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В статье приведены данные по культивированию и характеристике мезенхимальных стромальных клеток (МСК), 
выделенных из костного мозга пациентов с диспластическим коксартрозом. Во фракции адгезивных МСК из 
обоих образцов костного мозга выявлено несколько морфологических фенотипов: веретенообразные удлинен-
ные клетки, большие уплощенные клетки и тонкие звездчатые клетки. Иммунофенотипический анализ показал, 
что по характеру и уровню экспрессии поверхностных антигенов (CD90, CD73, CD105, CD45 и CD34) клет-
ки представляют собой популяции МСК. Использование для культивирования МСК человека новой ростовой 
среды, не содержащей компонентов животного происхождения, позволяет МСК достигать конфлюэнтности на 
16–18 день инкубации, без замедления пролиферативной активности клеток и без потери способности к диффе-
ренцировке в хондро- и остеогенные типы тканей. Мультипотентность МСК подтверждена остеогенной и хон-
дрогенной дифференцировкой клеток при их длительном культивировании в соответствующих индукционных 
средах in vitro. Дифференцировку МСК в остеобласты подтверждали иммуноцитохимическим окрашиванием 
на щелочную фосфатазу и ализариновым красным. Специфическую дифференцировку МСК по хондрогенно-
му типу выявляли иммуноцитохимическим окрашиванием хрящевых депозитов альциановым синим. Впервые 
определены такие характеристики МСК человека, как митотический индекс, траектории и средняя скорость 
движения клеток на культуральном пластике. Митотический индекс активно пролиферирующих МСК составил 
от 2,7 до 3,4 % от общего количества клеток, двигательная активность (скорость миграции) – 38–42 мкм/ч. Та-
ким образом, аспират костного мозга от пациентов с ортопедической патологией является источником МСК, ко-
торые удовлетворяют критериям, определенным Международным обществом клеточной терапии, и могут быть 
использованы в регенеративной терапии костной и хрящевой тканей.
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Одной из главных проблем травматологии и 
ортопедии остается замещение дефектов кост-
ной ткани опорно-двигательного аппарата. В на-
стоящее время широкое распространение полу-
чили методы клеточной терапии, основанные на 
применении остеогенных клеток, дифференци-
рованных из МСК, полученных из различных 
тканевых источников: костного мозга, жировой 
ткани, пульпы зуба, периферической крови и т.д. 
[7, 11, 13–15]. Одним из требований к пластиче-
скому материалу является тканеспецифичность, 
отсутствие токсичности, высокий регенератор-
ный потенциал и формирование органоспеци-
фической костной ткани в зоне трансплантации. 
Для обеспечения запросов практической хирур-
гии необходимы тканеинженерные конструкции, 
пригодные для замещения костных дефектов, 
характеризующиеся следующими свойствами: 
сохранение физических и анатомических особен-
ностей кости, высокая прочность, быстрая фик-
сация в зоне имплантации и замещение тканью 
реципиента, отсутствие реакции отторжения им-
плантата. 

Главная стратегия тканевого инжиниринга 
заключается в следующем: 1) выделение MCК и 
их пролиферация in vitro, 2) заселение на трех-
мерный скаффолд и 3) имплантация скаффолда 
в очаг повреждения [10, 17]. Внедрение данной 
стратегии в медицинскую практику требует про-
ведения дополнительной хирургической проце-
дуры и временных затрат, которые необходимы 
для создания костного трансплантата in vitro. 
Костный мозг является резервуаром МСК для 
ряда соединительных тканей, которые могут диф-
ференцироваться в остеогенные, хондрогенные и 
жировые клетки [5, 6]. В условиях хирургиче-
ского стационара травматолого-ортопедического 
профиля использование такого ресурса, как резе-
цированные при первичном эндопротезировании 
полусуставы, представляется целесообразным. 
Поскольку объем первичных операций постоян-
но растет, то ограничения в источнике костного 
мозга, при согласии пациента, нет. А увеличение 
ревизионных операций, связанных с дефицитом 
костной ткани, формирует запрос клиницистов на 
тканеинженерные конструкции, обладающие вы-
сокими прочностными свойствами. 

Как первый шаг в создании подобных кон-
струкций, нами выполнены забор костного мозга 
у двух пациентов, выделение МСК, культивиро-
вание и описание их характеристик. В нашем экс-
перименте MCК из аспиратов костного мозга слу-
жили источником остеогенных и хондрогенных 
клеток человека, которые в дальнейшем предпо-
лагается использовать для заселения трехмерных 
имплантатов («скаффолдов») с перспективой ис-

пользования для восстановления костной и хря-
щевой тканей. Дифференцировка этих клеток 
проводилась in vitro путем изменения условий 
культивирования в процессе роста. Ее можно так-
же инициировать, обеспечивая новое физиоло-
гическое микроокружение в области трансплан-
тации in vivo [8]. Кроме того, в ряде работ было 
показано, что жесткость субстрата и топография 
поверхности «скаффолда», а также биомеханиче-
ские воздействия на трехмерные каркасы значи-
тельно влияют на развитие тканей, морфогенез, 
патогенез и заживление, особенно в ортопеди-
ческих тканях. Такие биологические процессы 
критически связаны с дифференцировкой МСК 
человека. Текущие исследования предполагают 
использование различных факторов для контро-
ля процесса дифференцировки МСК и ускорения 
процесса создания трехмерных тканеинженер-
ных конструкций [12, 18]. 

Пролиферация МСК, выделенных из клеточ-
ного аспирата костного мозга, зависит от объема, 
техники выделения и культивирования клеток. 
В связи с новыми международными требовани-
ями к культивированию МСК пациентов in vitro 
без реагентов животного происхождения была 
использована усовершенствованная безсыворо-
точная питательная среда. Исследовали следую-
щие характеристики выделенных МСК: адгезия, 
экспрессия специфических CD-маркеров, со-
хранение мультипотентности, дифференциров-
ка, пролиферативный потенциал (митотический 
индекс), двигательная активность (скорость ми-
грации). Изучение динамических характеристик 
МСК и подбор оптимальных условий культиви-
рования позволят разработать стандартные под-
ходы для новых технологий получения инди-
видуальных тканеинженерных конструкций в 
регенеративной медицине.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

МСК человека были выделены из аспиратов 
костного мозга резецированных головок бедрен-
ных костей пациентов с диспластическим коксар-
трозом при операции первичного эндопротезиро-
вания тазобедренных суставов в Новосибирском 
НИИ травматологии и ортопедии им. Я.Л. Цивья-
на Минздрава России. В экспериментах были 
использованы MCК от двух доноров (женщины, 
возраст 37 лет и 41 год), с общим числом пас-
сажей от 0 до 4. МСК пациенток удовлетворяли 
критериям, определенным Комитетом междуна-
родного общества по клеточной терапии. Мини-
мальный набор стандартных критериев для опре-
деления MCК человека следующий: во-первых, 
они должны быть пластик-адгезивными при куль-
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тивировании в стандартных условиях; во-вторых, 
должны экспрессировать CD105, CD73 и CD90 и 
быть негативными по поверхностным антигенам 
CD45, CD34, CD14 или CD11b, CD79a или CD19, 
HLA-DR; в-третьих, должны дифференцировать-
ся в остеобласты, адипоциты или хондробласты 
при культивировании in vitro в индукционных 
средах [9, 12].

Настоящее исследование соответствует эти-
ческим стандартам, разработанным в соответ-
ствии с Хельсинкской декларацией Всемирной 
медицинской ассоциации «Этические принципы 
проведения научных медицинских исследова-
ний с участием человека» с поправками 2000 г. и 
«Правилами клинической практики в Российской 
Федерации», утвержденными Приказом Мин-
здрава РФ от 19.06.2003 № 266. Работа получила 
одобрение локального этического комитета Но-
восибирского НИИ им. Я.Л. Цивьяна Минздрава 
России (протокол № 011/16 от 04.10.2016). Все 
лица дали информированное согласие на участие 
в исследовании.

Выделение и культивирование. Аспираты 
костного мозга, полученные при хирургической 
операции в стерильных условиях, промывали 
модифицированной по Дульбекко средой Игла 
(Sigma, США) с добавлением 100 Ед/мл пени-
циллина и стрептомицина, 2,5 мкг/мл фунгизо-
на (Life Technologies, США), процеживали через 
нейлоновое сито с диаметром пор 100 мкм. Су-
спензию клеток костного мозга разводили в соот-
ношении 1 : 2 0,9%-м NaCl, наслаивали на гради-
ент плотности PANcoll (PAN biotech, Германия) 
(d = 1,077 г/мл) и центрифугировали при 1300 g 
в течение 15 мин [1, 2]. Ядросодержащие клетки 
переносили в отдельную пробирку, отмывали от 
PANcoll центрифугированием при 1500 g в тече-
ние 15 мин в бессывороточной среде DMEM с 
добавлением 100 Ед/мл пенициллина, 100 мкг/мл 
стрептомицина и 2,5 мкг/мл фунгизона. Над-
осадочную жидкость удаляли, осадок клеток ре-
суспендировали в ростовой среде и переносили 
в культуральные флаконы с поверхностью роста 
клеток 25 см2 или в чашки Петри с поверхностью 
роста клеток 10 см2 (Techno Plastic Products AG, 
Швейцария). Культивирование клеток с нулевого 
пассажа проводили в специальной бессыворо-
точной ростовой среде PowerStem MSC1 (PAN 
biotech), содержащей 100 Ед/мл пенициллина, 
100 мкг/мл стрептомицина и 2,5 мг/мл фунги-
зона, при 37 °С в СО2-инкубаторе (5 % концен-
трации СО2). Через 48 ч после посева первичной 
культуры клетки, не прикрепившиеся к пластику, 
удаляли путем смены среды. Фракцию адгезив-
ных МСК культивировали до образования 80–
90 % конфлюэнтного монослоя, среду заменяли 

каждые 3–4 дня. Клетки 0–4 пассажей были ис-
пользованы для следующих экспериментов.

Иммуноцитометрические исследования. 
Конфлюэнтный монослой культуры клеток сни-
мали с культурального пластика путем добавле-
ния 0,25 % раствора трипсина (Sigma) в 1мМ рас-
творе ЭДТА в течение 1–3 мин при 37 °С. Затем 
промывали центрифугированием в бессыворо-
точной среде PowerStem hMSC (PAN biotech) при 
1300 g в течение 5 мин. Далее суспензию МСК 
пропускали через клеточный фильтр с диаметром 
пор 40 мкм для удаления крупных конъюгатов, 
после чего инкубировали с флуорохром-конъ-
югированными антителами на льду в течение 
20 мин. Полученные таким образом образцы 
клеток анализировали на проточном цитофлуо-
риметре FACSAria (BD Biosciences, США). Им-
мунофенотипический анализ (экспрессию наибо-
лее общих позитивных и отсутствие экспрессии 
негативных поверхностных антигенных марке-
ров) МСК проводили на 0–2 пассаже с приме-
нением антител к CD90 (1 : 80), CD73 (1 : 750), 
CD105 (1 : 500) CD45 (1 : 150) и CD34 (1 : 20). 
Использовали моноклональные антитела к 
CD90-FITC (Abcam, Великобритания), CD73-PE 
(BD Pharmingen, США), CD105-PE (BD 
Pharmingen), CD45-FITC (BioLegend, США), 
CD34-Alexa Fluor (BD Pharmingen). Данные им-
мунофенотипического анализа обрабатывали с 
использованием программного обеспечения 2.5.1 
для проточной цитометрии.

Cell-IQ анализ МСК. Для анализа пролифе-
ративного потенциала (митотический индекс) и 
двигательной активности (скорость миграции) 
выделенные МСК культивировали в течение че-
тырех дней с использованием системы длитель-
ного наблюдения за живыми клетками – Cell-IQ 
(CM Technologies, Германия). Параметры куль-
тивирования: температура 37 °С; 5%-й увлаж-
ненный О2 прокачивался непосредственно через 
культуральный планшет; периодичность подачи 
газа – 15 мин включен, 15 мин выключен; пер-
вичная подача газа – 30 мин. Параметры съемки: 
объектив – Nikon CFI Plan Fluorescence DL 10x 
(Nikon, Япония); частота съемки – 12 изображе-
ний в час; количество полей съемки – 12 на одну 
лунку шестилуночного планшета. Полученные 
изображения анализировали с помощью специ-
ализированного программного обеспечения Cell-
IQ Analyser. Для оценки митотического индекса 
считали общее количество клеток и количество 
клеток, находящихся в состоянии деления. Для 
этого создавали библиотеку изображений для 
детекции и дифференцировки распластанных 
клеток, делящихся клеток, клеточных отрост-
ков, структур цитоплазмы в клетках большого 
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диаметра и клеточного дебриса. На основе дан-
ной библиотеки и подобранных параметров 
(минимального расстояния между соседними 
клетками, максимального диаметра клетки, сим-
метрии клетки и др.) были проанализированы все 
полученные изображения. Митотический индекс 
рассчитывали как отношение числа делящихся 
клеток к их общему количеству. Двигательную ак-
тивность оценивали для 20 случайно выбранных 
клеток по измерению протяженности траектории, 
пройденной клеткой за время съемки, либо до мо-
мента, пока она находилась в поле съемки. Мар-
кировку клеток осуществляли в ручном режиме 
по центру ядер. Пройденную траекторию рассчи-
тывали, измеряя расстояние между метками.

Мультилинейная дифференцировка МСК 
in vitro. Для оценки мультипотентности MCК 
индуцировали дифференцировку клеток по 
остеогенному и хондрогенному типу путем куль-
тивирования их в индукционных средах в усло-
виях культуры. Для иммуноцитометрического 
анализа МСК в концентрации 0,3 × 104/см2 рассе-
вали в культуральные флаконы площадью 25 см2. 
Для гистохимического анализа клеток и анали-
за на аппарате Cell-IQ МСК рассевали в 6-лу-
ночные планшеты. Для осуществления остео-
генной дифференцировки МСК инкубировали 
в среде StemPro Osteogenesis Differentiation Kit 
(Gibco), для инициации хондрогенной дифферен-
цировки использовали StemPro Chondrogenesis 
Differentiation Kit (Gibco). Полные культуральные 
среды включали все необходимые реагенты для 
направленной дифференцировки МСК, но не со-
держали сыворотки животного происхождения. 
Для выявления экспрессии маркеров остеобласт-
ного профиля на 14-е сутки инкубирования кле-
ток в индукционной остеогенной среде опреде-
ляли активность щелочной фосфатазы (Amresco, 
CША) согласно протоколу фирмы-производите-
ля. Для визуализации минеральных отложений 
внеклеточного матрикса клетки после 21 суток 
инкубирования в индукционной среде дважды 
промывали в PBS (без Са++ и Mg++), наслаивали 
10%-й формалин и фиксировали в течение 15 мин 
при комнатной температуре. Затем удаляли рас-
твор формалина, дважды отмывали клетки де-
ионизованной водой и окрашивали 2%-м раство-
ром ализаринового красного (pH 4,1) в течение 
20 мин, после чего отмывали шесть раз деиони-
зованной водой, чтобы удалить лишнюю краску. 
Хондрогенную дифференцировку подтвержда-
ли гистохимическим окрашиванием хрящевых 
депозитов альциановым синим. Клетки обоих 
типов ткани анализировали и фотографировали 
с помощью микроскопа Axio Observer Z1 (Carl 
Zeiss, Германия) и программного обеспечения 
ZEN 2012 (blue edition).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОбСУжДЕНИЕ 

Адгезивная фракция МСК, изолированных из 
костного мозга, относительно легко наращива-
ется in vitro в специальных ростовых средах без 
дифференцировки. Ранее рядом авторов [4, 16] 
показано, что условия in vitro наращивания MCК 
могут приводить к постепенной потере характе-
ристик ранних предшественников и к замедлению 
скорости пролиферации уже ко второму пассажу. 
Тип питательной среды и использование добавок 
оказывают существенное влияние на генотип и 
фенотип МСК, что следует учитывать при выборе 
оптимальных условий культивирования клеток 
для клинического использования [4]. В нашем 
эксперименте МСК достигали конфлюэнтности 
на 16–18 день инкубирования (0 пассаж), без за-
медления пролиферативной активности клеток 
и без потери способности к дифференцировке в 
хондро- и остеогенные типы тканей. Это объяс-
няется применением новой высококачественной, 
не содержащей сыворотки плодов коров и компо-
нентов животного происхождения, ростовой сре-
ды PowerStem MSC1, специально разработанной 
для пролиферации и длительного культивирова-
ния МСК человека без дифференцировки клеток. 
Ростовая среда PowerStem MSC1 содержит соли, 
аминокислоты, гормоны, ростовые факторы и 
обогащена белками и липидами из компонентов 
крови человека по оптимизированной рецептуре, 
при строжайшем соблюдении стандартов произ-
водства высокого качества. 

Известно, что МСК представляют собой ге-
терогенную популяцию клеток [3, 4]. На уровне 
клеточных колоний мы определили несколько 
морфологических фенотипов: веретенообразные 
удлиненные клетки, большие уплощенные клет-
ки и тонкие звездчатые клетки (рис. 1, а–в). Оба 
образца МСК пациентов имели сходные мор-
фологические типы клеток, значимых различий 
между ними не обнаружено. 

В результате иммунофенотипического ана-
лиза было показано, что профили экспрессии 
поверхностных антигенов культивируемых 
MCК соответствовали принятым стандартам [9]. 
В частности, более 90 % клеток экспрессировали 
CD90, CD73, CD105 – положительные маркеры, 
типичные для МСК (рис. 2). В то же время бо-
лее 95 % клеток были негативны по CD45 (об-
щий лейкоцитарный антиген) и по CD34 (маркер 
ранних кроветворных предшественников), что 
свидетельствует об отсутствии их примесей в по-
пуляции МСК (см. рис. 2). Различия по экспрес-
сии СD-маркеров между образцами клеток от 
разных доноров были статистически недостовер-
ными. Таким образом, иммунофенотипический 
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Рис. 1.  Фенотип и гистохимическая характеристика мультипотентности MCК человека. В колониях MCК 
наблюдались три клеточных фенотипа: а – веретенообразные клетки (ув. ×10), б – большие упло-
щенные клетки (ув. ×63), в – звездчатые клетки (ув. × 20), г – окраска на ализариновый красный 
S, плотность минерализации соединений кальция пропорциональна интенсивности красной окраски 
при остеогенной дифференцировке МСК (ув. ×63), д – окраска на альциановый синий, ядра клеток 
окрашены ядерным красным быстрым, хрящевые депозиты внеклеточного матрикса окрашены от 
бледно-голубого до темно-синего в зависимости от плотности при хондрогенной дифференцировке 
МСК (ув. ×10)
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анализ показал, что по характеру и уровню экс-
прессии исследованных поверхностных антиге-
нов (CD90, CD73, CD105, CD45 и CD34) куль-
туры МСК человека на ранних пассажах (0–4) 
представляют собой практически гомогенную 
популяцию МСК. 

Анализ клеточной пролиферации позволил 
определить общее число клеток, количество де-
лящихся клеток и их соотношение. С помощью 
созданной библиотеки изображений идентифици-
ровали распластанные, делящиеся клетки и кле-
точный дебрис (рис. 3, а). После автоматической 

Рис. 2.  Анализ поверхностного антигенного фенотипа MCК из костного мозга: а – CD34, б – CD45, 
в – CD73, г – CD90, д – CD105. Горизонтальные линии показывают анализируемые участки в срав-
нении с профилем неокрашенных клеток. По оси абсцисс – интенсивность флуоресценции (логариф-
мическая шкала), по оси ординат – количество событий

Рис. 3.  Анализ изображений при помощи программного обеспечения Cell-IQ Analyser. а – красными точ-
ками обозначены детектированные распластанные клетки, светло-зелеными – делящиеся клетки, 
темно-зелеными – цитоплазма в клетках большого диаметра, розовыми – клеточные отростки, 
бордовыми – дебрис, желтыми – фон изображения; б – пример определения траекторий движения 
пяти случайно выбранных клеток. Траектории движения разных клеток окрашены в разные цвета
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обработки всех изображений с помощью пакета 
программ Cell-IQ Analyser подсчитано среднее 
значение митотического индекса на протяжении 
четырех дней непрерывного анализа пролифе-
рирующих МСК. Для клеток, полученных от 
первого и второго пациента, среднее значение 
митотического индекса составляет 2,7 и 3,4 % со-
ответственно, что указывает на пролиферацию 
МСК и подтверждается кривой увеличения коли-
чества клеток (рис. 4). Двигательную активность 
оценивали для 20 случайно выбранных клеток, 
для чего в программном обеспечении Cell-IQ 
Analyser отслеживали траекторию движения для 
каждой из них. Для анализа выбирались траекто-
рии тех клеток, которые за период трекинга не ис-
пытывали контактных взаимодействий с другими 
клетками (см. рис. 3, б) и, таким образом, яви-
лись следствием их внутренней активности, не 
зависящей от расположения других клеток. Вы-
числения характеристик подвижности МСК про-
изводили с использованием программы в пакете 
Mathematica 10, разработанной для обработки па-
раметров двигательной активности остеобластов 
и хондробластов. Значение подвижности (ско-
рость миграции клеток) МСК первого пациента 
составляет 42 мкм/ч (59 пикселей/час), второго – 
38 мкм/ч (56 пикселей/час), что позволяет гово-
рить об активном движении клеток (см. рис. 3, б). 

Исследование остеогенного потенциала МСК 
человека проводили культивированием клеток в 
стандартной остеогенной среде [1]. С помощью 
фазово-контрастной микроскопии установлено, 
что количество веретенообразных клеток сни-
жается, а число полигональных увеличивается 
визуально уже на третьи сутки инкубирования 

в дифференцировочной среде. С увеличением 
срока культивирования МСК в остеогенной сре-
де также возрастала активность щелочной фос-
фатазы, одного из основных маркеров остео-
генной дифференцировки клеток. Это связано с 
участием фермента в формировании кристаллов 
гидроксиапатита во внеклеточном матриксе [17]. 
Интенсивность реакции на щелочную фосфа-
тазу оценивали на 16–18-е сутки эксперимента, 
по интенсивности окрашивания она достигала 
максимальных значений в «костных бляшках», 
неравномерно образующихся в плотном моно-
слое при длительном культивировании остеобла-
стов. Завершение остеогенной дифференциров-
ки созреванием остеобластов и формированием 
кальциевых депозитов внеклеточного матрикса 
подтверждается интенсивным окрашиванием 
ализариновым красным. В клеточных скоплени-
ях, напоминающих «костные бляшки», плотность 
минерализации соединений кальция пропорци-
ональна интенсивности красной окраски (см. 
рис. 1, г). Для подтверждения хондрогенной диф-
ференцировки МСК культивируемые клетки им-
муноцитохимически окрашивались альциановым 
синим. При созревании хондробласты начинают 
продуцировать межклеточный матрикс хряще-
вой ткани, который специфически окрашивался в 
синий цвет, от светло-голубого до темно-синего 
пропорционально толщине отложения хрящевого 
матрикса (см. рис. 1, д).

ЗАКЛюЧЕНИЕ

Активные разработки тканеинженерных кон-
струкций для регенерации тканей опорно-дви-
гательного аппарата определяют повышенный 
интерес к исследованиям МСК. МСК, выделен-
ные из костного мозга, остаются в центре внима-
ния большинства исследований из-за наличия у 
них способности дифференцироваться в клетки 
хондро- и остеогенных типов тканей. В нашей 
работе показано, что аспираты костного мозга 
пациентов с диспластическим коксоартрозом 
являются полноценным источником МСК, кото-
рые удовлетворяют требованиям, определенным 
Международным обществом клеточной терапии. 
В экспериментах по длительному культивирова-
нию с визуальным контролем на аппарате Cell-IQ 
определены размеры и морфология типов клеток 
в популяции МСК, адгезия, экспрессия типичных 
поверхностных маркеров, проведена дифферен-
цировка МСК по остеогенному и хондрогенному 
типу. Впервые оценены параметры подвижности 
МСК, включая траекторию движения, среднюю 
скорость, а также митотический индекс МСК 
при инкубировании на культуральном пластике. 

Рис. 4.  Пролиферативная активность МСК. Красная 
и зеленая линии соответствуют количеству 
распластанных и делящихся клеток соответ-
ственно, черная линия – суммарное количество 
клеток; по оси абсцисс – время (ч), по оси 
ординат – количество клеток
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МСК являются перспективными кандидатами 
для тканевой инженерии, с прицелом на регене-
рацию костной и хрящевой ткани. Полученные 
данные могут использоваться как контрольные 
параметры клеток при сравнении с аналогичны-
ми параметрами при заселении клетками различ-
ных «скаффолдов». Сравнение изученных харак-
теристик клеток позволит оценить токсичность 
и биосовместимость «скаффолдов» различного 
происхождения и различных физико-химических 
свойств. Вычисление скорости заселения клетка-
ми объемных трехмерных «скаффолдов» позво-
лит разработать методические подходы к дости-
жению оптимальных показателей адгезии МСК, 
поддержанию их пролиферации и направленной 
дифференцировки.
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CULTIVATION AND CHARACTERISTICS OF MESENCHyMAL 
STEM CELLS FROM THE BONE MARROW OF THE PATIENTS 
WITH ORTHOPEDIC PATHOLOGy

Nataliya Mikhaylovna ASTAKHOVA1,2, Anastasiya Viktorovna KOREL1, 
Konstantin Evgen’evich ORISHCHENKO3, Yaroslav Reyngol’dovich EFREMOV3,4, 
Gleb Aleksandrovich KUDROV1, Irina Anatol’evna KIRILOVA¹
1 Novosibirsk Research Institute of Traumatology and Orthopaedics n.a. Ya.L. Tsivyan 
of Minzdrav of Russia
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The article presents data on the cultivation and characteristics of mesenchymal stem cells (MSC) isolated from the 
bone marrow of patients with dysplastic coxarthrosis. Several morphological phenotypes were found in the fraction 
of adhesive MSC: spindle-shaped elongated cells, large flattened cells, and thin stellate cells in both samples of bone 
marrow. Immunophenotypic analysis showed that cells express surface antigens (CD90, CD73, CD105, CD45 and 
CD34), which are characteristic for typical stem cells. It was shown that the use of a new growth medium containing no 
components of animal origin for the cultivation of human MSC allowed to achieve confluence of the cell culture on the 
16th–8th day of incubation without delaying the proliferative activity of the cells and without loss of ability to differentiate 
into chondro- and osteogenic types of tissues. Multipotency of MSC was confirmed by osteogenic and chondrogenic 
differentiation of cells, during prolonged cultivation of MSCs in induction media in vitro. The differentiation of MSC 
into osteoblasts was confirmed by immunocytochemical staining for alkaline phosphatase and alizarin red S. Specific 
differentiation of MSC in chondrogenic type was revealed by staining of cartilage deposits with alcian blue. For the first 
time, such characteristics of human MSC as: mitotic index, trajectory of cells migration and average speed of migration 
on culture plastics were determined. The mitotic index of actively proliferating MSC was from 2.7 to 3.4 % of the total 
cell number. The moving activity (speed of cell migration) was 38–42 μm/h. Thus, bone marrow aspirate from patients 
with orthopedic pathology is the source of stem cells that meet all the criteria for MSC as determined by the International 
Society of Cellular Therapy and can be used in regenerative therapy of bone and cartilage.

Key words: mesenchymal stem cells (MSСs), bone marrow, dysplastic coxarthrosis, mitotic index, speed of 
migration, differentiation, bone and cartilage regeneration.
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