонов способны к адипогенной, 
но не к остеогенной дифференцировке (О–А+); 4% соста-
вили клоны, не способные к данным дифференцировкам 
(О–А–). При анализе экспрессии нестина в клетках ин-
дивидуальных клонов КОЕф, различающихся по диффе-
ренцировочному потенциалу, наивысший ОУЭ этого гена 
был выявлен в группе монопотентных остеогенных пред-
шественников (О+А–), тогда как в бипотентных предше-
ственниках (О+А+) его экспрессия была статистически 
значимо ниже (рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ экспрессии нестина в ММСК и КОЕф 

не выявил различий между этими стромальными 

Рис. 1. Относительный уровень экспрессии гена NES в мультипотентных мезенхимных стромальных клетках (ММСК) и колониео-
бразующих единицах фибробластов (КОЕф). Статистическая значимость различий определена с помощью U-теста Манна–Уитни.
Fig. 1. Relative expression level of NES gene in multipotent mesenchymal stromal cells (MMSC) and fibroblast colony forming units 
(CFU-F). Statistical significance of the differences was determined with Mann–Whitney U-test.
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предшественниками. Однако ранее нами были показа-
ны статистически значимые отличия в экспрессии ге-
нов, отвечающих за пролиферацию и дифференцировку 
в данных типах клеток-предшественниц, которые под-
тверждали, что это действительно два отдельных типа 
стромальных предшественников [13]. В мировой лите-
ратуре очень часто искажают метод определения КОЕф, 
придуманный А.Я. Фриденштейном [16], и подменяют 
этим понятием анализ клоногенных клеток в культуре 
ММСК [17–19]. В нашей работе анализировали именно 
исходные, полученные непосредственно из КМ колонии 
КОЕф. Продемонстрировано разнообразие вариантов 
реализации дифференцировочного потенциала инди-
видуальных колоний КОЕф и убедительно показано, 
что самый высокий ОУЭ нестина характерен для монопо-
тентных остеобластных предшественников, но не для би-
потентных стромальных предшественников, обладающих 
более широким дифференцировочным потенциалом 
и таким образом находящихся ближе к МСК в иерархии 
мезенхимных предшественников. В мировой литера-
туре имеются единичные публикации, показывающие, 

что высокий уровень нестина характерен как раз для МСК, 
локализованных в непосредственной близости к кости 
и направленных на остеогенную дифференцировку [20]. 
В настоящей работе авторы исходили из визуально вы-
являемой локализации нестин-положительных клеток 
в КМ. Однако есть и другие работы, в которых говорится 
о том, что экспрессия нестина характерна для ранних 
мультипотентных предшественников и исчезает в про-
цессе культивирования и в более дифференцированных 
клетках [8]. Другими исследователями в КМ выделены 
две субпопуляции клеток, экспрессирующих нестин: 
яркие и тусклые, и получены противоречивые данные 
о том, какие из этих клеток являются истинными МСК 
[21, 22]. Необходимо отметить, что все вышеперечислен-
ные исследования выполнены на трансгенных мышах, 
в геном которых под контроль промотора нестина был 
введён ген зелёного флуоресцентного белка. В нашей 
работе при анализе экспрессии гена с помощью ПЦР 
в режиме реального времени доказано, что стромальные 
монопотентные остеогенные предшественники из КМ 
человека обладают самым высоким уровнем экспрессии 

Рис. 2. Относительный уровень экспрессии гена NES в индивидуальных клонах колониеобразующих единиц фибробластов, 
различающихся по дифференцировочному потенциалу. Анализируемые группы: О+А+ — бипотентные предшественники, спо-
собные к остеогенной и к адипогенной дифференцировкам (n=149); О+А– — монопотентные предшественники, способные 
только к остеогенной дифференцировке (n=126); О–А+ — монопотентные предшественники, способные только к адипогенной 
дифференцировке (n=8); О–А– — стромальные клетки, не способные к указанным дифференцировкам (n=13). Статистическая 
значимость различий определена с помощью U-теста Манна–Уитни.
Fig. 2. Relative expression level of NES gene in individual clones of fibroblast colony forming units, which differed in their differentiation 
potential. The groups analyzed were О+А+ — bipotent precursors, able to osteogenic and adipogenic differentiation (n=149); О+А– — 
monopotent precursors able to osteogenic differentiation only (n=126); О–А+ — monopotent precursors able to adipogenic differentiation 
only (n=8); О–А– — stromal cells unable to differentiate toward osteogenic or adipogenic lineages (n=13). Statistical significance of the 
differences was determined with Mann–Whitney U-test.
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нестина среди всех проанализированных типов стро-
мальных клеток-предшественниц. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Экспрессия гена NES в мезенхимных стромальных 

предшественниках из костного мозга не является специ-
фичной для мезенхимных стволовых клеток и не может 
быть использована в качестве уникального маркёра 
данного типа клеток. Высокий уровень экспрессии этого 
гена скорее характерен для монопотентных остеогенных 
клеток-предшественниц.
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