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Данные о выделении мезенхимальных стромальных (стволовых) клеток (МСК) из периферической кро�
ви, мобилизованной гранулоцитарным колониестимулирующим фактором (G�CSF) с использованием
обычных методов культивирования клеток, спорны и противоречивы. Методы обогащения, такие как
выделение CD133�положительной фракции клеток, увеличивают процент успеха. CD271 – это извест�
ный маркер для выделения МСК из костного мозга. В проведенном исследовании мы выясняли, можно
ли, используя обогащение CD271, достичь большего выхода при выделении МСК из G�CSF�мобилизо�
ванной периферической крови. Пять образцов G�CSF�мобилизованной периферической крови были со�
браны с контейнеров, оставшихся после трансплантации костного мозга. Пять образцов костного мозга
использованы в качестве контроля. Из того и другого источника отобрали мононуклеарные клетки
(МНК), которые затем подвергали магнитной сортировке для получения фракции CD271�положитель�
ных клеток. Выделенные клетки культивировали, а затем с помощью проточной цитометрии и анализа
дифференцировочного потенциала определяли, соответствуют ли они характеристикам МСК. Оказа�
лось, что CD271�положительная порция G�CSF�мобилизованной периферической крови не дала ожи�
даемого результата, в то время как клетки, выделенные из костного мозга, успешно формировали коло�
нии МСК. Хотя по содержанию CD271+�клеток образцы МНК из костного мозга и из G�CSF�мобили�
зованной периферической крови не различались, в CD271�положительной фракции, выделенной из G�
CSF�мобилизованной периферической крови, уровень гемопоэтических маркеров CD45, CD34 и CD133
был выше, чем в МНК из костного мозга. В результате показано, что обогащение CD271 не влияет на
результаты процедуры выделения МСК из G�CSF�мобилизованной периферической крови. В этом ис�
точнике большинство всех CD271+�клеток имеют гемопоэтическое происхождение, а частота встреча�
емости МСК настолько низка, что, по�видимому, почти все они теряются в процессе выделении. В этом
и заключается причина неудач. 

Ключевые слова: CD271, мезенхимальные стромальные клетки, мезенхимальные стволовые клетки,
гранулоцитарный колониестимулирующий фактор, мобилизованная периферическая кровь. 
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(MSCs) from granulocyte colony stimulating factor mobilized peripheral blood (G�CSF�mobilized PB) using
regular culturing techniques are controversial. Enrichment techniques such as CD133 isolation have increased
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Мультипотентные мезенхимальные стромаль�
ные клетки (МСК), ранее называемые мезенхи�
мальными стволовыми клетками, – это мультипо�
тентные клетки, характеризующиеся легкостью
культивирования in vitro и обладающие способно�
стью дифференцироваться в различные типы кле�
ток, такие как адипоциты, остеоциты, хондроциты,
гепатоциты и нейральные клетки [1]. Эти клетки
можно получить из разных источников, например,
из жировой ткани [2], пуповины [3] или пульпы зу�
ба [4], но основным источником для выделения
МСК служит костный мозг. Показано, что клетки
из разных источников обладают разными способ�
ностями к росту и возможностями дифференци�
ровки. Также имеются некоторые данные о выде�
лении МСК из периферической крови, однако
лишь в следовых количествах [5]. Наши знания о
МСК периферической крови очень ограничены.
Не вполне ясны их происхождение и дальнейшая
судьба. Кроме того, основное препятствие – это
очень низкое содержание МСК в периферической
крови [6].

Как правило, в периферической крови можно
обнаружить лишь следовые количества гемопоэти�
ческих стволовых клеток, если же их много, то та�
кое состояние считается отклонением от нормы.
Однако гемопоэтические стволовые клетки могут
мигрировать в периферическую кровь при некото�
рых воздействиях. Один из способов, обычно ис�
пользующихся для перевода (мобилизации) гемо�
поэтических стволовых клеток из костного мозга в
периферическую кровь, – введение гранулоцитар�
ного колониестимулирующего фактора (G�CSF).
Может ли G�CSF подобным же образом вызывать
мобилизацию МСК, пока непонятно. В одних ис�
следованиях выявлена миграция МСК из костного
мозга в систему периферического кровообращения
под воздействием G�CSF [5], в других нет. Так,
Вилларон (Villaron) и др. [7] показали, что после
трансплантации костного мозга с G�CSF�транс�

плантатами в периферической крови пациента
присутствуют МСК, происходящие от реципиен�
та; тогда как другие авторы [8, 9] приводят проти�
воположные результаты, утверждая, что некото�
рые мультипотентные клетки, сходные с МСК
костного мозга и обнаруживаемые после транс�
плантации в периферической крови, происходят
от донора. Лунд (Lund) и др. [5] показали, что G�
CSF�мобилизованная периферическая кровь со�
держит малые количества фибробластоподоб�
ных клеток, которые способны формировать ко�
лонии наподобие МСК (эти клетки называются
“колониеобразующие единицы фибробластов”,
КОЕ�Ф или CFU�F). Однако в других работах
изоляция МСК из G�CSF�мобилизованной пе�
риферической крови едва удавалась. В этих слу�
чаях низкий выход, возможно, обусловлен не�
верно выбранной методологией выделения,
очистки и культивирования МСК [6]. Кэсис
(Kassis) и др. [10] наблюдали, что из образцов
мобилизованной периферической крови взрос�
лых здоровых доноров, получавших G�CSF, мож�
но выделить веретенообразноподобные клетки
при помощи фибриновых микрошариков. Эти
клетки могут экспрессировать поверхностные
маркеры МСК, а также дифференцироваться в
остеобласты, хондроциты и клетки жировой ткани
(адипоциты), в то время как число клеток, при�
крепляющихся к пластику, было незначитель�
ным во всех образцах. Другая группа исследовате�
лей использовала метод положительной селекции
для выделения МСК из G�CSF�мобилизованной
периферической крови, на этот раз с использова�
нием маркера CD133 [11].

Квайрици (Quirici) с соавт. [12] показали, что
антитела к низкоаффинному рецептору фактора
роста нервов (low�affinity nerve growth factor recep�
tor, LNGFR, также называемому CD271, который
относится к низкоаффинным рецепторам нейро�
трофинов и к суперсемейству рецепторов фактора

the success rates. CD271 is a well�known marker for enrichment of MSCs from bone marrow (BM). In the
present study, we aimed to find out whether CD271 enrichment can help isolation of MSCs from G�CSF�mo�
bilized PB. Five G�CSF�mobilized PB samples were collected from the remnant parts of the bags used for BM
transplantation. Five BM samples were used as the control. Mononuclear cells (MNCs) from both resources
were collected and underwent magnetic sorting for CD271�positive cells. The isolated cells were cultured, un�
dergoing flowcytometry and differentiation assays to determine if they fulfill MSCs characteristics. CD271�
positive portion of G�CSF�mobilized PB did not yield any cell outgrowth but the BM counterpart could suc�
cessfully form MSC colonies. Although the percentage of CD271+ cells showed no difference between BM�
MNCs and G�CSF�mobilized PB�MNCs, hematopoietic markers such as CD45, CD34 and CD133 composed
a higher percentage of CD271�positive cells in the G�CSF�mobilized PB group. Results obtained indicated that
CD271 enrichment does not help isolation of MSCs from G�CSF�mobilized PB. In this source, almost all of
the CD271+ cells are from hematopoietic origin and the frequency of MSCs is so low that possibly during the
process of cell isolation most of them are lost and the isolation fails.

Keyword: CD271, mesenchymal stromal cell, mesenchymal stem cell, granulocyte colony�stimulating factor,
mobilized peripheral blood.
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некроза опухоли) способны окрашивать МСК кост�
ного мозга. Изолированные CD271+ МСК костного
мозга обладали большими пролиферативными
способностями в сравнении с МСК, выделенны�
ми методом адгезии на пластике. Сейчас CD271
считается важным маркером, используемым для
получения обогащенных МСК фракций костного
мозга [13]. В проведенной работе мы попытались
получить МСК из G�CSF�мобилизованной пери�
ферической крови путем выделения CD271�по�
ложительных клеток.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Сбор образцов G�CSF�мобилизованной пери�
ферической крови. Процесс мобилизации крови
представляет собой введение инъекций G�CSF
(Neupogen®, “Amgen Inc.”, США) из расчета
10 мг/кг в течение 5 сут. После этого мононуклеар�
ные клетки (МНК) отделяли от полиморфноядер�
ных клеток и собирали с использованием клеточно�
го сепаратора (COBE Spectra Apheresis System с про�
граммным обеспечением версии 6.1 PBSC, Gambro
BCT, “Lakewood”, США).

Пять образцов для исследования получали из
отходов, остающихся после процедуры транс�
плантации стволовых клеток из периферической
крови. Использование в исследовательских целях
образцов из отходов человеческого происхожде�
ния – без установления личности донора и без ис�
следований или манипуляций с ДНК – одобрено
Комитетом по медицинской этике Ширазского
университета (Shiraz University of Medical Scienc�
es’ Ethics Committee).

Подготовка МНК из G�CSF�мобилизованной
периферической крови для выделения МСК. Об�
разцы G�CSF�мобилизованной перифериче�
ской крови промывали и центрифугировали в
течение 10 мин при 300 × g. Клеточный дебрис
удаляли, 107 клеток ресуспендировали в свежей
среде, а затем непосредственно культивировали
либо использовали для проточной цитометрии.
Другие 107 клеток использовали для выделения
CD271�положительной фракции с дальнейшим
культивированием либо анализом методом про�
точной цитометрии.

Получение образцов костного мозга. Пять об�
разцов костного мозга объемом 2–3 мл, с добав�
лением антикоагулянта гепарина, получены от
пациентов, прошедших диагностическую аспира�
цию костного мозга, после получения докумен�
тально подтвержденного согласия. Культуры об�
разцов с нормальными результатами были вклю�
чены в настоящее исследование.

Выделение МНК из костного мозга. Костный
мозг помещали в LymphoSep (1.077 г/мл, “Biosera,
Ringmer”, Великобритания) и центрифугировали
при 450 × g в течение 25 мин. Затем МНК выделя�

ли из светлого слоя кровяного сгустка. Из поло�
вины полученных МНК выделяли CD271�поло�
жительную фракцию для дальнейшего культиви�
рования или проточной цитометрии, а другую
половину использовали для непосредственного
культивирования.

Магнитная сепарация МНК по маркеру CD271.
Полученные МНК из обоих источников прежде
всего очищали от мертвых клеток, используя для
этого специальный набор (“Miltenyi Biotec GmbH”,
Германия), чтобы снизить вероятность неспецифи�
ческого связывания антител.

Магнитная сепарация клеток была нацелена
на выделение клеток CD271+. МНК сначала по�
мечали аллофикоцианином (APC), конъюгиро�
ванным с антителами к CD271 (“Miltenyi Biotec
GmbH”, Германия), для чего 10 мкл антител до�
бавляли к 100 мкл суспензии клеток и инкубиро�
вали в холодном темном месте в течение 10 мин.
Затем целевые клетки связывали с микрошарика�
ми, конъюгированными с анти�APC антителами
(“Miltenyi Biotec”), используя 20 мкл антител на
80 мкл суспензии клеток и инкубируя смесь в хо�
лодном темном месте в течение 30 мин. Суспен�
зию клеток наносили на разделительную колонку
магнитного сепаратора MACS. Меченные маг�
нитными микрошариками клетки CD271+ задер�
живались на колонке, в то время как немеченые
клетки оказывались в проскоке. Разделенные та�
ким образом клетки использовали на следующих
этапах исследования.

Культивирование выделенных клеток. МНК,
CD271�положительные и отрицательные клетки
костного мозга либо G�CSF�мобилизованной пе�
риферической крови помещали в культуральные
флаконы без белкового покрытия в среду α�MEM,
содержащую 10% фетальной бычьей сыворотки
(ФБС), 4 мМ GlutaMAX, 100 ед./мл пенициллина и
100  мкг/мл стрептомицина (все реагенты фирмы
“Gibco/Invitrogen”, США), и культивировали в те�
чение 72 ч при 37°C в 5% CO2 при 90%�ной влажно�
сти. Неприкрепившиеся клетки и дебрис удаляли, а
к прикрепленным клеткам добавляли свежую пор�
цию среды. Среду меняли два раза в неделю до тех
пор, пока не происходило слияние клеток или не
прекращался их рост в течение 14 сут наблюдения.
Клетки пересевали, выращивали до 80%�ной кон�
флюэнтности, затем снимали обработкой трип�
син�ЭДТА (“Gibco/Invitrogen”) и пересевали на
новые флаконы. Клетки пересевали трижды, после
чего использовали для дальнейших эксперимен�
тов, включая анализ дифференцировки и исследо�
вание методом проточной цитометрии. 

Проточная цитометрия. Спектр поверхностных
маркеров МНК из костного мозга и G�CSF�мо�
билизованной периферической крови анализи�
ровали в не менее чем 106 клеток, используя метод
проточной цитометрии, стандартизованный для
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анализа редко встречающихся клеток. Мертвые
клетки исключали с помощью красителя пропи�
дий йодида (“Miltenyi Biotec”). Клетки инкубиро�
вали 10–30 мин в темноте со следующими мече�
ными антителами против клеточных маркеров че�
ловека: CD90�APC, CD271�фикоэритрин (PE),
CD271�флуоресцеин изотиоцианат (FITC),
CD271�APC, MSCA1�APC, CD34�FITC, CD133�
PE, CD56�PE, CD45�перидининхлорофилл проте�
ин (PerCP) (все “Miltenyi Biotec”) и CD146�FITC
(“BD Biosciences”, США).

Спектр поверхностных клеточных маркеров в
популяции прикрепившихся к культуральному
флакону клеток анализировали после третьего пе�
ресева, снимая клетки 0.25%�ным раствором трип�
сина с ЭДТА. Трипсин нейтрализовали ФБС�содер�
жащей средой, клетки дважды промывали фосфат�
но�солевым буфером и инкубировали 10–30 мин в
темноте со следующими антителами: CD90–FITC,
CD105�PE (“AbD Serotec”, Великобритания),
CD14�PE, CD34�FITC, CD166�PE, CD45�FITC,
CD44�PE, CD73�PE (“BD Biosciences”).

Мышиные IgG1�PE, IgG1�APC, IgG2a�FITC
(“AbD Serotec”), IgG2a�PerCP, IgG2b�FITC и
IgG2a�PE (“Miltenyi Biotec”) использовали как
контроль изотипа антител. Клетки анализирова�
ли на проточном цитофлуориметре BD FACS�
Calibur. Данные обрабатывали с использованием
программного обеспечения WinMDI.

Остеогенная дифференцировка МСК. Для ин�
дукции остеогенной дифференцировки МСК по�
сле третьего пересева снимали 0.25%�ным трипси�
ном с ЭДТА. Клетки выращивали в среде NH�os�
teoDiff Medium (“Miltenyi Biotec”) при плотности
3 × 104 клеток/мл в двухкамерных культуральных
слайдах (“BD Biosciences”) в течение 3 недель со�
гласно инструкции, дважды в неделю меняя среду
на свежую. Для подтверждения дифференцировки
после определенных морфологических изменений
клетки анализировали с помощью окрашивания
ализарином красным. Для окрашивания клетки
промывали один раз PBS, фиксировали метано�
лом в течение 10 мин и инкубировали в растворе
0.1 М ализарина красного (“Sigma”, США) в 25%�
ном растворе аммиака в течение 24 ч, после чего
однократно промывали клетки дистиллирован�
ной водой.

Адипогенная дифференцировка. Для индукции
адипогенной дифференцировки клетки после
третьего пересева снимали, как описано выше, и
выращивали в среде MesenCult с добавлением
компонентов, стимулирующих адипогенез (10%
adipogenic stimulatory supplements, среда и компо�
ненты фирмы “Stem Cell Technologies”, Канада),
при плотности 1.5 × 104 клеток/мл в двухкамер�
ных культуральных слайдах согласно инструкции
производителя. Клетки выращивали в течение
3 недель, заменяя половину среды на свежую пор�

цию в случае, если среда приобретала желтый
цвет. После того, как клетки приобретали харак�
терные морфологические признаки, их проана�
лизировали с помощью окрашивания Oil�red O.
Для окрашивания клетки фиксировали 4%�ным
формалином с добавлением 1%�ного хлорида каль�
ция в течение часа. После этого клетки выдержива�
ли в растворе Oil�red O в течение 10–15 мин, прово�
дили контрастирование обработкой 70%�ным
этанолом в течение минуты и промывали ди�
стиллированной водой. 

Статистический анализ. Для статистической
обработки данных использовали программное
обеспечение SPSS версии 19.0 для Windows
(“IBM”, США). Полученные результаты оцени�
вали с помощью критерия Краскела–Уоллиса и
точного критерия Фишера. Значение р < 0.05 рас�
сматривалось как статистически значимое.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Характеристика клеточных культур

Изначально посеянные МНК из G�CSF�моби�
лизованной периферической крови различались
как по внешнему виду, так и по размерам (рис. 1a).
С течением времени многие клетки погибали и, что
интересно, некоторые из клеток овальной или вы�
тянутой формы имели видимые границы, другие
клетки имели цитоплазматические расширения, а
иногда и несколько ядер (рис. 1б). Эта картина на�
поминает остеокластоподобные клетки, загрязня�
ющие культуры МСК пуповинной крови [14]. В
противоположность этим клеткам, МНК костного
мозга формировали типичные веретеновидные
фибробластоподобные клетки во всех 5 образцах,
за исключением нескольких округлых клеток
(рис. 1в). Эти фибробластоподобные клетки фор�
мируют однородные колонии, которые достигают
фазы слияния на 15–21 сут (рис. 1г). 

Все CD271�отрицательные клеточные культу�
ры, полученные как из G�CSF�мобилизованной
периферической крови, так и из костного мозга,
обладали одинаковым свойством – отсутствием
растущих клеток спустя 1 месяц (рис. 1д–з).
CD271+�клетки, выделенные из G�CSF мобили�
зованной периферической крови, после первого
посева отличались как по внешнему виду, так и по
размерам (рис. 1и). Через 4 недели бóльшая часть
клеток погибла, образования колоний не наблю�
далось (рис. 1к). CD271�положительные клетки,
выделенные из костного мозга, спустя 2 сут после
первого посева представляли собой прикреплен�
ные веретеновидные клетки (рис. 1л). Эти клетки
быстро росли в течение 5–6 сут, формируя одно�
родные колонии, которые покрывали дно флако�
на за 15 сут (рис. 1м). 

Таким образом, из культур всех пяти образцов
G�CSF�мобилизованной периферической крови
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всех трех ранее обозначенных категорий не уда�
лось вырастить МСК. В противоположность это�
му результату, все пять образцов как выделенных
из костного мозга CD271�положительных клеток,
так и МНК костного мозга, формировали типич�
ные культуры МСК (p = 0.008). Выделенные из
костного мозга CD271�отрицательные клетки
были не способны формировать КОЕ�Ф (табл. 1).

Анализ дифференцировки

Адипогенная дифференцировка клеток куль�
тур, способных к формированию КОЕ�Ф, под�
тверждена как морфологически, так и по резуль�
татам окрашивания. Спустя неделю после посева
на адипогенную среду в клетках обнаруживали
небольшие отдельные вакуоли, размер и количе�
ство которых увеличивались с течением времени.
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Рис. 1. Характеристика клеточных культур. a – Первоначально засеянные МНК G�CSF�мобилизованной перифери�
ческой крови (ПК) имели округлую форму, но были неоднородны как по контурам, так и размерам; б – по прошествии
месяца многие клетки погибли, но, что любопытно, некоторые приобрели овальную либо вытянутую форму и види�
мые границы, в некоторых из них заметно расширена цитоплазма, а иногда видно несколько ядер. в – Культивируе�
мые МНК костного мозга образуют типичные веретеновидные фибробластоподобные клетки; г – они формируют од�
нородные колонии, которые сливаются на 15–21 сут. д – CD271–�клеточные культуры из G�CSF�мобилизованной
ПК; е – через 1 месяц в этих клеточных линиях роста не наблюдается. ж – Выделенные из костного мозга CD271–�
клетки не дают фибробластоподобных клеток после первого посева, з – так же как и через месяц. и – Выделенные из
G�CSF�мобилизованной ПК CD271+�клетки после первого посева неоднородны по форме и размеру; к – через 4 не�
дели большинство этих клеток погибает. л – Выделенные из костного мозга CD271+�клетки через двое суток после
первого посева формируют прикрепленные веретеновидные клетки; м – клетки быстро растут 5–6 сут и образуют од�
нородные колонии, которые покрывают дно флакона за 15 сут. Обозначения: ПК – периферическая кровь; КМ –
костный мозг.

Таблица 1. Выделение мезенхимальных стромальных клеток из различных источников

Источник Успешно выделенные/общее число вы�
делений (%)

МНК G�CSF�мобилизованной периферической крови 0/5 (0%)
МНК костного мозга 5/5 (100%)
CD271+�клетки G�CSF�мобилизованной периферической крови 0/5 (0%)
CD271+�клетки костного мозга 5/5 (100%)
CD271–�клетки G�CSF�мобилизованной периферической крови 0/5 (0%)
CD271–�клетки костного мозга 0/5 (0%)
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Все они окрашивались красителем масляным
красным Oil�red O.

Самым ранним признаком дифференцировки
МСК в остеобласты считается осаждение меж�
клеточного матрикса вокруг клеток на вторую
неделю после посева. Полная дифференцировка
в остеобласты заняла 3 недели. Минерализация
подтверждена с помощью окрашивания ализа�
рином красным.

Результаты проточной цитометрии

Данные проточной цитометрии по анализу
МНК как из G�CSF�мобилизованной перифе�
рической крови, так и из костного мозга, до и
после разделения по маркеру CD271, представ�
лены в табл. 2. Проточно�цитометрический ана�
лиз фибробластоподобных клеток, полученных
из культур, производных костного мозга, пока�
зал, что эти клетки положительны по мезенхи�
мальным маркерам, таким как CD73 (98.68 ±
± 1.24%), CD105 (97.66 ± 1.93%), CD44 (100%),
CD166 (99.88 ± 0.1%), CD90 (89.28 ± 10.31%), и от�
рицательны по гемопоэтическим антигенам, та�
ким как CD45 (1 ± 0.87%), CD34 (0.91 ± 0.62%) и
CD14 (0.47 ± 0.21%) (рис. 2). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Нами была предпринята попытка выделить
мезенхимальные стволовые клетки из G�CSF�мо�
билизованной периферической крови, используя
современные технологии магнитной сортировки
клеток и их культивирования. Выделенные клет�
ки охарактеризованы методами проточной цито�
метрии и анализа дифференцировки с использо�
ванием МСК костного мозга в качестве контроля.

Присутствие МСК в костном мозге и других
источниках, таких как плацента и пуповинная
кровь, – подтвержденный факт [14, 15], но высо�
коэффективной, хорошо воспроизводимой тех�
нологии получения МСК из периферической
крови пока нет [6]. Несмотря на сообщение од�
ной группы авторов об успешном выделении
МСК из периферической крови [16], двум другим
не удалось получить даже по одной колонии рас�
тущих МСК от здоровых доноров [17, 6], а в еще
одном исследовании только в двух случаях из де�
сяти удалось выделить МСК [18]. В основном,
выход МСК при выделении из периферической
крови очень низкий, а зачастую вовсе отсутствует
[19, 20]. Кроме того, поддерживать МСК перифе�
рической крови в культуре также сложно [6].

Когда обнаружили факты, свидетельствующие о
мобилизации МСК из костного мозга в перифери�
ческую кровь под воздействием G�CSF [7], G�CSF�
мобилизованную периферическую кровь стали рас�
сматривать как новый возможный источник МСК.
Последующие исследования показали, что в образ�
цах G�CSF�мобилизованной периферической кро�
ви присутствуют фибробластоподобные клетки с
набором поверхностных маркеров, характерных
для МСК. Лунд (Lund) с коллегами выделили клет�
ки, положительные по некоторым маркерам, таким
как CD13, CD29, CD105 и CD166, и отрицательные
по CD14, CD34, CD45 и CD133. Однако оказалось,
что содержание этих клеток очень мало (0.0002%). К
тому же, МСК мобилизованной периферической
крови имели ограниченные возможности роста и
старели спустя 20–25 сут после выделения [5].
Фернандес (Fernández) и соавт. [17] заявили об
успешном выделении МСК из G�CSF�мобилизо�
ванной периферической крови у 11 из 14 пациен�
тов с раком молочной железы; однако попытки

Таблица 2. Экспрессия различных поверхностных клеточных маркеров в исследуемых клеточных популяциях*

Популяция 
клеток CD271 CD45 CD56 MSCA1 CD146 CD90 CD34 CD133

МНК костного 
мозга

1.59 ± 0.46 79.82 ± 5.72 3.17 ± 0.58 0.22 ± 0.1 2.56 ± 0.45 0.29 ± 0.22 1.86 ± 0.2 1.46 ± 0.2

CD271+�клет�
ки костного 
мозга

89.07 ± 1.21 53.81 ± 17.64 49.17 ± 2.71 1.65 ± 0.3 34.62 ± 0.51 10.51 ± 2.11 21.03 ± 1.3 15.08 ± 0.3

МНК G�CSF�
мобилизован�
ной перифери�
ческой крови 

1.5 ± 0.51 94.64 ± 1.02 12.49 ± 1.76 2.54 ± 0.4 1.12 ± 0.34 1.73 ± 0.21 5.16 ± 0.6 4.89 ± 0.2

CD271+�клет�
ки G�CSF�мо�
билизованной 
перифериче�
ской крови

88.26 ± 1.25 97.11 ± 0.41 94.79 ± 4.56 2.37 ± 0.2 44.23 ± 2.31 39.98 ± 1.51 69.3 ± 2.5 60.85 ± 2.1

* Данные проточной цитометрии представлены в процентах анализируемых клеток.
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выделения МСК из образцов, полученных от здо�
ровых доноров, полностью провалились. Имеют�
ся данные о том, что некоторые модификации в
методиках обогащения, например, последова�
тельное удаление CD6 [21], использование мето�
дов, основанных на фибриновых микрошариках
[10], или селекция на CD133 [11], могут улучшить
результат выделения МСК из G�CSF�мобилизо�
ванной периферической крови здоровых доноров.
Таким образом, появилась надежда, что иммуносе�
лекция может привести к обогащению G�CSF�мо�
билизованной периферической крови мезенхи�
мальными стромальными клетками [6]. Одним из
возможных кандидатов для этой цели может быть
CD271, который используется как маркер для вы�
деления МСК из костного мозга [11]. Выделенные
нами из всех образцов костного мозга CD271�по�

ложительные клетки могли успешно формировать
КОЕ�Ф с соответствующим набором поверхност�
ных клеточных маркеров и дифференцировочным
потенциалом, что полностью отвечает критериям
определения МСК, которые сформулированы
Международным обществом по клеточной терапии
[22]. Тем не менее, в случае G�CSF�мобилизован�
ной периферической крови образование колоний
не наблюдали ни для CD271�обогащенной порции,
ни для необогащенных образцов (p = 0.008). Полу�
ченные результаты согласуются с уже имеющи�
мися в литературе данными по CD271, подтвер�
ждая, что это действительно хороший маркер,
пригодный для выделения МСК из костного мозга
[12, 13]. Однако этот вывод не распространяется на
G�CSF�мобилизованную периферическую кровь.
Репертуар поверхностных маркеров CD271+�кле�
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Рис. 2. Проточно�цитометрический анализ успешно выделенных МНК костного мозга. a – Содержание CD271+�кле�
ток в МНК костного мозга – до и после обогащения. б – Антигенный паттерн фибробластоподобных колониеобразу�
ющих клеток, выделенных из костного мозга.
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ток, выделенных из МНК костного мозга и G�CSF�
мобилизованной периферической крови, различен.
Хотя процент CD271+�клеток среди МНК костного
мозга и G�CSF�мобилизованной периферической
крови одинаков (p = 0.9), гемопоэтические марке�
ры, такие как CD45, представлены в большем коли�
честве в G�CSF�мобилизованной периферической
крови. Это справедливо и в отношении маркеров
гемопоэтических стволовых клеток: CD34 и CD133.
Таким образом, большинство CD271+�клеток G�
CSF�мобилизованной периферической крови име�
ют гемопоэтическое происхождение и не относятся
к МСК. 

Практически полное отсутствие CD271�поло�
жительных МСК (и, видимо, любых МСК) в пе�
риферической крови означает, что мобилизация
МСК из костного мозга не очень зависит от сти�
муляции G�CSF и находится под контролем дру�
гих механизмов. Мобилизация МСК – это клю�
чевой шаг в процессе зависимой от МСК репара�
ции [23], которая включает в себя мобилизацию
МСК из места их обычного размещения, мигра�
цию в направлении поврежденных тканей и рас�
положение там. Факторы, выделяемые тканями в
случае повреждения или апоптоза, могут привле�
кать стволовые клетки в поврежденные участки,
что в дальнейшем приводит к их пролиферации,
дифференцировке и в конечном итоге замене по�
врежденных тканей [24, 25]. Существуют данные,
что взаимодействие фактора стромальных клеток
SDF�1α и C�X�C хемокинового рецептора типа 4
(CXCR4) вызывает перемещение МСК. Кроме
того, воспалительные цитокины, трансформиру�
ющий ростовой фактор β1, интерлейкин�1β и
фактор некроза опухолей TNF�α могут усиливать
экспрессию матриксных металлопротеиназ ме�
зенхимальными стромальными клетками, что
приводит к их миграции через внеклеточный мат�
рикс [26]. Эти данные могут объяснить результа�
ты, полученные Фернандес с соавт. [17], – им уда�
лось выделить МСК из образцов G�CSF�мобили�
зованной периферической крови больных раком
молочной железы в 11 случаях из 14, в то время
как в случае здоровых доноров такое выделение
не увенчалось успехом. Похоже, что мобилизация
МСК необязательно вызывается G�CSF и, что
более вероятно, происходит под воздействием хе�
мокинов, характерных для патологического ста�
туса больных раком молочной железы и отсут�
ствующих в крови здоровых людей. Можно за�
ключить, что нет убедительных доказательств
связи между МСК периферической крови и про�
цедурой лейкофереза или солидными опухолями
[6], так как имеются сообщения и об успешном [5,
17], и о безуспешном [19, 20, 27] обнаружении
МСК в периферической крови в таких условиях.
Кроме того, нами показано, что обогащение
CD271 не влияет на результативность выделения
МСК из G�CSF�мобилизованной перифериче�

ской крови – и связано это с тем, что в этом источ�
нике практически все CD271+�клетки имеют гемо�
поэтическое происхождение, а частота встречае�
мости МСК настолько низка, что в процессе
выделения большинство из них теряется. 
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