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Аннотация. Исследовано содержание мезенхимальных стволовых клеток 
(МСК) в различных частях плаценты и их кинетика роста in vitro. Доказано, 
что пролиферативная активность МСК из децидуальной оболочки и ворсин 
хориона не отличается и позволяет в течение 3 мес. увеличить первоначальное 
количество клеток в 1010 раза, что в 104 раза выше, чем МСК из амниона. Содержание 
колониеобразующих единиц фибробластов (КОЕ-Ф) в хорионе и децидуальной 
оболочке сопоставимо и достоверно выше, чем в амнионе, но не отличается 
от КОЕ-Ф в костном мозге. Кумулятивное популяционное удвоение МСК плаценты 
на всех пассажах достоверно выше, чем МСК костного мозга. Децидуальная 
оболочка и хорион плаценты – идеальные источники для экспансии МСК, которые 
в дальнейшем могут быть зарезервированы в банке клеток и использованы 
в клеточной терапии, особенно при требовании высоких доз МСК.
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НАУЧНАЯ ПУБЛИКАЦИЯ

М езенхимальные ство‑
ловые клетки широко 
используются в реге‑
неративной медицине 

и клеточной терапии иммуно‑
опосредованных заболеваний 
благодаря их противовоспали‑
тельным и иммуномодулиру‑
ющим свой ствам, а также спо‑
собности к дифференцировке 
в клетки различных тканей [1, 2].

В к линической пра ктике 
в основном применяются МСК, 
выделенные из костного мозга 
и жировой ткани. Пролифера‑
тивный и дифференцировочный 
потенциал их достаточно изучен, 
разработаны протоколы получе‑
ния и доказана безопасность при‑
менения для пациентов. К недо‑
статкам клеток из этих источни‑
ков относится не только инвазив‑
ная процедура забора костного 
мозга и жировой ткани под ане‑
стезией, но и ограниченный про‑
лиферативный и дифференциро‑
вочный потенциал костномозго‑
вых МСК [3]. Наиболее проблема‑
тичным является наращивание 
достаточного для эффективной 
терапии количества МСК из кост‑
ного мозга немолодых пациентов, 
так как существует обратная зави‑
симость между содержанием этих 
клеток и их пролиферативной 
активностью, с одной стороны, 
и возрастом человека, с другой [4].

Послеродовая плацента в каче‑
стве альтернативного источника 
МСК привлекает доступностью 
исходного материала, отсутствием 
оперативного вмешательства для 
его извлечения и возможностью 
получить десятки аллогенных 
биомедицинских продуктов МСК 
из 1 единицы плаценты благодаря 
мощному пролиферативному 
потенциалу этих клеток. Исполь‑
зование аллогенных МСК для 
этой цели перспективно только 
в том случае, если они достаточно 
хорошо   размножаются в культуре 

при небольшом количестве пас‑
сажей, благодаря чему накапли‑
вается большая клеточная масса 
без мутаций, приводящих к нео‑
пластической трансформации 
клеток [5].

Анатомическое строение пла‑
центы позволяет выделять МСК 
как из ее плодной части: амниоти‑
ческой оболочки, ворсин хориона, 
так и из материнской – децидуаль‑
ной оболочки (decidua basalis) [6, 7]. 
Методы изоляции этих клеток 
из различных областей плаценты 
и их свой ства изучались многими 
авторами за последнее десятиле‑
тие. Их пролиферативный потен‑
циал и пластичность описаны 
в ряде работ [8–10].

Пролиферативна я актив‑
ность различных популяций пла‑
центарных МСК неодинакова, 
и на сегодняшний день нет одно‑
значного мнения, из какой части 
послеродовой плаценты МСК вос‑
производятся более интенсивно – 
из децидуальной оболочки, как 
утверждают одни авторы, или 
из хориона, как отмечают дру‑
гие [11, 12]. Исследований же, где 
проведен сравнительный анализ 
содержания и кинетики роста 
МСК из разных частей плаценты 
in vitro, а также определены обла‑
сти послеродовой плаценты, обра‑
ботка которых обеспечивает наи‑
больший выход клеточной массы 
МСК, мало, и результаты их про‑
тиворечивы [13, 14].

Применение МСК доказало 
свою эффективность при лече‑
нии реакции «трансплантат про‑
тив хозяина» и ряда аутоиммун‑
ных заболеваний: системной крас‑
ной волчанки, синдрома Шегрена, 
болезни Крона и других, что 
напрямую связано с их способ‑
ностью модулировать иммун‑
ный ответ in vivo путем взаи‑
модействия с широким спект‑
ром иммунных клеток. Однако 
для полу чения   устойчивого 

ответа иногда требуется повы‑
шение кумулятивной дозы МСК 
более 10×106/кг или увеличения 
кратности введения клеток до 4 
и более [15]. Банкирование алло‑
генных МСК плаценты позволит 
решить проблему их использо‑
вания по первому требованию 
и в любом количестве, обеспечи‑
вающем проведение эффектив‑
ного лечения пациентов различ‑
ных возрастных групп.

Цел ь  на шег о  ис с ле дов а‑
ния – сравнительная оценка про‑
лиферативного потенциала МСК 
из децидуальной оболочки, хори‑
она и амниона плаценты и уста‑
новление наиболее перспектив‑
ной для заготовки и резервиро‑
вания в банке клеток популяции 
для последующего использова‑
ния в терапии.

Материалы и методы
МСК выделяли фермента‑

тивным методом из фрагмен‑
тов плаценты, полученной после 
оперативных родов путем кеса‑
рева сечения. Ткани плаценты 
подвергали механической обра‑
ботке и переносили в раствор кол‑
лагеназы I на 30 мин. с последу‑
ющей фильтрацией клеток через 
100 μm нейлоновый фильтр. Дис‑
социированные клетки высажи‑
вали в культуральные флаконы 
в среду IMDM с 10% ЭТС и куль‑
тивировали при 37 °С в СО2 инку‑
баторе до достижения 80%–90% 
конфлюэнтного слоя, снимали 
с поверхности флакона 0,25% рас‑
твором трипсин – ЭДТА, полу‑
чая первичную культуру. Ее 
клетки рассаживали по новым 
флаконам в концентрации 1х106 

в среду IMDM с 10% ЭТС с после‑
дующим пассированием через 7 
суток. Таким образом проводили 
9 пассажей.

Также МСК выделяли из проб 
ко с т н о г о  м о з г а  з д о р о в ы х 
людей, являвшихся донорами 
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  гемопоэтических стволовых кле‑
ток для аллогенной трансплан‑
тации (n=10) и выполняли 6 пас‑
сажей. Так как пролиферативная 
активность этих клеток хорошо 
изучена и может служить «золо‑
тым стандартом», одной из целей 
было провести сравнительную 
оценку их параметров с анало‑
гичными показателями МСК 
плаценты.

Для исследования количе‑
ственного содержания МСК 
среди клеток ткани плаценты 
и их способности к воспроизве‑
дению выполняли клоногенный 
тест с подсчетом КОЕ‑Ф. Клетки 
плаценты после ферментатив‑
ной обработки или мононукле‑
арные клетки костного мозга 
в количестве 1х106 ресуспендиро‑
вали в полной среде, состоящей 
из IMDM с добавлением 15% ЭТС, 
L‑глютамина, 2‑меркаптоэтанола, 
10–6 м/л гидрокортизона (все реа‑
генты фирмы Sigma, США), пере‑
носили в чашку Петри размером 
60 мм и культивировали при 37 °C 
и 5% CO2 в течение 14 дней. После 
фиксации метанолом колонии 
окрашивали красителем Гимза 
и подсчитывали под инвертиро‑
ванным   микроскопом.

Пролиферативную активность 
МСК в культуре оценивали, опре‑
деляя популяционное удвоение 
(ПУ) клеток в каждом пассаже. 
Рассчитывали ПУ на выходе, зная 
исходное количество клеток для 
данного пассажа, с применением 
формулы:

П У = log (кол‑во к ле ток 
на выходе)/ log 2 (кол‑во клеток 
исходное).

Д л я  а н а л и з а  р е з у л ь т а ‑
тов использовали программу 
STATISTICA 6.0. Применяли непа‑
раметрические методы: достовер‑
ность различий между незави‑
симыми выборками оценивали 
с помощью U‑критерия Манна‑ 
Уитни, проверку различий между 
двумя выборками парных изме‑
рений осуществляли с помощью 
Т‑критерия Вилкоксона.

Результаты исследования
МСК, выделенные из деци‑

дуальной оболочки, хориона 
и амниона всех плацент (n=12) 
морфологически не отличались 
и имели фибробластоподобную 
форму с 1‑го по 9‑й пассажи. 
Сохранение характерной вере‑
тенообразной морфологии кле‑

ток при   долгосрочном культиви‑
ровании МСК из разных частей 
плаценты также подтверждается 
и в других работах [14, 16].

Анализ содержания МСК 
в различных частях плаценты 
и их способности к самовос‑
произведению по оценке КОЕ‑Ф 
показа л, что среднее число 
КОЕ‑Ф на 1×106 клеток, выде‑
ленных из децидуальной обо‑
лочки, хориона и амниотической 
пластины, составляло 19,7±9,4, 
10,3±1,7 и 6,3±0,9 соответственно 
и не отличалось от КОЕ‑Ф цель‑
ной плаценты 12,2±2,6. При этом 
среднее количество КОЕ‑Ф из кле‑
ток децидуального слоя было 
достоверно выше, чем из амни‑
отической мембраны (p<0,05) 
(рис. 1). Необходимо отметить, 
что в нашем исследовании наблю‑
дался широкий диапазон значе‑
ний КОЕ‑Ф из децидуальной обо‑
лочки (от 2 до 34 на 1х106 кле‑
ток плаценты) в зависимости 
от донора.

Похожие выводы сделаны 
Choi YS. с соавторами, которые 
установили, что МСК можно 
выделить из всех частей пла‑
центы, но больше всего   активно 

Рис. 1. Количество колониеобразующих единиц 
фибробластов (КОЕ-Ф): Пл – цельная плацента, 
Дц – децидуальная оболочка, Хв – ворсины 
хориона, Aм – амниотическая мембрана

* p< 0,05

Рис. 2. Динамика роста МСК из материнской и плодной частей плаценты: 
децидуальной оболочки (ДЦО), ворсин хориона (Хв), амниотической 
мембраны (Aм); А – рост МСК в первичной культуре, Б – рост МСК 
в течение 9 пассажей

* p< 0,05
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самовоспроизводящихся экзем‑
пляров в децидуальной ткани, 
а меньше – в амнионе [14].

Результаты оценки кине‑
тики роста МСК in vitro выявили 
отсутствие достоверной разницы 
в количестве клеток в первичной 
культуре (до проведения 1‑го пас‑
сажа), полученной из децидуаль‑
ной оболочки, хориона и амнио‑
тической мембраны, число кото‑
рых составляло 9,7 (1,2–24,1)×104, 
3,5 (1,1–9,2)×104 и 1,7 (9,2–25,5)×104 

соответственно (рис. 1А). При 
этом число МСК из децидуальной 
оболочки приумножилось более 
чем в 5700 раз, тогда как из хори‑
она – в 3700 раз, а из амниотиче‑
ской мембраны – в 3200 раз.

МСК первичной культуры, 
полученные из каждой части 4 
образцов плаценты, экспансиро‑
вали in vitro на протяжении 92 
суток с проведением 9 пассажей. 
Кривые роста клеток показали, 
что с 1‑го по 9‑й пассаж коли‑
чество МСК децидуальной обо‑
лочки увеличилось в 3,5×105 раз, 
хориона – в 9,9×105 раз, а амнио‑
тической мембраны всего в 2×103 
раз (рис. 2Б).

Таким образом, пролифера‑
тивная активность МСК, выде‑
ленных из децидуальной обо‑
лочки и хориона, не отличается 
как при росте в первичной куль‑
туре, так и на протяжении 9 пас‑
сажей, и в обоих случаях наблю‑
дается приумножение клеток 
более чем в 1010 раза с момента их 
посева. Пролиферативная актив‑
ность МСК из амниотической 
мембраны ниже и, начиная с 5‑го 
по 9‑й пассажи, выход клеток 
достоверно отличается от количе‑
ства МСК децидуальной оболочки 
и хориона (p<0,05), а после 9 пас‑
сажей среднее число МСК амни‑
отической мембраны ≈ в 1000 
раз ниже, чем МСК из деци‑
дуальной оболочки и хориона. 
Наши результаты   согласуются 

с данными Choi YS и соавторов, 
полученными при исследовании 
пролиферативного потенциала 
мезенхимальных стволовых кле‑
ток из 6 различных слоев послеро‑
довой плаценты и показавшими, 
что активность МСК из ворсин 
хориона, хорионической мем‑
браны и децидуальной оболочки 
выше, чем из амниотической мем‑
браны и эпителия амниона [14]. 
С другой стороны, Indumathi S. 
с соавторами, оценивая кривые 
роста МСК и время удвоения кле‑
ток, пришли к выводу, что про‑
лиферативный потенциал МСК 
децидуальной оболочки значи‑
тельно выше, чем МСК хориона 
и амниона, и поэтому именно пер‑
вый вариант может быть наибо‑
лее востребован для резервиро‑
вания [13]. Так же и Soncini M. 
с соавторами отмечали, что МСК 
из материнских слоев плаценты 
обладают большей продолжитель‑
ностью жизни и способностью 
к экспансии, чем из плодных [17].

Сравнительная оценка содер‑
жания и кумулятивного попу‑
ляционного удвоения МСК пла‑
центы с аналогичными параме‑
трами МСК костного мозга пока‑
зала, что среднее количество 
КОЕ‑Ф костномозгового проис‑
хождения (n=10) на 1×106 моно‑
нуклеарных клеток составляло 
11,6±1,8, что сопоставимо с чис‑
лом КОЕ‑Ф из разных частей 
плаценты. Наши результаты 

  согласуются с ранее опублико‑
ванными данными Петровского 
и соавторов: исходное коли‑
чество КОЕ‑Ф в плацентарной 
ткани и в костном мозге не отли‑
чается [18]. Однако H. Wegmeyer 
с коллегами при исследовании 
материала из 5 плацент сделали 
заключение, что КОЕ‑Ф из амни‑
она различных доноров в 25–6600 
раз больше, чем из костного 
мозга [19].

Наши наблюдения кинетики 
роста МСК костного мозга и пла‑
центы выявили, что в культуре 
первые начинали «стареть» уже 
на 4‑м пассаже, изменяя форму 
с  вере тенообра зной на рас‑
пластанную с «рваными краями», 
и к 6‑му пассажу пролиферация 
клеток прекращалась во всех про‑
бах, тогда как вторые продолжали 
активно делиться до 9‑го пассажа 
включительно, сохраняя харак‑
терную для них морфологию.

Нами рассчитано ПУ для 
МСК как плаценты, так и кост‑
ного мозга для каждого пассажа 
и совокупное ПУ, которое явля‑
ется одной из характеристик «ста‑
рения» культивируемых клеток 
в ограниченно пролиферирую‑
щих клонах. При росте в основ‑
ной культуре стволовые клетки 
плаценты проходили в среднем 
7,9±1,2 популяционных удвое‑
ний, что не отличалось от МСК 
костного мозга – 8,9±0,4. В суб‑
культуре со 2‑го по 6‑й   пассажи 

Рис. 3. Совокупное популя-
ционное удвоение (ПУ) 
при культивировании 
МСК плаценты и костного 
мозга * – p< 0,05
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экспансия клеток плаценты была 
достоверно более мощная и на 6‑м 
пассаже ПУ составляло 29±2,3, 
тогда как для культуры МСК 
костного мозга – 12,7±2,2 (p<0,05) 
(рис. 3). Значительно более высо‑
кая пролиферативная актив‑
ность МСК плаценты по срав‑
нению с выделенными из кост‑
ного мозга установлена и в дру‑
гих работах [20, 21].

В исследовании изучалось 
содержание и пролифератив‑
ный потенциал МСК, выделен‑
ных из костного мозга доноров 
старше 30 лет, у которых эти пока‑
затели, как известно, ниже, чем 
у МСК из костного мозга детей. 
Полученные нами данные объ‑
ясняют трудности в получении 
достаточной дозы МСК in vitro 
из костного мозга пациентов 
и доноров зрелого и пожилого 
возраста, особенно если клетки 
требуются для лечения реакции 
«трансплантат против хозяина», 
при которой в настоящее время 
совокупная доза внутривенно 
вводимых костномозговых МСК 
доходит до 20×106 клеток/кг веса 
пациента [22].

Заключение
Исследование кинетики роста 

МСК плаценты in vitro и оценка 
кумулятивного популяционного 
удвоения клеток подтвердили, 
что пролиферативная актив‑
ность МСК, выделенных из деци‑
дуальной оболочки и из хориона, 
не отличаются при росте кле‑
ток как в основной культуре, так 
и в субкультуре до 9‑го пассажа 
включительно, и в обоих случаях 
первоначальное количество МСК 
может быть увеличено в 1010 раз 
в течение 3 мес. культивирова‑
ния, что в 104 раз больше, чем при 
культивировании МСК из амни‑
она (p<0,05). Содержание КОЕ‑Ф 
в хорионе и децидуальной обо‑
лочке сопоставимо и   составляло 

10,3± 1,7 и 19,7±9,4 соответственно, 
что выше, чем КОЕ‑Ф в амниоти‑
ческой мембране – 6,3±0,9 (p<0,05), 
но не отличалось от числа КОЕ‑Ф 
в костном мозге – 11,6±1,8. При 
экспансии в субкультуре кумуля‑
тивное популяционное удвоение 
МСК плаценты на всех пассажах 
было достоверно выше, чем у МСК 
костного мозга, деление которых 
после 6‑го пассажа   прекращалось. 
Таким образом, результаты нашей 
работы подтверждают, что деци‑

дуальная оболочка и хорион 
плаценты являются идеальным 
источником для получения боль‑
шой массы МСК, которые могут 
быть зарезервированы в банке 
клеток и применены для клеточ‑
ной терапии, особенно при тре‑
бовании высоких доз МСК для 
  обеспечения устойчивого тера‑
певтического эффекта.
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