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Определение оптимальных условий 
экспансии мезенхимальных 
стволовых клеток костного мозга 
человека с помощью оборудования 
для прижизненного мониторинга 
состояния культур клеток
А.А. Дудорова, М.В. Ефименко, Р.Д. Хисматуллина, М.А. Масчан, И.Н. Казьмина,  
М.А. Илюшина, Е.Ю. Осипова 

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр детской гематологии, онкологии  
и иммунологии им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России, Москва

По результатам проведенного исследования выработаны рекомендации по составу среды для 
экспансии мезенхимальных стволовых клеток (МСК) костного мозга человека для доклинических 
исследований и возможного клинического применения – наиболее эффективной является среда 
ALPHA-MEM с добавлением 10% лизата тромбоцитов. Варианты сред на основе DMEM c добавлением 
эмбриональной телячьей сыворотки оказались менее эффективны – доля конфлюэнтности 
достигала максимального значения 0,8 через 80 ч культивирования, тогда как конфлюэнтность 
культур МСК в средах StemMACS и ALPHA-MEM с добавлением лизата тромбоцитов продолжала 
возрастать и через 100 ч после начала экспансии. Среда на основе RPMI-1640 достоверно хуже 
других использованных сред поддерживала рост МСК. При культивировании МСК в средах с 
содержанием глюкозы 4,5 г/л доля клеток с жировой трансформацией через 5 сут выше, чем 
при культивировании в условиях содержания глюкозы 1,0 г/л – DMEM low gl, StemMacs, ALPHA-
MEM. Использование для экспансии МСК сред, не индуцирующих спонтанную адипогенную 
дифференцировку, предпочтительнее для потенциального применения МСК в клинических целях, 
поскольку клетки остаются некоммитированными и их дифференцировочный потенциал может быть 
реализован в зависимости от задач дальнейшего исследования и/или клинических потребностей 
при их применении. Настоящее исследование поддержано локальным этическим комитетом и 
утверждено решением ученого совета ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева» Минздрава 
России. Все участники исследования подписали добровольное информированное согласие по 
утвержденной форме с возможностью использования части материала для исследовательских 
целей. 
Ключевые слова: мезенхимальные стволовые клетки, экспансия клеток, среда культивирования, 
адипогенная дифференцировка, лизат тромбоцитов, конфлюэнтность
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of human bone marrow-derived mesenchymal stem cells using tools 
for live-cell culture monitoring 
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Based on the results of our study, we have developed recommendations regarding cell culture media composition for the 
expansion of human bone marrow-derived mesenchymal stem cells (MSC) for preclinical studies and potential clinical 
applications. ALPHA-MEM supplemented with 10% platelet lysate proved to be the most effective culture medium. Different 
DMEM media supplemented with fetal bovine serum turned out to be less effective: a maximum of 80% confluence was reached 
after 80 hours of culture, while MSC confluence in StemMACS and ALPHA-MEM media supplemented with platelet lysate kept 
increasing even after 100 hours of expansion. The growth rate of MSCs in RPMI-1640 medium was significantly lower than in the 
other culture media. When culturing MSCs in media with high glucose concentration (4.5 g/L), the percentage of cells with fat 
transformation after 5 days of culture was higher than in low-glucose (1.0 g/L) media such as DMEM low gl, StemMacs, ALPHA-
MEM. It is preferable to use MSC expansion media that do not induce spontaneous adipogenic differentiation for culturing MSCs 
for clinical purposes because the cells remain uncommitted and all their differentiation potential can be used in accordance with 
the objectives of further research and/or clinical needs. This study was supported by the local Ethics Committee and approved 
by the Scientific Council of the Dmitry Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and 
Immunology of Ministry of Healthcare of the Russian Federation. All the participants signed the standard informed consent form 
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Мезенхимальные стволовые клетки (МСК) 
впервые были обнаружены в 1968 г.  
A.J. Friedenstein и соавт. [1] в костном мозге 

(КМ) как популяция адгезирующих фибробластов, 
способная дифференцироваться в костную ткань. 
Далее было показано, что МСК можно выделить из 
жировой ткани, плаценты, ткани пупочного кана-
тика, пульпы зуба [2]. МСК обладают способностью 
к экспансии in vitro, которая позволяет им быстро 
достигать достаточного количества для клиниче-
ского применения in vivo [3]. МСК имеют большой 
терапевтический потенциал из-за их способности к 
самообновлению и дифференцировке в различные 
ткани, включая остеобласты, адипоциты, хондроциты, 
миоциты, нейроны, глиальные клетки и гепатоциты 
при определенных условиях [3–7]. В ряде исследо-
ваний было продемонстрировано, что МСК способны 
подавлять пролиферацию Т-лимфоцитов in vitro 
и угнетать дифференцировку дендритных клеток 
и таким образом оказывать иммуносупрессивное 
действие [8–10]. Это свойство МСК используется в 
трансплантологии для подавления реакции «транс-
плантат против хозяина». На сегодняшний день база 
данных клинических исследований ClinicalTrails.gov  
содержит 12 107 исследований с использова-
нием МСК в качестве терапевтической опции при 
многих клинических проблемах. Большинство 
исследований с использованием МСК относится 
к I фазе (исследование безопасности), II фазе 
(доказательство эффективности у человека) или 
их комбинации. Пока выполнено очень небольшое 
количество исследований III фазы с применением 
МСК (сравнение нового метода терапии со стан-
дартными подходами) [9, 11]. В настоящее время в 
Российской Федерации имеются большой научный 
потенциал и потребность в разработке биомеди-
цинских клеточных продуктов (БМКП) и высокотех-
нологичных лекарственных препаратов на основе 
соматических клеток. Одним из перспективных 
направлений в гематологии, онкологии и реге-
неративной медицине является создание БМКП и 
высокотехнологичных лекарственных препаратов 
на основе МСК [3, 4, 8−12].

Несмотря на многолетний опыт в области культи-
вирования МСК в целях последующего клинического 
применения, существует ряд нерешенных принци-
пиальных вопросов, касающихся стандартизации 
процессов экспансии:

- использование сред для культивирования, 
позволяющих достичь эффективной экспансии МСК 
за возможно более короткие сроки;

- отказ от применения при культивировании МСК 
ксеногенных сывороток и добавок к средам;

- сохранение дифференцировочного потенциала 
МСК в процессе культивирования.

Целью настоящего исследования являлось опре-
деление оптимальных условий культивирования МСК 
из образцов КМ человека в зависимости от состава 
инкубационных сред.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Настоящее исследование поддержано локальным 
этическим комитетом и утверждено решением 
ученого совета ФГБУ «НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия 
Рогачева» Минздрава России. Все участники иссле-
дования подписали добровольное информированное 
согласие по утвержденной форме с возможностью 
использования части материала для исследователь-
ских целей.

Образцы КМ были получены от 5 здоровых 
взрослых доноров в рамках стандартной проце-
дуры забора КМ в соответствии с рекомендациями 
и критериями, представленными в Приказе Мини-
стерства здравоохранения Российской Федерации от  
12 декабря 2018 г. №875н, в количестве, необхо-
димом для трансплантации, которое составляет 
20−30 мл/кг массы тела пациента, но не более  
20 мл/кг массы тела донора. Для настоящего иссле-
дования использовали 50−100 мл КМ, но не более 
10% от общего количества забранного материала. 

Из образцов КМ были получены культуры МСК в 
соответствии с принятой в НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия 
Рогачева технологией [13] – клетки культивировали в 
среде AlphaMEM c добавлением 10% лизата тромбо-
цитов в течение 4 пассажей, затем аликвоты клеток 
по 1 млн были помещены в криохранилище. Все 
полученные в результате экспансии культуры соот-
ветствовали критериям, предъявляемым к МСК [14, 
15]. После извлечения из криохранилища образцы 
МСК культивировали в различных средах, оценивали 
долю конфлюэнтности монослоя клеток, время удво-
ения количества клеток, способность МСК к спон-
танной адипогенной дифференцировке.

Для определения оптимального состава среды 
для эффективной экспансии МСК КМ использовали 
следующие культуральные среды:

-	 ALPHA-MEM (HiMedia, Индия) + 10% лизата 
тромбоцитов; 

-	 StemMACS MSC Expansion Media (Miltenyi 
Biotec, Германия);

-	 DMEM low Glucose (Servicebio, Китай) + 10% 
эмбриональная телячья сыворотка (ЭТС) (StemCell, 
Канада);

-	 DMEM high Glucose (Servicebio, Китай) + 10% 
ЭТС (StemCell, Канада);

-	 RPMI1640 (Capricorn, Германия) + 10% ЭТС 
(StemCell, Канада).

Лизат тромбоцитов был изготовлен в НМИЦ ДГОИ 
им. Дмитрия Рогачева в лаборатории физиологии 
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и патологии стволовых клеток совместно с отделе-
нием трансфузиологии в соответствии с протоколом 
компании MacoPharma [16, 17].

Исследование динамики экспансии образцов МСК 
проводили с помощью следующих приборов:

- RTCA xCelligence (Agilent, США). Данный 
прибор в режиме реального времени детек-
тирует электрическое сопротивление в лунке 
специального многолуночного планшета со встро-
енными электродами, что позволяет получить 
график зависимости индекса прироста клеток  
от времени;

- Image ExFluorer компании LCI (Live Cell 
Instruments, Южная Корея). Этот прибор позволяет 
оценить не только динамику роста, но и направление 
дифференцировки образцов МСК в зависимости 
от состава среды. Культивирование проводили в 
24-луночном планшете NEST для адгезивных культур 
в инкубационной камере прибора в течение 5 сут с 
интервалом съемки 10 ч, в фазовом контрасте либо 
во флуоресцентном режиме (для оценки адипогенной 
дифференцировки). 

Плотность эксплантации клеток для прове-
дения исследований с помощью обоих приборов 
соответствовала плотности, используемой в 
процессе экспансии продукта МСК и составляла  
6600 клеток/см2.

После завершения экспериментов данные обра-
батывали с использованием программного обеспе-
чения к приборам. 

Анализ проводился с использованием непараме-
трического критерия Манна–Уитни с уровнем стати-
стической значимости р < 0,05. Для всех расчетов 
была использована программа Statistica 10.0. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Образцы МСК КМ после извлечения из криохра-
нилища культивировали в различных средах и оцени-
вали долю конфлюэнтности монослоя клеток.

На рисунке 1 представлен пример обработки 
изображения монослоя МСК на приборе Image 
ExFluorer через 48 ч после эксплантации клеток. 

Результаты определения доли конфлюэнтности 
монослоя МСК в зависимости от использованных сред 
представлены на рисунке 2.

Из приведенных данных видно, что среды 
StemMACS и ALPHA-MEM с добавлением лизата 
тромбоцитов наиболее эффективны для культиви-
рования МСК. Достоверных различий в эффектив-
ности роста между этими средами получено не было 
(р = 0,43). Варианты сред на основе DMEM оказались 
незначительно менее эффективны для экспансии 
МСК (р > 0,05). Доля конфлюэнтности в культурах со 
средами на основе DMEM достигала максимального 
значения 0,8 к 80 ч культивирования (3–4 сут), тогда 
как в средах StemMACS и ALPHA-MEM с добавле-
нием лизата тромбоцитов продолжала возрастать и 

Рисунок 1
Пример оценки доли 
конфлюэнтности при 
помощи программного 
обеспечения к прибору 
Image ExFluorer. Объек-
тив ×10
Figure 1
An example of cell con-
fluence analysis using the 
Image ExFluorer software. 
Objective lens ×10

Рисунок 2
Динамика роста образцов МСК в зависимости от состава среды культивирования (медиана; n = 5)
Figure 2
Growth kinetics of mesenchymal stem cell (MSC) samples in different culture media (median; n = 5)
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Рисунок 3
Морфология культур МСК КМ при окрашивании CSFE (90 ч культивирования). Объектив ×10
Figure 3
Morphology of bone marrow-derived MSC cultures stained with CSFE (90 hours of culture). Objective lens ×10

StemMacs ALPHA-MEM DMEM 1.0 g/L DMEM 4.5 g/L RPMI 1640

через 100 ч после начала экспансии. Среда на основе 
RPMI плохо поддерживала рост МСК. После культи-
вирования в течение 70 ч в среде RPMI наблюдалась 
гибель клеток. Достоверность различий эффектив-
ности роста МСК составила: 

- RPMI – ALPHA-MEM: p = 0,017;
- RPMI – StemMACS: p = 0,019.
Помимо анализа динамики культур МСК в 

фазовом контрасте были поставлены эксперименты 
по оценке морфологии культур с использованием 
флуоресцентной микроскопии, для этого МСК окра-
шивали зеленым трекером CSFE (канал флуорес-
ценции 488 nm). Окраска проводилась в соответствии 
с инструкциями производителя (MERCK). В связи с 
тем, что при мониторинге флуоресцентного сигнала 
от культур МСК с частотой 1 раз/10 ч в течение  
4 сут жизнеспособность клеток резко снижается 
из-за регулярного воздействия лазерного излучения, 
в данной серии экспериментов анализ проводился в 
конечной точке через 90–96 ч культивирования.	

Примеры морфологии культур МСК на 4-е сутки 
после пассажа при окраске CSFE представлены 
на рисунке 3 и подтверждают приведенные выше 
данные о большей эффективности сред StemMACS 
и ALPHA-MEM для экспансии МСК.

Лучшая эффективность сред StemMACS 
и ALPHA-MEM для экспансии МСК была также 
подтверждена в экспериментах по определению кине-
тики роста культур клеток импедансным методом с 
помощью прибора RTCA xCelligence. Самое быстрое 
удвоение количества клеток происходило при культи-
вировании МСК в указанных средах. Было подтверж-
дено, что использование среды RPMI для экспансии 
МСК неэффективно, процессы дегенерации клеток 
преобладают над пролиферацией и удвоения клеток 
в этих культурах достигнуто не было. Данные пред-
ставлены на рисунке 4.

В отличие от клеточного имиджера Image 
ExFluorer, RTCA xCelligence не позволяет получать 
прижизненные изображения исследуемых культур, но 
эффективен в изучении кинетики адгезивных клеток 
в зависимости от условий культивирования, позволяя 
одновременно исследовать до 30 вариантов культур с 
минимальным расходом сред.

Использование прибора прижизненного 
наблюдения за состоянием культур клеток Image 

ExFluorer позволяет оценить способность МСК 
спонтанно дифференцироваться в адипогенном 
направлении. Для этого были поставлены экспе-
рименты с флуоресцентным окрашиванием МСК 
зеленым трекером CSFE (канал флуоресценции 
488 nm), а жировых включений – красителем NILE 
RED (канал флуоресценции 553 nm). Культивиро-
вание проводили в отсутствие в среде дополни-
тельных индукторов адипогенной дифференцировки 
в течение 100 ч, оценивали результаты в конечной 
точке c помощью программного обеспечения  
к прибору. 

Результаты исследования позволяют сделать 
вывод, что при культивировании МСК в среде с 
содержанием глюкозы 4,5 г/л (среды DMEM high gl, 
RPMI1640) медиана доли клеток с жировой транс-
формацией через 5 сут культивирования выше, чем 
при культивировании в условиях содержания глюкозы  
1,0 г/л (DMEM low gl, StemMacs, ALPHA-MEM). 
Результаты представлены на рисунке 5 и в таблице. 
При культивировании МСК в среде RPMI в отсут-
ствие значимой экспансии клеток происходят их 
адипогенная трансформация и накопление жировых  
включений.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ

Клиническое применение МСК развивается 
быстрыми темпами как в трансплантологии – для 
улучшения приживления гемопоэтических клеток, 
снижения степени реакции «трансплантат против 
хозяина», так и при лечении болезней обмена. В 
связи с этим появляется потребность в производ-
стве БМКП МСК, культивированных с соблюдением 
стандартных протоколов с применением макси-
мально безопасных реагентов для экспансии клеток  
[18–20]. 

В последние годы ассортимент реагентов для 
экспансии БМКП значительно изменился в связи с 
выходом на рынок огромного количества биотехно-
логических компаний из Юго-Восточной Азии. Это 
делает актуальным проведение скрининга предла-
гаемых реагентов для разработки эффективных 
протоколов производства БМКП МСК. Использование 
приборов прижизненного мониторинга состояния 
клеточных культур позволяет в короткие сроки при 
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небольшом расходе реагентов провести отбор наиболее 
эффективных сред для экспансии МСК в зависимости 
от целей проводимых исследований [21, 22]. 

Использование различных реагентов в прото-
колах экспансии МСК приводит к различиям в харак-
теристиках конечного продукта [23, 24]. В последние 
годы достигнут значительный прогресс в производ-
стве эффективных сред для культивирования МСК, 
которые не содержат потенциально опасных ксено-
генных продуктов [23]. По мнению большинства 
исследователей, использование для экспансии МСК 
сред для культивирования с меньшей способностью к 
индукции спонтанной адипогенной дифференцировки 
предпочтительнее при производстве БМКП, поскольку 
клетки остаются некоммитированными и их диффе-
ренцировочный потенциал может быть реализован 
в зависимости от задач дальнейшего исследования  
и/или клинических потребностей при их применении 
[23, 25, 26]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Наши исследования подтверждают такой подход 
к производству БМКП. Так, ALPHA-MEM с добавле-
нием 10% лизата тромбоцитов позволяет в крат-
чайшие сроки достичь значительной экспансии МСК, 
не содержит ксеногенных продуктов, не вызывает 
спонтанной жировой трансформации культивируемых 
клеток и может быть рекомендована для экспансии 
МСК в возможных клинических целях. 
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