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В  работе описано изменение структур актинового цитоскелета и  параметров фокальных 
контактов в  трех классических линиях мезодермальной дифференцировки (адипоциты, 
остеоциты и хондроциты) мезенхимальных стволовых клеток крупного рогатого скота. Показано, 
что культивирование мезенхимальных стволовых клеток на  жестком субстрате способствует 
остеогенезу благодаря увеличению размера и числа фокальных контактов и увеличению плотности 
структур актинового цитоскелета, отвечающих за механическое натяжение. Культивирование клеток 
на мягком субстрате стимулирует как адипогенез, так и хондрогенез за счет перестройки систем 
актинового цитоскелета, отвечающих за механическое натяжение, а также за счет уменьшение 
размера, числа и  изменения локализации фокальных адгезий в  клетке. Полученные данные 
свидетельствуют о взаимосвязи жесткости матрикса, структуры цитоскелета и предпочтительным 
направлением дифференцировки мезенхимальных стволовых клеток
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Мезенхимальные стволовые клетки (МСК) 
представляют собой предшественники тканей 
опорно-двигательного аппарата, отвечающих 
на  механическое натяжение  [1‒3]. МСК широко 
используются в тканевой инженерии и репаратив-
ной медицине человека и животных благодаря сво-
ей низкой иммуногенности и активной продукции 
биоактивных молекул, которые направляют соб-
ственные клетки-предшественники в ткани [4]. От-
носительно простые методики выделения и  бы-
страя дифференцировка относятся к  основным 
преимуществам МСК, которые позволяют широко 
использовать их в клинической практике и иссле-
дованиях трансляционной медицины.

Механическое натяжение даже в  отсутствие 
биохимических стимулов может стимулировать 
дифференцировку МСК [5]. Механическая нагрузка 

в виде осциллирующего тока жидкости или цикли-
ческого натяжения смещает баланс дифференци-
ровки в сторону остеогенеза и стимулирует форми-
рование костной и мышечной ткани, как in vivo, так 
и in vitro [6, 7]. На направление процесса дифферен-
цировки влияют не  только факторы, присутству-
ющие в среде для культивирования, но и субстрат, 
на котором растут клетки. Так, жесткие субстраты, 
такие как графен и гели высокой жесткости, стиму-
лируют остеогенную дифференцировку, в то время 
как мягкие субстраты, такие как продукт фиброб-
ластов, мягкие полиакриловые гели, способствуют 
хондрогенной дифференцировке [8, 9].

Фокальные контакты (ФК) относятся к основ-
ным системам цитоскелета клетки, отвечающим 
за  трансформацию физических стимулов в  био-
химические сигнальные каскады. Формирование 

Список сокращений: ВКМ — внеклеточный матрикс; КРС — крупный рогатый скот; МСК — мезенхимальные стволовые 
клетки; ФК — фокальные контакты.
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ФК  начинается с  момента, когда интегриновый 
рецептор активируется белком внеклеточного 
матрикса (ВКМ), что приводит к  быстрой сбор-
ке белков ФК, образованию комплекса «ФК‒пу-
чок актиновых филаментов» и  последующей 
начальной стадии созревания ФК  [10]. Сфор-
мированные пучки актиновых филаментов, назы-
ваемые стресс-фибриллами, передают натяжение 
на  ВКМ и  наоборот  [11]. Сила натяжения, гене-
рируемая в  области ФК  в  этом процессе, напря-
мую определяет его размер и  количество струк-
турных, адапторных и регуляторных белков в его 
составе [12]. Между стресс-фибриллами и ФК су-
ществует взаимная регуляция по принципу поло-
жительной обратной связи: натяжение стресс-фи-
брилл рекрутирует белки ФК в места адгезий [13], 
а  релокализация белков ФК  приводит к  утолще-
нию стресс-фибрилл и  росту натяжения компо-
нентов цитоскелета  [14]. ФК  контролируют сте-
пень механического натяжения МСК и  их  вза-
имодействие с  субстратом, однако взаимосвязь 
жесткости субстрата, морфологических параме-
тров ФК и предпочтительного направления диф-
ференцировки МСК количественно не описана.

Целью исследования была сравнительная ха-
рактеристика структур цитоскелета МСК круп-
ного рогатого скота (КРС), культивируемых 
на мягком и жестком субстрате, и оценка влияния 
параметров цитоскелета на  направление диффе-
ренцировки МСК. Показано, что МСК КРС, куль-
тивируемые на жестком субстрате, обладают по-
вышенным остеогенным потенциалом, что свя-
зано с  перестройками актинового цитоскелета, 
а  также увеличением средней площади и  числа 
ФК. На  мягком субстрате происходит уменьше-
ние числа и средней площади ФК, а также исчез-
новение структур актинового цитоскелета, отве-
чающих за  механическое натяжение, что стиму-
лирует процесс адипогенеза.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Культивирование клеток
В  качестве объекта исследований были вы-

браны МСК, выделенные из костного мозга КРС. 
Первичные культуры МСК получали на  базе 
Центра экспериментальной эмбриологии и  ре-
продуктивных биотехнологий. Клетки культи-
вировали в  пластиковых матрасах, чашках Пе-
три со  стеклянным дном и  4-луночных планше-
тах (Nunc, Швейцария) в атмосфере 5% CO2 при 
37 °С. Концентрация клеток в  матрасе составля-
ла от 3∙105 до 3∙106 клеток в 1 мл среды. Клетки 
культивировали в  среде DMEM/F12 (1:1) с  низ-
ким содержанием глюкозы с  добавлением 10% 

эмбриональной сыворотки КРС («ПанЭко», Рос-
сия), 0,09  мг/мл  гентамицина, 2,5  мкг/мл  амфо-
терицина В, 2  мМ  глутамина. Клетки рассажи-
вали в матрасы с использованием раствора трип-
сина‒версена в  соотношении 1:1 («БиолоТ», 
Россия). Длительность культивирования состави-
ла от 4 до 8 пассажей.

Онкогенную трансформацию клеток прове-
ряли по  уровню экспрессии основных протоон-
когенов (MYC, JUN и RAS) методом ПЦР в реаль-
ном времени. В качестве жесткого субстрата для 
дифференцировки использовали очищенные по-
кровные стекла (модуль упругости Юнга 34 кПа). 
В  качестве мягкого субстрата для дифференци-
ровки был выбран матригель (модуль упругости 
Юнга 450 Па) (Corning, США). Для посадки кле-
ток на субстрат чашки Петри со стеклянным дном 
покрывали раствором матригеля и полимеризова-
ли в течение 20 мин при 37 °С.

Дифференцировка МСК in vitro
Для остеогенной дифференцировки клет-

ки инкубировали в  среде DMEM с  высоким со-
держанием глюкозы, 10% FBS, 100  нМ  декса-
метазона (Sigma Aldrich, США), 0,5  мкМ аскор-
бил-2-фосфата магния (L-ascorbic acid 2-phosphate 
sesquimagnesium salt hydrate) (Sigma Aldrich) 
и 0,2 мкМ β-глицерофосфата (Sigma Aldrich), ко-
торый добавляли через 1  неделю после начала 
дифференцировки.

Остеогенную дифференцировку подтвер-
ждали с помощью окрашивания ализариновым 
красным. Для этого клетки отмывали фосфат-
но-солевым буфером (PBS), фиксировали 70%-
ным этанолом в  течение 10 мин и окрашивали 
0,5%-ным раствором ализаринового красного 
в течение 5 мин.

Среда для адипогенной дифференцировки 
представляла собой DMEM с  высоким содержа-
нием глюкозы («ПанЭко», Россия), 1 мкМ декса-
метазона, 100 мкМ индометацина (Sigma Aldrich), 
10  мкг/мл  инсулина и  500  мкМ IBMX (Sigma 
Auldrich). Эту среду меняли на поддерживающую 
среду без дексаметазона, индометацина и  IBMX 
через 7 сут после начала индукции дифференци-
ровки. Для подтверждения адипогенной диффе-
ренцировки клетки фиксировали 70%-ным эта-
нолом в течение 10 мин и окрашивали 0,1%-ным 
раствором судана черного в течение 10 мин.

В  качестве основы для хондрогенной диф-
ференцировки использовали DMEM с  высоким 
содержанием глюкозы с  добавлением 1× ITS, 
50  мг/мл аскорбата, 10  нг/мл  TGF-β1 (Sigma-
Aldrich) и 100 нМ дексаметазона. Для подтвержде-
ния хондрогенеза клетки фиксировали 4%-ным 
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параформальдегидом и окрашивали 1%-ным рас-
твором альцианового синего в течение 5 мин при 
комнатной температуре.

Клетки анализировали на  инвертированном 
микроскопе Nikon Ti-E (Nikon, Япония) с объек-
тивами PlanApo ×20  или ×40/1.4 (фазовый кон-
траст) с помощью цифровой камеры CoolSnapHQ 
(Photometrics, США). Число кластеров дифферен-
цировки на 1, 7, 14 и 21 сутки после начала диф-
ференцировки подсчитывали при 20-кратном уве-
личении и рассчитывали среднее число кластеров 
на 10 полях зрения для 5 стекол.

Иммуногистохимия
Для визуализации компонентов цитоскелета 

в  процессе дифференцировки использовали ме-
тодику флуоресцентного окрашивания. Клетки 
фиксировали ледяным метанолом (Merck KGaA, 
Германия) на  21  сутки после начала дифферен-
цировки в течение 20 мин при –20 °С и отмывали 
15 мин в PBS («БиолоТ», Россия). ФК детекти-
ровали, используя в качестве первичных антител 
мышиные моноклональные антитела к  винку-
лину (клон VIN-11-5; Sigma-Aldrich) в  разведе-
нии 1:100 в PBS (60 мин, 37 °C), а в качестве вто-
ричных антител использовали конъюгирован-
ные с Cy3 кроличьи антитела против IgG мыши 
(Invitrogen, США) в  разведении 1:100  в  том 
же  буфере и  при тех же  условиях. Актино-
вые микрофиламенты окрашивали красителем 
ActinGreen 488 ReadyProbes (Invitrogen) по про-
токолу производителя.

Клетки анализировали на  инвертированном 
микроскопе Nikon Ti-E  (Nikon) с  объективами 
PlanApo ×20  или ×40/1.4, используя цифровую 

камеру CoolSnapHQ (Photometrics) со светофиль-
тром для канала FITC.

ПЦР в реальном времени
Уровень экспрессии поверхностных моле-

кул стволовых клеток и маркеров стволовых кле-
ток оценивали методом ПЦР в  реальном време-
ни. Суммарную РНК выделяли из  заморожен-
ных суспензий клеток с  использованием набора 
RNeasy Mini Kit (QIAGEN, США) по  протоко-
лу производителя. Концентрацию РНК определя-
ли на спектрофотометре NanoPhotometer (Implen, 
Германия), чистоту выделенной РНК оценива-
ли по  соотношению оптической плотности при 
260/280  нм  и  260/230. кДНК транскрибирова-
ли с  использованием набора ImProm-II  AMV-
Reverse Transcription Kit (Promega, США) по про-
токолу производителя. ПЦР в  реальном време-
ни проводили на  термоциклере CFX96 (Applied 
Biosystems, США) с использованием наборов для 
неспецифической детекции в присутствии краси-
теля SYBR Green («Синтол», Россия). Праймеры 
для анализа уровня экспрессии таргетных и рефе-
ренсных мРНК в МСК КРС синтезированы компа-
нией «Синтол» и приведены в табл. 1. ПЦР в ре-
альном времени проводили по протоколу, включа-
ющему денатурацию при 95 °С в течение 10 мин 
и 40 циклов амплификации: 15 с при 95 °С, 30 с 
при 60 °С и 60 с при 72 °С. Данные нормализовали 
с использованием фактора нормализации по двум 
референсным генам, ACTB и GAPDH, по методи-
ке Vandesompele и др. [15]. Все образцы ставили 
в трех технических повторах и на основании по-
лученных данных рассчитывали среднее. Один 
референсный образец кДНК (ген ACTB, кДНК 

Та бл и ц а  1
Последовательности праймеров для ПЦР в реальном времени
Sequences of primers for the real time PCR

Ген* Прямой праймер, 5`→3` Обратный праймер, 5`→3`
GAPDH CTTCATTGACCTTCACTACATGGTCTA TGGAAGATGGTGATGGCCTTTCCATTG
ACTB CGCACCACTGGCATTGTCAT TCCAAGGCGACGTAGCAGAG
SPP1 TGACAGACACACCATGAGAACCC AGCTCTAGACTGGGCCGTAGAAG
ACAN CACTGTTACCGCCACTTCCC GACATCGTTCCACTCGCCCT
COL2A1 ATCCATTGCAAACCCAAAGG GACATCGTTCCACTCGCCCT
BGLAP CCAATGAAAGCCCTGAG TCCTCCTCTGTGGCATC
PPARG CGCACTGGAATTAGATGACAGC CACAATCTGTCTGAGGTCTGTC

*Примечание: GAPDH — ген глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы (GAPDH); ACTB — ген β-актина; SPP1 — ген остео-
понтина (OPN); ACAN — ген аггрекана (ACAN); COL2A1 — ген альфа-1 цепи коллагена II типа (collagen type II alpha-1 chain); 
BGLAP — ген остеокальцина (OCN); PPARG — ген рецептора, активируемого пероксисомным пролифератором (peroxisome 
proliferator-activated receptor gamma, PPARγ).
*Note: GAPDH — gene of GAPDH; ACTB — gene of β-actin; SPP1 — gene of osteopontin (OPN); ACAN — gene of aggrecan 
(ACAN); COL2A1 — gene of collagen type II alpha-1 chain; BGLAP — gene of osteocalcin (OCN); PPARG — gene of peroxisome 
proliferator-activated receptor gamma, PPARγ.



90 Biotechnology  2020  V. 36  No. 6

 Ковалева и др.

выделена из МСК КРС без индукции дифферен-
цировки, один пассаж) ставили во всех плашках 
и использовали как технический калибровочный 
контроль для объединения данных в  один экс-
перимент. Специфичность праймеров подтвер-
ждали по  анализу кривой плавления и  детекции 
продуктов ожидаемой длины при электрофоре-
зе в 1,5%-ном агарозном геле. Разницу в уровнях 
экспрессии генов оценивали с помощью критерия 
Манна‒Уитни с уровнем значимости p ≤ 0,05.

Анализ данных
Для обработки и  анализа микрофотогра-

фий использовали программу ImageJ (NIH 
Image, США). Статистический анализ проводи-
ли в  программах SigmaPlot 3.0 (Jandel Scientific, 
США) и  GraphPad® Prism (GraphPad Software, 
version 5, США). Для окончательной обработки 

изображений использовали программу Photoshop 
CS (Adobe Inc., США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Дифференцировка МСК на жестком субстрате
В первый день после индукции дифференци-

ровки МСК имели характерную фибробластопо-
добную морфологию. ФК в МСК были располо-
жены как в теле, так и на ведущем краю клетки 
и  представляли собой вытянутые или округлые 
структуры. Медианная площадь ФК в контроль-
ных клетках в первый день составила 2,46 мкм2, 
что статистически не отличалось от клеток в ли-
ниях адипогенной, хондрогенной и остеогенной 
дифференцировки (табл. 2, рис. 1). При культи-
вировании клеток в условиях стандартной росто-
вой среды локализация ФК в клетке оставалась 

Та бл и ц а  2
Площадь фокальных контактов при дифференцировке МСК на жестком субстрате
MSC focal adhesion areas for different types of lineage commitment on the stiff substrate

Площадь ФК, мкм2

Время, 
сут Контроль

Дифференцировка
адипогенная хондрогенная остеогенная

1 2,46
(0,47‒21,58)

2,10
(0,34‒12,3)

2,04
(0,41‒15,24)

2,08
(0,21‒16,54)

7 2,49
(0,44‒17,08)

2,83
(0,44‒263,65)

2,04
(0,54‒21,40)

4,52
(1,2‒26,60)

14 2,47
(0,29‒24,15)

2,87
(0,39‒44,51)

2,11
(0,54‒21,40)

5,14
(0,86‒92,72)

21 2,81
(0,78‒25,69)

2,91
(0,40‒22,26)

2,78
(0,52‒22,18)

9,13
(1,43‒85,46)

Примечание: Данные представлены в виде медианы (минимум‒максимум).
Note: The data are present as a median (minimum‒maximum).

Рис.  1. Изменение площади 
ФК  при дифференцировке МСК 
по  остеогенному, хондрогенно-
му и  адипогенному ряду на  1, 7, 
14 и 21 сутки. Данные представле-
ны как среднее ± SD.

Fig. 1. Changes in  focal adhesion 
area during MSC differentiation 
in  osteogenic, adipogenic and 
chondrogenic lineage commitment 
for 1, 7, 14 and 21 days. The data are 
present as a mean ± SD.Контроль
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неизменной (рис. 2а), а площадь клеточных кон-
тактов увеличивается до  2,81  мкм2 к  21  суткам 
культивирования.

При хондрогенной дифференцировке МСК 
контакты в  теле клеток, образующих хондроген-
ные шары, практически исчезали, оставаясь толь-
ко в  местах прикрепления клетки к  субстрату 
(рис.  2b), хотя на 21  сутки наблюдалось неболь-
шое увеличение площади ФК (до 2,78 мкм2). При 
адипогенной дифференцировке ФК в теле клетки 
практически исчезали или имели вид мелких то-
чек, на краю клетки ФК не меняли ни площадь, 
ни  форму (рис.  2c). Медиана площади ФК  при 
адипогенной дифференцировке увеличивалась 
до 2,83 мкм2 на 7 сутки и в дальнейшем не изме-
нялась. Медианы площади ФК  при хондроген-
ной и  адипогенной дифференцировке значимо 
не отличались от контрольных значений на 1, 7, 
14 и 21 сутки. При остеогенной дифференцировке 

ФК оставались по всей клетке, сильно увеличива-
ясь в размерах. Медиана площади ФК увеличива-
лась в течение всего времени и к 21 суткам дости-
гала 9,13 мкм2 (рис. 2d). Различия для медианной 
площади ФК между МСК в остеогенной диффе-
ренцировке и контрольными клетками на 21 сут-
ки были статистически достоверными (p  < 0,01, 
непараметрический критерий Манна‒Уитни).

Система актинового цитоскелета в  первый 
день после индукции дифференцировки представ-
лена во всех случаях тонкими короткими пучками, 
не имеющими регулярного расположения (рис. 3а). 
Она соответствует морфологии актиновых фила-
ментов в недифференцированных МСК [16], когда 
тонкие стресс-фибриллы располагаются преиму-
щественно вдоль длинной оси клетки. Хондроген-
ная дифференцировка сопровождается перестрой-
кой актиновых филаментов, при которой в  хон-
дрогенных шарах образуется корзиноподобная 

a

c

b

d

Рис. 2. Морфология ФК в МСК КРС в контроле и через 21 сут после начала индукции дифференцировки на жестком 
субстрате: контрольные клетки (a), хондрогенная (b), адипогенная (с) и остеогенная (d) дифференцировка. Окраска 
препаратов красителем Cy3 (см. раздел «Условия эксперимента»); масштабный отрезок 50 мкм.

Fig. 2. Focal adhesion morphology in bovine MSCs in the control and 21 days after lineage commitment on the stiff substrate: 
control cells (a), chondrogenic (b), adipogenic (c) and osteogenic (d) commitment. The preparations were stained with Cy3 
(see Experimental). Bar = 50 µm.
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структура из тонких актиновых фибрилл, а по кра-
ям клеток, прикрепленных к субстрату, формиру-
ются протяженные актиновые фибриллы (рис. 3b). 
При адипогенной дифференцировке актиновые 
пучки становятся толще с течением времени и пе-
ремещаются на края клетки, а в центре становятся 
длиннее (рис. 3c). В процессе остеогенной диффе-
ренцировки происходит наиболее значительная пе-
рестройка актинового цитоскелета: актиновые фи-
бриллы смещаются к периферии и становятся тол-
ще, короткие пучки актина в теле клетки исчезают, 
вместо них образуется сеть толстых перекрещен-
ных стресс-фибрилл (рис. 3d). Известно, что разру-
шение структур актинового цитоскелета ингибито-
рами полимеризации актина: латрункулином В или 
цитохалазином D  ‒ приводит к  ускорению про-
цессов адипогенеза и хондрогенеза и повышению 
уровня экспрессии соответствующих генов  [17, 
18], что свидетельствует о наличии петли обратной 

связи между системами цитоскелета и  механиче-
ским натяжением и сигнальными каскадами, запу-
скающими дифференцировку.

Дифференцировка на мягком субстрате
При использовании мягкого субстрата для 

культивирования МСК КРС в  контрольных об-
разцах ФК  не  отличались по  форме от  таковых 
в  контроле на  твердом субстрате, однако были 
достоверно меньше по площади. В МСК на мяг-
ком субстрате медианная площадь ФК в контро-
ле составляла 2,08 мкм2 на 21 сутки по сравнению 
с 2,81 мкм2 на тот же момент для клеток на жест-
ком субстрате. Различия для контроля на твердом 
и  мягком субстрате статистически достоверны 
(непараметрический критерий Манна‒Уитни, p < 
0,05) (рис. 4, табл. 3).

В отличие от жесткого субстрата, при хондро-
генной дифференцировке на  мягком субстрате 

a

c

b

d

Рис. 3. Морфология актиновых микрофиламентов в МСК КРС в контроле и через 21 сут после начала индукции диффе-
ренцировки на жестком субстрате: контрольные клетки (a), хондрогенная (b), адипогенная (с) и остеогенная (d) дифферен-
цировка. Окраска фиксированных препаратов красителем ActinGreen™ 488 ReadyProbes™; масштабный отрезок 50 мкм.

Fig. 3. Morphology of actin filaments in bovine MSCs in control and 21 days after lineage commitment on the stiff substrate: 
control cells (a), chondrogenic (b), adipogenic (c) and osteogenic (d) commitment. Staining of  fixed specimens with 
ActinGreen™ 488 ReadyProbes™. Bar = 50 µm.
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площадь ФК  статистически значимо возрастала 
по сравнению с контролем для всех точек наблю-
дения (непараметрический критерий Манна‒Уит-
ни, p < 0,05); при этом наиболее крупные ФК были 
видны в  клетках, удерживающих хондрогенный 
шар на субстрате (рис. 5b). При адипогенной диф-
ференцировке МСК размеры ФК также увеличива-
лись, причем контакты смещались к краям клетки, 
что, по-видимому, связано с  локализацией в  цен-
тре клетки липидных капель (рис.  5с). Медиана 
площади ФК  при адипогенной дифференциров-
ке МСК на мягком субстрате к 21 суткам достига-
ла 6,65 мкм2 (табл. 3). При остеогенной дифферен-
цировке на  мягком субстрате ФК  в  остеобластах 
были более мелкие и  тусклые, чем при диффе-
ренцировке на  твердом субстрате, медиана пло-
щади ФК возрастала лишь до 3,64 мкм2 на 21 сут-
ки после начала дифференцировки. Важно отме-
тить, что уменьшение медианы площади и яркости 
ФК  в  МСК при остеогенной дифференцировке 

на  жестком субстрате позволяет исключить влия-
ние химического состава матригеля. Матригель со-
держит множество белков ВКМ, включая ламинин, 
коллаген IV  и  гепарансульфат, а  специфическое 
связывание этих компонентов ВКМ с рецепторами 
интегринов запускает созревание ФК [10]. Однако 
сигнальные каскады, исходящие от рецепторов ин-
тегринов, универсальны. Их активация характерна 
для любого варианта контактов клетки и матрикса. 
В таком случае уменьшение размера ФК в остео-
цитах и увеличение в адипоцитах на мягком суб-
страте обусловлено изменением жесткости суб-
страта, но не его химическим составом [19].

Система актиновых фибрилл в  контрольных 
клетках не отличалась на жестком и мягком суб-
страте. Во всех линиях дифференцировки харак-
тер перестройки актинового цитоскелета МСК 
на  мягком субстрате был сходен с  перестройка-
ми в МСК на жестком субстрате. Следует сказать, 
что в случае остеогенной дифференцировки МСК 

Рис.  4. Площадь фокальных контактов 
в МСК КРС при различных видах диффе-
ренцировки на мягком и жестком субстра-
те (на 21 сутки после индукции дифферен-
цировки). *p  < 0,05 (непараметрический 
критерий Манна‒Уитни).

Fig. 4. The focal contacts areas in  bovine 
MSCs for different types of  lineage 
commitment on  stiff and soft substrates 
(21  days after induction of  lineage 
commitment). *p  < 0,05 (non-parametric 
Mann‒Whitney test).Контроль
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Площадь фокальных контактов при дифференцировке МСК на мягком субстрате
MSC focal adhesion areas for different types of lineage commitment on the soft substrate

Время, сут
Площадь ФК, мкм2

Контроль
Дифференцировка

адипогенная хондрогенная остеогенная

1 2,08
(0,42‒21,66)

2,21
(0,34‒11,15)

2,11
(0,31‒14,07)

2,20
(0,42‒8,37)

7 2,08
(0,70‒11,75)

3,85
(0,75‒45,34)

4,99
(1,45‒35,44)

3,74
(0,83‒19,06)

14 2,00
(0,29‒14,46)

4,84
(0,73‒90,98)

4,95
(1,04‒39,26)

3,41
(0,62‒33,49)

21 2,11
(0,44‒10,58)

6,65
(0,39‒76,39)

3,64
(0,52‒39,16)

3,64
(0,55‒38,74)

Примечание: Данные представлены в виде медианы (минимум‒максимум).
Note: The data are present as a median (minimum‒maximum).
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на  мягком сусбтрате количество стресс-фибрилл 
и  их  толщина были меньше, чем для жесткого 
субстрата (рис. S1, дополнительный материал).

Морфология дифференцировки
В  условиях остеогенной дифференциров-

ки МСК КРС начинали экспрессировать маркеры 
остеобластов остеопонтин (OPN, ген SPP1) и осте-
окальцин (OCN, ген BGLAP) (рис. 6), однако уро-
вень экспрессии мРНК обоих генов был выше 
в  МСК КРС на  жестком субстрате. Медиана от-
носительного количества кДНК гена SPP1 в МСК 
на  жестком субстрате составила 1,105  по  сравне-
нию с 0,669 в МСК на мягком субстрате. Для гена 
BGLAP были характерны те  же  различия (медиа-
на относительного количества кДНК BGLAP со-
ставила 0,575 в МСК на жестком субстрате против 
0,294 на мягком), которые были статистически зна-
чимы (p = 0,02). В процессе адипогенной дифферен-
цировки уровень экспрессии маркера адипоцитов 
PPARγ (peroxisome proliferator-activated receptor  γ; 

ген PPARG) оказался выше в МСК на мягком суб-
страте. Медиана относительного количества кДНК 
PPARG составила 1,795 в МСК на мягком субстра-
те по  сравнению с  0,185  для жесткого субстрата 
(p  = 0,02). Экспрессия гена ACAN (aggrecan core 
protein), характерного для хондроцитов, также была 
повышена в МСК на мягком субстрате: 1,463 про-
тив 0,246 для МСК на жестком субстрате (p = 0,01).

На  морфологическом уровне дифференци-
ровка по остеогенному ряду прошла на жестком 
субстрате более успешно, чем на мягком субстра-
те. Через 21 сут после начала дифференцировки 
окрашивание ализариновым красным было более 
интенсивным в МСК на стекле (рис. 7а, d) и чис-
ло кластеров остеобластов/остеоцитов в  1  поле 
зрения при 20-кратном увеличении составило 
5,32±0,47 (по  сравнению с  2,00±0,13  кластеров 
на 1 поле зрения для МСК на мягком субстрате) 
(рис. S2а, дополнительный материал).

Напротив, окрашивание суданом черным для 
МСК, дифференцирующихся по  адипогенному 

a
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d

Рис. 5. Морфология ФК в МСК КРС в контроле и через 21 сут после начала индукции дифференцировки на мягком 
субстрате: контрольные клетки (a), хондрогенная (b), адипогенная (с) и остеогенная (d) дифференцировка. Окраска 
препаратов красителем Cy3 (см. раздел «Условия эксперимента»); масштабный отрезок 50 мкм.

Fig. 5. Morphology of FA  in bovine MSCs in control and 21 days after lineage commitment on a soft substrate: control 
cells (a), chondrogenic (b), adipogenic (c) and osteogenic (d) commitment. The preparations were stained with Cy3 (see 
Experimental). Bar = 50 µm.
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ряду, было более интенсивным на  мягком суб-
страте (рис. 7b, e). Среднее число кластеров ади-
поцитов с  яркими липидными гранулами суда-
на черного также оказалось несколько выше для 
МСК КРС на мягком субстрате (3,96±0,42 против 
2,75±0,20 на жестком субстрате) (рис. S2b, допол-
нительный материал). Окраска альциановым си-
ним также была более интенсивной для МСК КРС 
на мягком субстрате (рис. 7c, f), но среднее число 

кластеров хондроцитов на одно поле зрения не от-
личалось для МСК КРС на мягком и жестком суб-
страте по крайней мере через 21 сут после начала 
хондрогенной дифференцировки.

Учитывая эти данные, мы  предположили, 
что при дифференцировке МСК КРС на  мягком 
и  жестком субстрате у  клеток появляются отли-
чия в  структуре ФК  с  субстратом. Известно, что 
количество и  размер ФК  возрастает в  процессе 

Рис.  6. Паттерны экспрессии маркеров 
адипогенной, остеогенной и хондрогенной 
дифференцировки в МСК КРС, культиви-
рованных на  мягком (м) или жестком (ж) 
субстрате. Данные приведены в  виде ме-
дианы и разброса для 4 биологических по-
второв. В качестве референс-генов исполь-
зовали ACTB и GAPDH.

Fig. 6. Expression patterns of  adipogenic, 
osteogenic and chondrogenic differentiation 
genes in bovine MSCs cultured on soft or stiff 
substrates. Data are present as  a  median ± 
range for 4  biological replicates. ACTB and 
GAPDH were used as reference genes.ACA
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Рис. 7. Морфология МСК КРС, культивируемых на мягком и жестком субстрате. Окраска ализариновым красным 
для остеогенной дифференцировки (a, d), суданом черным для адипогенной дифференцировки (b, e), альциановым 
синим для хондрогенной дифференцировки (c, f). Масштабный отрезок 50 мкм.

Fig. 7. Bovine MSC morphology in differentiation on stiff and soft substrates. Staining with Alizarin red for osteogenic commitment 
(a, d), Sudan black for adipogenic commitment (b, e) and Alcyan blue for chondrogenic commitment (c, f). Bar = 50 µm.
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остеогенной дифференцировки [19, 20] и уменьша-
ется в процессе адипогенной [21]. В этом механиз-
ме присутствует петля обратной связи: многочис-
ленные и  плотные ФК  стимулируют остеогенез, 
тогда как разреженные и мелкие ФК (или их отсут-
ствие) необходимы для адипогенеза [22, 23]. Таким 
образом, нами показано, что при культивировании 
МСК КРС на мягком и жестком субстрате паттер-
ны их дифференцировки различаются, причем раз-
ница обусловлена морфологическими параметра-
ми ФК и структур актинового цитоскелета, отвеча-
ющих за механическое натяжение.

Полученные результаты могут быть исполь-
зованы для разработки модели направленной 
дифференцировки МСК при помощи изменения 
жесткости субстрата в  отсутствие дополнитель-
ных биохимических стимулов.
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Abstract‒The article describes the change in the structures of the actin cytoskeleton and the parameters 
of  focal adhesions during three major mesoderm lineage commitments (adipocytes, osteocytes and 
chondrocytes) of bovine mesenchymal stem cells. It was shown that the cultivation of mesenchymal stem 
cells on a rigid substrate is a favorable factor for osteogenesis due to an increase in the size and number 
of focal adhesions, as well as  the number of actin cytoskeleton structures responsible for mechanical 
tension. Cultivation of cells on a soft substrate stimulates both adipogenesis and chondrogenesis due 
to restructuring the actin cytoskeleton responsible for mechanical tension, as well as reducing the size, 
number and location of  focal adhesions. These data establish a  relationship between matrix rigidity, 
cytoskeletal structure and preferred directions of differentiation of mesenchymal stem cells..
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