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лимеров и после проведения которого полностью 
сохраняется бактерицидная активность образцов. 
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ФЕНОТИПИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК 

ПРИ ИХ ДИФФЕРЕНЦИРОВКЕ В ГЕПАТОЦИТАРНОМ НАПРАВЛЕНИИ 

А. Г. Скуратов, Д. Р. Петренев, А. Н. Кондрачук, Е. В. Воропаев  

Гомельский государственный медицинский университет 

Цель работы: оценить фенотипические изменения мезенхимальных стволовых клеток (МСК) при их 
дифференцировке в гепатоцитарном направлении. 

Материалы и методы. Костномозговые МСК; изолированные гепатоциты, выделенные методом фер-
ментативной перфузии печени; направленная гепатогенная дифференцировка МСК согласно имеющимся и 
адаптированным протоколам; световая микроскопия; оценка функциональной способности гепатоцит-
подобных клеток синтезировать и накапливать гликоген. 

Результаты. Наблюдаемые изменения в фенотипе на протяжении этапов дифференцировки свидетель-
ствуют о присутствии в культуре клеток, дифференцированных в гепатоцитарном направлении. МСК при-
обретали сначала веретенообразный фенотип, который затем сменялся полигональным с многочисленными 
выростами мембраны. Обнаружены кластеры гепатоцит-подобных клеток с положительной реакцией на 
гликоген. Наличие ростовых факторов дифференцировочных сред и выделяемых первичными гепатоцитами 
оказывало «стабилизирующее» влияние на культуру МСК. 

Ключевые слова: мезенхимальные стволовые клетки, изолированные гепатоциты, гепатогенная диффе-
ренцировка. 

PHENOTYPIC CHANGES OF MESENCHYMAL STEM CELL 
IN THEIR DIFFERENTIATION IN HEPATOCYTIC DIRECTION 

A. G. Skuratov, D. R. Petrenyov, A. N. Kondrachuk, Y. V. Voropayev 

Gomel State Medical University 

Objective: to evaluate the phenotypic changes of mesenchymal stem cells (MSCs) in their differentiation in 
hepatocytic direction. 

Materials and methods. Bone-marrow MSCs; hepatocytes isolated by enzymatic perfusion of the liver; di-
rected hepatocytic differentiation of MSCs according to the available and adapted protocols, light microscopy, 
evaluation of the functional capacity of hepatocyte-like cells to synthesize and accumulate glycogen.  

Results. The changes observed in the phenotype during differentiation stages indicate the presence of cells dif-
ferentiated in hepatocytic direction in the culture. MSCs first gained a spindle-shaped phenotype, which then 
changed to a polygonal membrane with numerous appendages. The clusters of hepatocyte-like cells positive for gly-
cogen were found. The presence of growth factors, differentiation media and allocated primary hepatocytes had a 
«stabilizing» effect on the culture of MSCs. 

Key words: mesenchymal stem cells, isolated hepatocytes, differentiation in hepatocytic direction. 
 
 
Введение 
В последние годы бурно развиваются тех-

нологии по индукции дифференцировки МСК 
в клетки, которые обладают функциями печени 

(гепатоцит-подобные клетки) Мировые науч-
ные исследования показали, что определенные 
комбинации ростовых факторов, а также со-
вместное культивирование МСК как с гепато-
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цитами, так и с непаренхиматозными клетками 
печени индуцируют их дифференцировку в гепа-
тоцит-подобные клетки. Zhang и соавторы про-
водили совместное культивирование МСК со 
свежевыделенными крысиными гепатоцитами и 
показали, что такой подход более эффективен 
для гепатоцитарной дифференцировки этих кле-
ток, чем просто культивирование в среде содер-
жащей HGF (фактор роста гепатоцитов) [1]. 
Lange и соавторы культивировали крысиные 
МСК, меченные GFP (зеленый флюоресцирую-
щий протеин), совместно с фетальными клетка-
ми печени (FLCs), и эксперимент показал, что 
совместное культивирование не только обеспе-
чивало наилучшие условия для гепатоцитарной 
дифференцировки, но также улучшало рост и 
дифференцировку FLCs [2]. Chen и соавторы 
культивировали стромальные стволовые клетки 
костного мозга мышей в среде, кондициониро-
ванной гепатоцитами, и выявили дифференци-
ровку этих клеток в гепатоцит-подобные [3]. 
Deng и др. проводили совместное культивирова-
ние МСК со стелатными клетками печени на 
различных стадиях их активации и обнаружили, 
что только активированные стелатные клетки, но 
не покоящиеся, могут влиять на дифференци-
ровку МСК в гепатоцит-подобные клетки [4]. 

Эти исследования отчетливо демонстри-
руют решающую роль определенных цитоки-
нов, ростовых факторов и метаболитов, секре-
тируемых гепатоцитами и непаренхиматозны-
ми клеточными элементами печени, для на-
правленной гепатоцитарной дифференцировки 
МСК. Тем не менее механизмы этого процесса 
остаются еще не полностью раскрытыми [5]. 

Цель работы 
Оценить фенотипические изменения МСК 

при их дифференцировке в гепатоцитарном на-
правлении, а также влияние совместного культи-
вирования с клетками печени на эти показатели. 

Материал и методы 
Объектом исследования являлись лабора-

торные крысы линии Wistar, ядро F (возраст 6–
8 месяцев, масса тела 180–200 г). МСК выделяли 
из костного мозга и культивировали по стандарт-
ной методике [6] с использованием среды α-MEM 
(SH30265.01 HyClone, 10 % FBS HyClone, 2 мМ 
L-глютамин; 100 Ед/мл пенициллин; 100 мг/мл 
стрептомицин; 0,25 мкг/мл амфотерицин В). В 
эксперимент брали МСК второго пассажа. 

Выделение гепатоцитов. Гепатоциты бы-
ли изолированы с помощью 2-стадийной фер-
ментативной перфузии печени, описанной в 
работе Seglen и соавт. и адаптированной в на-
шей лаборатории [7]. Для этого брюшную по-
лость наркотизированного животного вскрыва-
ли, канюлировали v. portae, вводили 1 мл изото-
нического раствора с гепарином (500 ед/мл). 
Вскрывали v. cava inf. и перфузировали печень 

через канюлю в v. portae безкальциевым бу-
ферным раствором (9 г/л NaCl, 10 мМ HEPES, 
pH = 7.4) в течение 7 минут при 37,0 °C при 
скорости потока 30 мл в минуту. Далее перфу-
зировали 5 минут аналогичным раствором, со-
держащим 0,07 % коллагеназы II (Sigma, США) 
при тех же условиях. Далее печень экстирпи-
ровали и переносили в стерильную чашку Пет-
ри с холодным раствором Хенкса (HBSS без фено-
лового красного, 14065 GIBCO; 10 мМ HEPES 
pH = 7.4; 100 Ед/мл пенициллин; 100 мг/мл стреп-
томицин; 0,25 мкг/мл амфотерицин В). С по-
мощью скальпеля и пинцета разрушали капсу-
лу и диспергировали паренхиму. Клеточную 
суспензию и фрагменты ткани пропускали че-
рез 200 µm фильтр и дважды отмывали холод-
ным раствором Хенкса (300 g, 5 мин.). Гепато-
циты очищали от примеси эритроцитов и деб-
риса центрифугированием на градиенте плот-
ности Percoll (Sigma, США). Для этого смеши-
вали равные объемы суспензии клеток и 90 % 
Percoll, забуференного 20 мМ HEPES pH = 7,4, 
и центрифугировали при 400 g в течение 15 мин. 
Клетки дважды отмывали холодным раствором 
Хенкса центрифугированием (300 g, 5 мин.). 
Концентрацию клеток подсчитывали в камере 
Горяева и ресуспензировали в полной среде для 
достижения концентрации 4х105 кл/мл. 

Дифференцировка МСК в гепатоцит-
подобные клетки. Для разработки протокола 
дифференцировки МСК использовали принци-
пы, описанные в источниках [2, 8, 9, 10]. Для 
этого МСК второго пассажа высаживали в 6-
луночные планшеты (ThinCert, GreinerBioOne) 
для получения конечной плотности клеток 2 × 
104 кл/см2. Далее последовательно в три этапа 
проводили инкубацию клеток в средах, содер-
жащих комбинации дифференцировочных 
факторов. На этапах 2 и 3 проводили 50 % 
смену среды каждые 3–4-е сутки. 

Совместное культивирование МСК кост-
ного мозга и гепатоцитов. Для проведения со-
вместного культивирования МСК и первичных 
гепатоцитов использовали систему, состоящую 
из 6-луночного планшета и пластиковых вста-
вок с мембраной с диаметром пор 0,4 µm 
(ThinCert, GreinerBioOne Inc.). МСК вносили в 
лунки планшета для получения плотности кле-
ток 2 × 104 кл/см2. Свежевыделенные гепато-
циты вносили в камеру вставки. Таким обра-
зом МСК и гепатоциты оказывались разделен-
ными мембраной, проницаемой для раствори-
мых факторов и среды, но предотвращающей 
перемещение клеток между компартментами. 
Этапы культивирования и дифференцировоч-
ные среды использовали такие же, как и в про-
токоле направленной дифференцировки МСК. 

В процессе эксперимента состояние и морфо-
логию клеточных культур оценивали с помощью 



Проблемы здоровья и экологии 136

световой инвертированной микроскопии. Для ве-
рификации дифференцировки МСК в гепатоцит-
подобные клетки оценивали их способность син-
тезировать и накапливать гликоген, а также кон-
центрацию мочевины в культуральной среде. 

Результаты и их обсуждение 
Получение и экспансия недифференциро-

ванных МСК. Первичные МСК составляют ме-
нее 1 % от общего количества клеток костного 

мозга. В этой связи популяцию МСК обогащали 
на основе их способности прилипать к субстра-
ту. Для этого суспензию клеток костного мозга 
инкубировали 48 часов в пластиковой посуде (37 °С, 
5 % СО2) в базовой среде α-MEM для адгезиро-
вания клеток к субстрату. Далее отмывали сре-
дой Хенкса, не содержащей ионы кальция и маг-
ния, за счет чего удаляли все клеточные элемен-
ты, не прикреплённые к пластику (рисунок 1). 

 

          а)                    б)    

Рисунок 1 — Вид первичной культуры клеток костного мозга через 48 ч инкубирования 
в среде DMEM/F-12 (а) и среде α-MEM после троекратной отмывки (б) средой Хэнкса 

без ионов кальция и магния. Увеличение х20 (а) и х40 (б) 
 
 

Дифференцировка МСК в гепатоцитар-
ном направлении. На первом этапе диффе-
ренцировки клеток в гепатоцитарном направле-
нии после 24 ч инкубирования клеток в среде, 
содержащей 1 % FBS, 3 % BSA и βFGF 
(10 нг/мл), наблюдали гибель и открепление от 
субстрата части клеточных элементов, вероят-
но, наиболее требовательных к составу среды 
и наличию ростовых факторов. Одновременно 

с этим процессом наблюдали образование кле-
точных кластеров вокруг адгезированных к 
подложке элементов (рисунок 2). Процесс был 
наиболее выражен на 3-и сутки культивирова-
ния в условиях этой селективной среды. К 
окончанию первого этапа вся культура МСК 
была преимущественно представлена остров-
ками клеток, равномерно распределенными по 
площади культуральных сосудов. 

 

          а)                  б)      

Рисунок 2 — Вид культуры МСК с кластерами клеток через 24 ч (а) и 72 ч (б) инкубации 
в селективной среде. Увеличение х40 

 
 
Второй этап направленной дифференци-

ровки МСК индуцировали на 3-и сутки диффе-
ренцировки посредством полной замены се-
лективной среды на среду «Diff1». В отличие 
от среды, использованной на первом этапе, эта 
среда содержала 10 % FBS и весь коктейль 
ростовых факторов — βFGF (10 нг/мл.), EGF 
(10 нг/мл), HGF (20 нг/мл). Контролем служи-
ли ячейки с аналогичной средой, но без росто-
вых факторов. Во всех образцах наблюдали ак-
тивный рост клеток с одновременным измене-

нием морфологии клеточных элементов. МСК 
в присутствии ростовых факторов приобретали 
веретенообразную морфологию и по сравнению 
с контрольной культурой демонстрировали фе-
нотип с меньшей полигональностью. Рост клеток 
не был равномерным по всей площади культу-
ральных сосудов. Так, на 4-е сутки культивирова-
ния со средой «Diff1» наряду с участками кон-
флюэнтности (менее 50 %) наблюдали зоны прак-
тически со 100 % монослоем. Очевидно, что дан-
ный характер распределения клеточных элементов 
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является следствием образования клеточных кла-
стеров на предыдущем этапе дифференцировки. 

Примечательно, что в ячейках с диффе-
ренцировочной средой и с мембранными 
вставками, содержащими первичные гепатоци-
ты, наблюдали формирование так называемых 
«фокусов адгезии» (рисунок 3). Эти участки, 

сформированные клетками с распластанной 
морфологией, характеризовались многоярус-
ной организацией. В их центральной части на-
блюдали адгезию дебриса и клеточных эле-
ментов округлой формы, что свидетельствует 
об изменении профиля экспрессии молекул 
межклеточной адгезии в этих зонах. 

 

           а)               б)      

Рисунок 3 — Вид участков культур МСК с повышенной плотностью клеток 
и образование многоуровневой структуры с так называемыми «фокусами адгезии» 
в ячейках с дифференцировочной средой «Diff1» (а) и с мембранными вставками, 

содержащими первичные гепатоциты (б). Увеличение х40 
 
 
При дальнейшем культивировании клеток 

в среде «Diff1» наблюдали образование моно-
слоя практически по всей площади культураль-
ных сосудов. Морфология клеток также претер-
певала изменения, и веретенообразный фенотип 
сменялся полигональным с многочисленными 
выростами мембраны. При этом контрольная 
культура претерпевала значительные изменения 
с образованием гетерогенных структур и чере-
дующихся участков клеток с распластанной и 
конденсированной морфологией. Вероятно, этот 
феномен обусловлен спонтанной дифференци-
ровкой клеток в произвольном направлении. 

Третий этап дифференцировки инициирова-
ли сменой среды на «Diff2», содержащую HGF 
(20 нг/мл), дексаметазон (0,1 µM), 1 % ITS, нико-
тиновую кислоту (0,9 мг/мл) и 0,1 % демитил-
сульфоксида. Значительных изменений морфоло-

гии клеток по сравнению с окончанием предыду-
щего этапа дифференцировки не наблюдали. Ос-
новные изменения были связаны с усложнением 
структуры многослойной культуры, отмиранием 
отдельных элементов и колонизацией освобо-
дившихся площадей. В большей степени эти про-
цессы были характерны для контрольной культу-
ры. Культура МСК с дифференцировочной сре-
дой была более стабильна по морфологическим 
показателям. Наличие факторов, выделяемых 
первичными гепатоцитами, также оказывало 
«стабилизирующее» влияние на культуру МСК.  

К окончанию третьего дифференцирован-
ного этапа (21–23-е сутки дифференцировки, 
43–45-е сутки культивирования клеток in vitro) 
в контрольной культуре без ростовых факто-
ров наблюдали массовую гибель и открепле-
ние от субстрата (рисунок 4). 

 

           а)                б)      

Рисунок 4 — Вид культур МСК в конце третьего этапа дифференцировки на 21-е сутки инкубации 
в контрольной среде (а) и среде «Diff2» (б). Увеличение х40 

 
Образцы МСК, культивируемые в диффе-

ренцировочных средах, в эти сроки сохраняли 
характерный распластанный фенотип и много-
уровневую структуру клеточного слоя. В от-

дельных участках культур с повышенной плот-
ностью клеток наблюдали образование плотных 
сфер. Ранее исследователи из различных науч-
ных групп сообщали об образовании вторичных 
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структур при культивировании МСК и их на-
правленной дифференцировке в гепатоцитарном 
направлении [1]. Мы предполагаем, что эти 
структуры подобны так называемым «эмбиоид-
ным телам», которые образуются при культиви-
ровании эмбриональных стволовых клеток.  

Для идентификации этих образований мы 
провели специфическое окрашивание на гли-
коген после 24 ч инкубации образцов в среде с 
повышенным содержанием глюкозы. В качест-
ве контроля использовали препараты, приго-
товленные из свежеизолированных гепатоци-

тов, которые также использовались для конди-
ционирования среды. Мелкие гранулы глико-
гена, находящиеся в цитоплазме гепатоцитов, 
дают розовое окрашивание при проведении 
ШИК-реакции. Аналогичное диффузное окра-
шивание было характерно для обнаруженных в 
культуре МСК образований (рисунок 5.). Та-
ким образом, эти структуры являются класте-
рами гепатоцит-подобных клеток, выращен-
ными из недифференцированных МСК и со-
храняющими контакт со стромой, сформиро-
ванной из недифференцированных элементов. 

 

          а)                б)     

Рисунок 5 — Вид культуры первичных гепатоцитов (а) и клеточных кластеров, 
появивишихся в культуре МСК на 20–25-е сутки гепатоцитарной дифференцировки (б) 

после проведения специфического окрашивания на гликоген (ШИК-реакция). Увеличение х40 
 
 
Представляется важным, что формирование 

кластеров клеток с морфологическими и биохи-
мическими признаками гепатоцитарной диффе-
ренцировки происходило в соответствии с «ис-
ходной» программой, то есть сначала формиро-
вался слой стромальных элементов, а лишь потом 
происходило формирование кластеров клеток с 
отличающимися морфологическими характери-
стиками и положительной реакцией на гликоген. 

Следует также отметить, что в образцах 
содержащих эти клеточные образования на-
блюдали тенденцию к повышению уровней 
продукции мочевины на 5–7 % относительно 
контрольных культур МСК без дифференци-
ровочных факторов, что является дополни-
тельным критерием, подтверждающим диффе-
ренцировку МСК в выбранном направлении. 

Заключение 
Наблюдаемые изменения в фенотипе на 

протяжении этапов дифференцировки свиде-
тельствуют о присутствии в культуре клеток, 
дифференцированных в гепатоцитарном на-
правлении. МСК приобретали сначала верете-
нообразный фенотип, который затем сменялся 
полигональным с многочисленными выроста-
ми мембраны. Обнаружены кластеры гепато-
цит-подобных клеток с положительной на гли-
коген реакцией. Наличие ростовых факторов 
дифференцировочных сред и выделяемых пер-
вичными гепатоцитами оказывало «стабилизи-
рующее» влияние на культуру МСК. 

Представляется важным дальнейший поиск 
молекулярно-генетических маркеров дифферен-
цировки МСК в гепатоцитарном направлении. 
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