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В лимбе локализованы лимбальные эпителиальные стволовые клетки, которые обеспечивают регенерацию эпи-
телия роговицы, как физиологическую, так и репаративную. Целью данной работы являлась характеристика 
клеточных культур, полученных из лимбального графта человека различными методами. Материал и мето-
ды. Лимбальные стволовые клетки получали из области лимба энуклеированных глаз человека ферментатив-
ным методом и методом экспланта. Культивирование клеток осуществляли на амниотической мембране и без 
нее, в ростовых средах DMEM/F12 (Dullbecco’s Modified Eagle Medium/Nutrient F12 Ham) и CECBM (Corneal 
Epithelial Cell Basal Medium). Проведена морфологическая оценка и иммунофенотипирование клеточных куль-
тур. Результаты и их обсуждение. При ферментативном методе выделения полученная культура клеток отли-
чалась гетерогенностью, в суспензии неадгезированных клеток выявлено присутствие фибробластоподобных 
клеток, которые по внешнему виду и характеру роста напоминали стромальные. При иммунофенотипирова-
нии выявлено, что большинство клеток несут маркеры мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток 
(CD90+/CD73+/CD105+/CD34–/CD45–) и меньшее количество – маркеры эпителиальных клеток (p63α+, ABCG2

+, 
CK19+). Культура, полученная методом экспланта, была более однородной. Клетки имели округлую эпите-
лиоцитоподобную форму, хорошо адгезировались к поверхности амниотической мембраны и росли на ней. 
Результаты фенотипирования свидетельствуют, что они представлены главным образом эпителиальными клет-
ками (p63α+, ABCG2

+, CK19+). Заключение. При ферментативном методе выделения клеток из лимбального 
графта и культивировании их без фидера в ростовой среде DMEM/F12 культура представлена главным образом 
мультипотентными мезенхимальными стволовыми клетками. Выделение клеток лимба методом экспланта и 
культивирование их в селективной среде CECBM позволяют получить преимущественно культуру эпителиаль-
ных стволовых клеток.
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Лимб – это разделительный ободок меж-
ду роговицей и склерой шириной 1,0–1,5 мл. 
В криптах Вогта зоны лимба локализованы лим-
бальные эпителиальные стволовые клетки (limbal 
epithelial stem cells, LESCs) [9], обеспечивающие 
регенерацию эпителия роговицы, как физиологи-
ческую, так и репаративную. Сохранность специ­
фического многослойного неороговевающего 
эпителия на поверхности роговицы является од-
ним из факторов ее прозрачности [5].

Дефицит лимбальных стволовых клеток 
(limbal stem cell deficiency, LSCD), вызванный 
врожденными или приобретенными факторами, 
приводит к нарушению регенерации эпителиаль-
ных клеток роговицы, ее конъюнктивализации и 
возможной частичной или полной слепоте в за-
висимости от степени повреждения области лим-
ба. Врожденные факторы, приводящие к LSCD, 
представляют собой патологические состояния, 
обусловленные генетическими и аутоиммунными 
нарушениями. Приобретенными факторами де-
фицита LESCs являются воздействия тепловых и 
химических факторов, ультрафиолетовых лучей, 
контактных линз.

При лечении LSCD применяют клетки раз-
личного происхождения. Наиболее часто для вос-
становления поврежденной поверхности рого-
вицы используются клетки лимба, конъюнктивы 
и ткани слизистой рта [9]. Широко признанным 
методом лечения одностороннего дефицита лим-
бальных клеток является аутологичная транс-
плантация LESCs, за которой следуют эпите-
лиальные клетки конъюнктивы; тогда как при 
двухсторонних поражениях для лечения в основ-
ном используются культивируемые клетки слизи-
стой оболочки полости рта [8, 10, 14]. Трансплан-
тация двух последних видов культивируемых 
клеток показала многообещающие результаты с 
переменным уровнем успеха [14]. Транспланта-
ция аутологичных LESCs является предпочти-
тельной методикой лечения для реконструкции 
поверхности роговицы у пациентов с LSCD. При 
пересадке происходит восстановление популя-
ции утраченных LESCs, регенерация эпителия 
роговицы, увеличение прозрачности роговицы и 
улучшение остроты зрения поврежденного глаза 
[8, 10].

В экспериментальных работах [8, 14] показа-
но, что для культивирования LESCs необходимо 
наличие фидерного слоя, который обеспечива-
ет экспансию клеток, их фиксацию на роговице, 
способствует миграции и встраиванию клеток в 
область повреждения. В качестве фидера предло-
жены клеточная линия мышиных эмбриональных 
фибробластов (Т3Т), амниотическая мембрана 
(АМ), контактные линзы и другие матрицы. Ис-

следования ученых последних лет направлены на 
поиск новых оптимальных условий выделения и 
культивирования LESCs, создание новых матриц 
для их трансплантации.

Целью данной работы являлась характеристи-
ка клеточных культур, полученных из лимбально-
го графта человека различными методами.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Лимбальные стволовые клетки получали из 
области лимба энуклеированных по плановым 
медицинским показаниям глаз (n = 4). Энуклеа-
ция проводилась по поводу заболеваний, не за-
трагивающих передний отрезок глаза (злокаче-
ственные новообразования заднего отдела глаза). 
У всех пациентов получено информированное со-
гласие на проведение операции, забор тканей гла-
за и использование их в научных исследованиях.

Лимбальный графт отмывали 2 раза забуфе-
ренным физиологическим раствором (ЗФР), из-
мельчали ножницами на фрагменты по 2–3 мм. 
Материал от двух пациентов подвергали фермен-
тативной обработке, а от двух других пациентов 
использовали для выделения клеток методом экс-
планта.

При ферментативном методе выделения кле-
ток лимб обрабатывали 0,05%­м раствором кол-
лагеназы (Clostridium histolyticum, тип I, «Sigma­
Aldrich», США) с добавлением 2 % фетальной 
бычьей сыворотки (FBS, HyClone, «Thermo Fisher 
Scientific», США) при 37 °С в течение 18–20 ч. 
Затем клетки отмывали два раза раствором ЗФР 
(1500 об/мин, 10 мин), осаждали, подсчитывали 
и высаживали в количестве (250–300) × 103 кле­
ток на лунку 24­луночного планшета в культу-
ральную среду DMEM/F12 (Dullbecco’s Modified 
Eagle Medium/Nutrient F12 Ham, Gibco, «Thermo 
Fisher Scientific», США) c добавлением 10 % FBS 
(HyClone), 10–8 М дексаметазона, 2 мM L­глю­
тамина («Биолот», Санкт­Петербург), 40 мкг/мл 
гентамицина («Дальхимфарм», Хабаровск). Клет-
ки культивировали при 37 °С и 5 % CO2. Прили-
пающую фракцию культивировали до получения 
конфлюэнтного слоя в полной ростовой среде, ко-
торую обновляли каждые 3–4 дня. При пересеве 
клетки снимали с использованием смеси 0,25%­
го раствора трипсина и 0,02%­го раствора ЭДТА 
(ГНЦ вирусологии и биотехнологии «Вектор», 
Кольцово).

При выделении клеток лимба методом экс-
планта в качестве фидера использовали сили-
ковысушенную АМ («флексамер», «Арго­мед», 
Нижний Новгород). АМ нарезали размером 
10 × 10 мм и укладывали на дно 24­луночного 
планшета. На поверхность АМ помещали фраг-
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менты лимба размером 1 × 2 × 0,25 мм и куль-
тивировали в минимальном количестве полной 
среды CECBM (Corneal Epithelial Cell Basal 
Medium, «Cell Applications», США), не допу-
ская флотирования эксплантов. В культураль-
ную среду добавляли 10 % FBS («HyClone»), 
2 мM L­глютамина («Биолот», Санкт­Петербург), 
40 мкг/мл гентамицина («Дальхимфарм», Хаба-
ровск). Планшеты культивировали при 37 °С и 
5 % CO2. Смену культуральной среды проводи-
ли через 3–4 дня. После разрастания клеток и за-
крытия большей части поверхности АМ (3–4 не-
дели) адгезированные клетки снимали раствором 
трипсина (0,25 %) и ЭДТА (0,02 %) и опреде-
ляли фенотип на проточном цитофлуориметре 
FACSCantoII («BD», США) с использованием 
моноклональных антител к p63α, ABCG2, CK19, 
CD90, СD105, CD73, CD34 и CD45, меченных 
PE, APC, Alexa Fluor 488, FITC («Cell Signaling 
Technology», Нидерланды; «BioLegend», США; 
«Thermo Fisher Scientific»; «BD»). Морфоло-
гию выделенных из лимба клеток оценивали с 
помощью микроскопа Axio Observer («Zeiss», 
Германия).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Лимб является нишей стволовых клеток ро-
говицы и содержит как эпителиальные, так и 
стромальные стволовые клетки. Последние рас-
положены под базальной мембраной лимба и 
обладают характеристиками стволовых клеток, 
в культуре демонстрируют фенотип, типичный 
для мультипотентных мезенхимальных стволо-
вых клеткок (ММСК). Их роль заключается в 
обеспечении жизнеспособности LESCs [1, 5, 6, 
10]. Тем не менее термин лимбальные стволо-
вые клетки (LSCs) применяется исключительно 
к эпителиальным предшественникам роговицы. 
В литературе описаны два основных метода вы-
деления клеток лимба: ферментативный с ис-
пользованием коллагеназы I типа и диспазы и 
метод экспланта [3]. На первом этапе работы мы 
использовали ферментативный метод. Получен-
ная культура отличалась гетерогенностью клеток. 
Первые двое суток она представляла собой сус­
пензию неадгезированных клеток округлой фор-
мы и разного размера (рисунок, а). Через трое су-
ток в культуре выявлено присутствие единичных 
фибробластоподобных клеток – вытянутых, ве-
ретеновидных, адгезированных к поверхности 
культурального пластика. Они пролиферировали, 
образуя колонии. На рисунке, б хорошо видны 
клетки, преимущественно фибробластоподобной 
формы, которые по внешнему виду и характеру 
роста напоминали стромальные: по мере увели-

чения конфлюентности принимали веретеновид-
ную форму и формировали рисунок в виде сети, 
волн. Круглые эпителиоподобные клетки тоже 
встречались, но их количество было значитель-
но меньше и, по мере роста и деления клеток к 
2–3 пассажу, заметно снижалось. Вероятно, это 
связано с недостатком ростовых факторов в куль-
туральной среде (использовали неселективную 
среду для эпителиальных клеток) и их вытесне-
нием стромальными клетками, которые получали 
селективное преимущество в культуре.

Прилипающие фибробластоподобные клет-
ки культивировали до получения конфлюэнтно-
го слоя в полной ростовой среде и пассировали. 
Проведенное после третьего пассажа иммуно-
фенотипирование показало, что они экспресси-
руют маркеры ММСК, установленные между-
народным комитетом по идентификации ММСК 
(ISCT­критерии) [4]. Из данных, приведенных в 
таблице, видно, что большинство клеток несут 
маркеры ММСК (CD90+, CD73+, CD105+, CD34–, 
CD45–) и меньшее количество – маркеры эпите-
лиальных клеток (p63α+, ABCG2

+, CK19+). Низкая 
экспрессия CD105+ на стромальных клетках лим-
ба согласуется с данными авторов [13]. 

Наши результаты свидетельствуют о том, 
что клетки лимба, выделенные ферментативным 
методом и культивируемые в ростовой среде 
DMEM/F12, согласно результатам морфологиче-
ского исследования и иммунофенотипирования 
являются ММСК, что подтверждают данные ли-
тературы о необходимости использования дан-
ного метода для получения первичной культуры 
мезенхимальных стволовых клеток лимба [11, 
15]. Показано, что культивирование клеток лим-
ба в средах, предназначенных для стромальных 
клеток [10], без фидера [7, 12] обеспечивает экс-
пансию преимущественно стромальных клеток 
с профилем поверхностных маркеров, характер-
ных для ММСК.

При выделении клеток из лимбального граф-
та методом экспланта на 3­и–5­е сутки были от-
мечены очаги миграции клеток (рисунок, в). 
Клетки первичной культуры имели округлую 
эпителиоподобную форму, хорошо адгезирова-
лись к поверхности АМ и росли на ней (рису-
нок, г). Результаты фенотипирования свидетель-
ствуют, что они представлены главным образом 
эпителиальными клетками: около 93 % клеток 
имели маркеры CK19, 81 % – p63α, 75 % – ABCG2 
(см. таблицу), которые, как показано ранее, ис-
пользуются для идентификации LESCs [2, 9, 14]. 
Ядерный транскрипционный фактор p63α экс-
прессируется на лимбальных базальных клетках 
и является показателем их высокого пролифера-
тивного потенциала. Мембранный белок ABCG2 
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(ATP­binding cassette sub­family G member 2, 
АТФ­связывающий кассетный транспортер) об­ 
наруживается в клеточной мембране и цитоплаз-
ме базальных эпителиальных клеток. Цитокера-
тин 19 (CK19) экспрессируется в большом коли-
честве в цитоплазме базальных эпителиальных 
клеток. Таким образом, на основании морфоло-
гии клеток и результатов иммунофенотипирова-
ния можно сделать заключение, что выделенные 
методом эксплантации клетки лимба являются 
эпителиальными.

Следует отметить, что при выделении кле-
ток лимба методом экспланта культура была 
более однородной и в основном представлена 
округлыми клетками эпителиоподобной фор-
мы. При длительном культивировании в тече-
ние 4–6 недель первичной культуры LESCs на 
АМ мы не выявили рост фибробластоподобных 
клеток. Таким образом, используя разные мето-

Рис.  Клетки лимба: а – через 1 сут после выделения ферментативным путем и культивирования на пластике 
(ув. × 400), б – через 4 сут после выделения ферментативным путем и культивирования на пластике 
(ув. × 100), в – выход клеток из эксплантата на АМ через 3 сут культивирования (ув. × 200), г – клетки 
лимба на АМ через 3 недели культивирования (ув. × 400)

Таблица
Уровень экспрессии поверхностных маркеров 

клеток лимба, %

Маркер
Фибробластопо-
добные клетки 
лимба (ММСК)

Эпителиальные 
клетки лимба

CK19 48,4 ± 2,7 92,5 ± 2,1
р63α 32,5 ± 3,9 81,1 ± 3,2
ABCG2 2,3 ± 0,9 75,1 ± 2,6
CD90 98,4 ± 4,1
CD73 60,9 ± 3,6
CD105 8,1 ± 1,2
CD34 0,41 ± 0,08
CD45 0

Примечание. Данные представлены в виде M ± m, где 
M – среднее арифметическое значение, m – ошибка среднего.
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ды выделения клеток из лимбального графта и 
разные культуральные среды, в зависимости от 
поставленных задач в эксперименте можно полу-
чить либо культуру ММСК, либо культуру лим-
бальных стволовых клеток.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

При ферментативном методе выделения кле-
ток из лимбального графта и культивировании их 
без фидера в ростовой среде DMEM/F12 культура 
представлена главным образом ММСК. Выделе-
ние клеток лимба методом экспланта и культи-
вирование их в селективной среде CECBM по-
зволяют получить преимущественно культуру 
эпителиальных стволовых клеток. Поиск новых 
оптимальных условий выделения и культиви-
рования стволовых клеток лимба является пер-
спективным направлением регенеративной ме-
дицины, базой для создания новых клеточных 
продуктов, используемых в лечении LSCD.
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CHARACTERISTICS OF CULTURES OF CELLS OBTAINED 
FROM HUMAN LIMB

Mariya Alexandrovna SUROVTSEVA1, Igor Alekseevich ISKAKOV2, 
Olga Vladimirovna POVESHCHENKO1, Alexandr Petrovich LYKOV1, 
Irina Innokentievna KIM1, Evgeniya Viktorovna YANKAYTE1, 
Vladimir Iosifovich KONENKOV1, Valeriy Vyacheslavovich CHERNYKH2

1 Research Institute for Clinical and Experimental Lymphology – 
a Branch of Federal Research Center of the Institute of Cytology and Genetics of SB RAS
630117, Novosibirsk, Timakov str., 2

2 S. Fyodorov Eye Microsurgery Federal State Institution of Minzdrav of Russia, Novosibirsk Branch
630071, Novosibirsk, Kolkhidskaya str., 10

Limbal epithelial stem cells are localized in the limb, which determine the regeneration of the corneal epithelium, 
both physiological and reparative. The aim of the study is to characterize the culture of cells isolated by different 
methods. Materials and methods. Limbal stem cells were isolated from the limbus region of enucleated human eyes. 
Cell isolation was produced by the enzymatic and explantation methods. Cell cultivation was performed on the amniotic 
membrane and without it, in DMEM/F12 growth media (Dullbecco’s Modified Eagle Medium/Nutrient F12 Ham) and 
CECBM (Corneal Epithelial Cell Basal Medium). The morphological assessment and immunophenotyping of cell 
cultures were performed. Results and its discussion. The obtained culture was distinguished by cell heterogeneity at the 
enzymatic method of isolating cells from the limbus. The presence of fibroblast­like cells was revealed in the suspension 
of non­adherent cells, which resembled stromal cells in appearance and growth pattern. Immunophenotyping revealed 
that most cells carry markers of multipotent mesenchymal stromal cells (CD90+/CD73+/CD105+/CD34–/CD45–) and a 
small number – markers of epithelial cells (p63α+, ABCG2

+, CK19+). Explant culture was more uniform. The cells had 
a rounded, epithelial­like shape, adhered well to the surface of the amniotic membrane and grew on it. The results of 
phenotyping indicated that cells are represented mainly by epithelial cells (p63α+, ABCG2

+, CK19+). Conclusion. The 
culture is represented mainly by MMSC at the enzymatic method of isolating cells from the limbal graft and cultivating 
them without feeder in the growth medium DMEM/F12. Isolation of limb cells by the explantation method and their 
cultivation in the selective medium CECBM allow us to obtain mainly the culture of epithelial stem cells.

Key words: limb, explant, amniotic membrane, limbal stem cells, multipotent mesenchymal stem cells.
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