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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ПРОДУКЦИИ РАСТВОРИМЫХ ФАКТОРОВ 
МЕЗЕНХИМАЛЬНЫМИ СТВОЛОВЫМИ КЛЕТКАМИ ПЛАЦЕНТАРНО-

ПУПОВИННОГО КОМПЛЕКСА, ЖИРОВОЙ ТКАНИ И КОСТНОГО МОЗГА

ГУ «Минский НПЦ хирургии, трансплантологии и гематологии», г. Минск, Беларусь

Целью данного исследования являлась оценка продукции цитокинов и факторов ро-
ста (IL-6 (interleukin-6, интерлейкин-6), HGF (hepatocyte growth factor, фактор роста ге-
патоцитов), NGF (nerve growth factor, фактор роста нервов), VEGF-А (vascular endothelial 
growth factor A, фактор роста эндотелия сосудов А), MCP-1 (monocyte chemotactic 
protein-1, моноцитарный хемоаттрактантный протеин-1), sVCAM-1 (soluble vascular 
cell adhesion molecule-1, растворимая молекула адгезии сосудистых клеток-1), MCP-3 
(monocyte chemotactic protein 3, моноцитарный хемоаттрактантный протеин-3), sICAM-1 
(soluble intercellular adhesion molecule-1, растворимая молекула межклеточной адгезии-1, 
TGFβ (transforming growth factor beta, трансформирующий фактор роста бета), P-selectin 
(P-selectin, Р-селектин) и E-selectin (Е-selectin, Е-селектин)) в супернатантах культур ме-
зенхимальных стволовых клеток (МСК), полученных из тканей плацентарно-пуповинно-
го комплекса (децидуальной ткани, хориальной пластинки, ворсинок хориона, амниотиче-
ской мембраны и пупочного канатика), жировой ткани и костного мозга. Установлено, что 
МСК, полученные из различных тканевых источников, значительно отличаются по уров-
ням секреции продуцируемых ростовых факторов и цитокинов. Полученные результаты 
обосновывают выбор оптимального тканевого источника для получения биомедицинских 
клеточных продуктов на основе МСК человека с улучшенными целевыми свойствами для 
повышения регенераторного и противовоспалительного эффекта клеточной терапии.

Ключевые слова: мезенхимальные стволовые клетки, плацентарно-пуповинный 
комплекс, жировая ткань, костный мозг, растворимые факторы

Введение

МСК считаются одним из наиболее пер-
спективных типов клеток для применения 
в клеточной терапии. Характеристики, ко-
торые демонстрируют высокий терапевти-
ческий потенциал МСК, включают потен-
циал к множественной дифференцировке, 
способность секретировать факторы роста, 
которые могут стимулировать рост клеток 
и восстановление тканей; функцию имму-
номодуляции и иммуносупрессии; ограни-
ченную экспрессию главного комплекса ги-
стосовместимости II и костимулирующих 
молекул. МСК разного происхождения от-

личаются по секреции различных факторов 
роста и цитокинов, таких как HGF, TGF-β, 
IL-6, VEGF-A, MCP-1, MCP-3, sVCAM-1, 
NGF, sICAM-1, E-selectin и другие, которые 
играют важную роль не только в иммуномо-
дуляции, но и в стимуляции пролиферации 
клеток, дифференцировки, роста и восста-
новления тканей [1–2].

HGF является важным фактором, кото-
рый не только способствует росту клеток, 
морфогенезу и регенерации тканей [3], но 
также играет регуляторную роль в индук-
ции толерогенных дендритных клеток и ре-
гуляторных Т-клеток [4]. МСК секретируют 
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VEGF-A, который играет ключевую роль 
в ангиогенезе (образовании новых крове-
носных сосудов) и регенерации тканей. 
Исследования показали, что МСК могут 
способствовать ремоделированию сосудов 
и ускорять восстановление тканей за счёт 
увеличения продукции данного фактора ро-
ста. При определённых условиях, таких как 
воздействие воспалительных стимулов или 
взаимодействие с иммунными клетками, 
МСК могут продуцировать IL-6. Уровень 
секреции IL-6 зависит от источника изоля-
ции МСК, условий их культивирования и 
микросредовых сигналов [5, 6].

В то время, как МСК продемонстри-
ровали свою способность подавлять про-
дукцию IL-6 иммунными клетками, таки-
ми как макрофаги и Т-клетки, посредством 
паракринной сигнализации и иммуномоду-
лирующих механизмов, было также пока-
зано, что IL-6, полученный из МСК, сти-
мулирует или модулирует активность дру-
гих иммунных клеток, тем самым влияя на 
эндогенные уровни IL-6 [7]. Перемещение 
МСК в кровотоке и трансэндотелиальная 
миграция являются одним из важнейших 
этапов хоуминга. Молекулы адгезии игра-
ют важную роль в миграции МСК. Иссле-
дования с блокированием интегринов и но-
каутированием генов подтвердили, что ми-
грация МСК связана с их взаимодействи-
ем с интегринами и селектинами. МСК 
секретируют молекулы адгезии, включая 
VCAM-1 и sICAM-1 [8].

Было показано, что МСК способны 
мигрировать в воспалённые ткани в ответ 
на сигналы хемокинов и хемокиновых ре-
цепторов, которые индуцируются при вос-
палительных состояниях [9]. MCP-1 уча-
ствует в миграции МСК в повреждённую 
ткань. Показано, что MCP-1 способствует 
привлечению моноцитов к месту воспале-
ния [10]. Всё больше данных свидетель-
ствует о том, что NGF влияет на выжива-
емость МСК, их дифференцировку и даже 
на их способность модулировать иммун-
ную систему [11].

В настоящем исследовании представле-
ны результаты сравнительного анализа се-

креции факторов роста и цитокинов МСК, 
полученных из плацентарно-пуповинного 
комплекса, жировой ткани и костного моз-
га, свидетельствующие о том, что тканевое 
происхождение МСК влияет на уровень 
продукции клетками растворимых факто-
ров, может оказывать существенное влия-
ние на противовоспалительный и регенера-
торный потенциал клеток и должно учиты-
ваться при клиническом применении.

Материал и методы исследования

Объектом исследования являлись су-
пернатанты культур МСК, выделенных из 
образцов плаценты (n=21), жировой ткани 
(n=21) и костного мозга (n=21).

Образцы плацент получали от здоро-
вых обследованных рожениц, которым 
было проведено родоразрешение методом 
кесарева сечения, подписавших информи-
рованное согласие на участие в исследо-
вании. Основаниями для забора плаценты 
являлись отрицательные результаты об-
следования рожениц на наличие инфекций 
(вирусные гепатиты, цитомегаловирусная 
инфекция, ВИЧ, сифилис, токсоплазмоз) 
и отсутствие онкологических заболеваний. 
Промежуток времени от момента забора 
до выделения клеток составлял не более 
6 часов. МСК из децидуальной ткани, хо-
риальной пластинки, ворсинок хориона и 
амниотической мембраны выделяли путём 
расщепления тканей раствором ферментов 
0,1% коллагеназы I типа и диспазы 5 мг/
мл. Из пупочного канатика клетки полу-
чали методом эксплантации механически 
гомогенизированных фрагментов ткани в 
культуральные флаконы в среде для куль-
тивирования клеток.

Жировую ткань для изоляции МСК 
получали в ходе операции мультиорган-
ного забора от донора с констатированной 
смертью мозга и бьющимся сердцем. Вы-
деление клеток проводили путём обработ-
ки фрагмента жировой ткани равным объ-
ёмом 0,06% раствора коллагеназы I типа с 
последующей нейтрализацией и отмывкой 
центрифугированием. Костный мозг по-
лучали от здоровых доноров гемопоэти-
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ческих стволовых клеток, подписавших 
информированное согласие. Мононукле-
арные клетки костного мозга выделяли 
по общепринятой методике на градиенте 
плотности Histopaque-1077.

Подсчёт мононуклеарных клеток про-
водили по стандартной методике с уксус-
ной кислотой, подкрашенной метилено-
вым синим. Клеточные культуры исследо-
вали на универсальном инвертированном 
микроскопе («Micros» (Австрия) и «Nikon» 
(Япония)) с применением методов фазо-
вого контраста. Жизнеспособность кле-
ток определяли общепринятым методом 
по исключению трипанового синего. Для 
идентификации МСК методом проточной 
цитофлуориметрии использовали следу-
ющую панель моноклональных антител: 
CD45 PC7, CD34 APC, CD105 PE, CD90 
FITC, CD13 PE, CD9 FITC, CD44 PE, CD31.

Для оценки продукции растворимых 
факторов использовали кондициониро-
ванную среду МСК 2-го пассажа. Опреде-
ление концентрации продуктов секреции 
МСК проводили на анализаторе Luminex 
200 мультиплексным анализом с исполь-
зованием магнитных частиц в составе на-
боров Milliplex MAP Kit (Merck KGaA, 
Германия) в соответствии с инструкцией 
производителя.

Стерильность клеточных продуктов 
определяли на автоматизированном ана-
лизаторе BacT/ALERT 3D (Франция) с ис-
пользованием факультативно-анаэробных 
сред на основе триптиказо-соевого бу-
льона. В ходе исследования проводилось 
тестирование на анаэробную и аэробную 
флору, а также грибковые инфекции. Во 
всех случаях были получены отрицатель-
ные результаты.

Анализ результатов исследования 
проведены с использованием программы 
STATISTICA (Version 10, StatSoft Inc.), 
Microsoft Office и Microsoft Excel. Параме-
тры раcпределения количественных пере-
менных, которое было отличным от нор-
мального, представлены медианой с 25% 
и 75% квартилями. Для анализа сравнения 
были применены непараметрические ме-

тоды: для сравнения в трёх и более груп-
пах использовали Kruskal — Wallis test, а 
для анализа сравнения двух независимых 
групп по одной количественной перемен-
ной использовали U-тест Mann — Whitney.

Результаты исследования

Ключевым механизмом реализации 
биологических эффектов МСК в организ-
ме является секреция различных факторов 
роста и цитокинов. В качестве факторов 
роста выступают сигнальные молекулы, 
регулирующие рост, пролиферацию и диф-
ференцировку клеток. Цитокины пред-
ставляют собой низкомолекулярные бел-
ки, отвечающие за коммуникацию между 
клетками, включая иммунный ответ. МСК 
из различных источников показали значи-
тельные различия в уровнях секреции про-
дуцируемых ростовых факторов и цитоки-
нов. В исследовании дана сравнительная 
оценка уровней продукции HGF, TGF-β, 
IL-6, VEGF-A, MCP-1, MCP-3, sVCAM-1, 
NGF, sICAM-1, P-selectin, и E-selectin раз-
личными популяциями МСК.

HGF — гепатоцитарный фактор роста, 
известный своей ролью в ангиогенезе, по-
давлении фиброза, клеточной пролифера-
ции и иммуномодуляции, играет важную 
роль в терапевтическом потенциале МСК, 
особенно в регенеративной медицине. 
В  супернатантах культур МСК, выделен-
ных из плацентарно-пуповинного комплек-
са, жировой ткани и костного мозга реги-
стрировались существенные различия меж-
ду уровнями продукции HGF (р=0,0000, 
Kruskal — Wallis test). Наиболее высокие 
концентрации HGF определялись в образ-
цах супернатантов культур МСК, выделен-
ных из ворсинок хориона и хориальной 
пластинки, по сравнению с МСК, получен-
ными из других тканей (рисунок 1).

Цитокины, секретируемые МСК, игра-
ют жизненно важную роль в процессе ан-
гиогенеза, опосредованного МСК [12]. Из-
вестно, что HGF играет важную роль в регу-
ляции процессов ангиогенеза посредством 
индукции экспрессии VEGF-А. Однако в 
нашем исследовании при оценке уровней 
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продукции VEGF-А было установлено, что 
наиболее высоким уровнем секреции дан-
ного фактора роста характеризовались МСК 
из костного мозга и жировой ткани, а не 
МСК, полученные из тканей плацентарно-
пуповинного комплекса человека (р=0,0000, 
Kruskal — Wallis test) (рисунок 2).

IL-6 является одним из важнейших 
плейотропных цитокинов, который влия-
ет на пролиферацию, миграцию и диффе-
ренцировку МСК, играет ключевую роль 
в модуляции иммунного ответа, регуля-
ции воспаления и различных физиологи-
ческих процессах в организме. В нашем 
исследовании наиболее высоким уровнем 
продукции IL-6 из тканей плацентарно-
пуповинного комплекса характеризова-
лись МСК, полученные из хориальной 
пластинки (3779,75 [2118,53; 10000] пг/
мл), которые по данному показателю ста-
тистически значимо превосходили анало-
гичные показатели для МСК из дециду-
альной ткани и амниотической мембраны 
(1907,24 [148,48; 20928,38] пг/мл; р=0,049 
и 1281,96 [525,84; 5623,44] пг/мл; р=0,002 
соответственно). По уровню продукции 
данного цитокина МСК из хориальной 
пластинки также превосходили МСК кост-
ного мозга 1902,31 [1048,22; 2454,05] пг/
мл (р=0,000005) и жировой ткани 2020,05 
[449,01; 3148,42] пг/мл (р=0,0008). Анало-

гичные результаты получены и для МСК из 
ворсинок хориона, которые характеризова-
лись высокими уровнями продукции IL-6 
(3833,05 [878,82; 10143]  пг/мл) и по дан-
ному показателю превосходили МСК из 
костного мозга и жировой ткани (1902,31 
[1048,22; 2454,05] пг/мл; р=0,002 и 2020,05 
[449,01; 3148,42]; р=0,005 соответственно).

sICAM-1 представляет собой циркули-
рующую форму межклеточной адгезион-
ной молекулы-1, её взаимодействие с МСК 
имеет важное значение в реализации меха-
низмов как воспалительного ответа, так и 
регенерации. При стимуляции провоспа-
лительными медиаторами межклеточная 
адгезионная молекула способствует моби-
лизации и трансэндотелиальной миграции 
циркулирующих клеток в поврежденные 
ткани. В нашем исследовании МСК из тка-
ней плацентарно-пуповинного комплекса 
по уровню продукции sICAM-1 не имели 
статистически значимых различий, проду-
цировали данную биоактивную молекулу 
в сопоставимых концентрациях (от 50310 
[4577; 350000] пг/мл до 65492 [13750; 
350000] пг/мл) за исключением МСК пу-
почного канатика, уровень продукции в 
которых был в 3 раза выше (172513 [6505; 
2191988] пг/мл). В образцах супернатантов 
культур МСК из жировой ткани и костно-
го мозга регистрировались низкие уровни 

Рисунок 1 — Уровень секреции 
HGF в образцах супернатантов 
МСК, выделенных из тканей 

плацентарно-пуповинного комплекса, 
жировой ткани и костного мозга

Рисунок 2 — Уровень секреции 
VEGF-А в образцах супернатантов 

МСК, выделенных из тканей 
плацентарно-пуповинного комплекса, 

жировой ткани и костного мозга
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секреции данной молекулы межклеточной 
адгезии (11539 [4832; 357258] пг/мл и 6817 
[3928; 350000] пг/мл соответственно).

В исследовании дана оценка секреции 
хемокинов, которые участвуют в хоуминге 
МСК. MCP-3 играет роль в миграции МСК 
в очаг повреждения при реализации регене-
раторных эффектов. В нашем исследовании 
наиболее высокий уровень MCP-3 продуци-
ровали МСК, полученные из пупочного ка-
натика по сравнению с МСК из других ис-
точников, в то время как самые низкие кон-
центрации регистрировались в супернатан-
тах МСК из костного мозга и жировой ткани 
(р=0,0000, Kruskal — Wallis test) (рисунок 3).

Ещё одной важной сигнальной моле-
кулой, секретируемой МСК и играющей 
значительную роль в реализации их им-
муномодулирующих эффектов, является 
MCP-1. Нами регистрировались для всех 
исследованных типов МСК сопоставимые 
значения продукции данной биоактивной 
молекулы, за исключением МСК из костно-

го мозга, для которых определялись наибо-
лее низкие концентрации MCP-1 (3149,14 
[2212,69; 7966,01] пг/мл) (таблица 1).

Нейротропное действие МСК является 
важным свойством, понимание механизмов 
которого представляется значимым для раз-
вития новых направлений регенеративной 
медицины, направленных на восстановление 
в первую очередь повреждённых тканей го-
ловного мозга. В нашем исследовании уста-
новлено, что МСК из жировой ткани харак-
теризовались наиболее высоким уровнем 
секреции NGF по сравнению с МСК, выде-
ленным из тканей плацентарно-пуповин-
ного комплекса и костного мозга (р=0,0007, 
Kruskal — Wallis test) (рисунок 4).

Селектины играют ключевую роль в 
перемещении МСК к очагам воспаления и 
повреждения. В нашем исследовании по-
казатели продукции P-selectin для МСК, 
выделенных из костного мозга, характери-
зовались самыми высокими значениями — 
47467 [30352; 57670] пг/мл, в то время как в 

Рисунок 3 — Уровень секреции 
MCP-3 в образцах супернатантов 

МСК, выделенных из тканей 
плацентарно-пуповинного комплекса, 

жировой ткани и костного мозга

Таблица 1 — Уровень секреции MCP-1 в культурах МСК из плацентарно-пуповинного 
комплекса и жировой ткани по отношению к МСК из костного мозга

Тип ткани Уровень секреции MCP-1, пг/мл Уровень значимости, р
Децидуальная ткань 7479,97 [753,97; 9325,49] 0,049
Амниотическая мембрана 7887,18 [539,17; 9249,06] 0,02
Хориальная пластинка 7769,88 [2311,96; 9602,10] 0,046
Пупочный канатик 8616,42 [4015,76; 10869,93] 0,0004

Рисунок 4 — Уровень секреции 
NGF в образцах супернатантов 
МСК, выделенных из тканей 

плацентарно-пуповинного комплекса, 
жировой ткани и костного мозга
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супернатантах культур МСК из децидуаль-
ной ткани наблюдались самые низкие значе-
ния — 32617 [29084; 49697] пг/мл (р=0,01).

Немаловажным фактором, участвую-
щим в биологических процессах, включая 
регуляцию пролиферации клеток, диффе-
ренцировку, миграцию и продукцию внекле-
точного матрикса, является TGF-β. В нашем 
исследовании уровни секреции E-selectin и 
TGF были сопоставимы для культур МСК, 
полученных из различных источников.

Обсуждение

Полученные нами данные согласуются 
с результатами исследования Du W.J. et al., 
которые показали, что концентрация HGF в 
супернатантах МСК, полученных из перина-
тальных тканей значительно выше (для МСК 
плацентарных тканей — 9466 пг/мл; пупоч-
ного канатика — 7694  пг/мл), чем в МСК, 
полученных из взрослых тканей (МСК из 
костного мозга — 119 пг/мл; МСК из жиро-
вой ткани — 1589 пг/мл) (n=3, p <0,05) [13].

Du W.J. et al. также сообщали, что МСК, 
полученные из ворсинок хориона, секрети-
ровали высокие концентрации sVCAM-1 и 
демонстрировали терапевтический анги-
огенез у мышей с ишемией задних конеч-
ностей. Эти исследования указали на воз-
можную корреляцию между более высокой 
экспрессией sVCAM-1 на МСК и более 
высокой проангиогенной активностью. 
Также было показано, что МСК с более 
высокой экспрессией sVCAM-1 обладают 
более выраженным паракринным эффек-
том [13]. В нашем исследовании МСК из 
хориальной пластинки и ворсинок хори-
она также демонстрировали более высо-
кие уровни секреции sVCAM-1, которые 
составили 29491 [16543; 119806] пг/мл и 
26761 [14748; 108798] пг/мл соответствен-
но. Для культур МСК из децидуальной тка-
ни, амниотической мембраны, пупочного 
канатика, жировой ткани и костного мозга 
концентрации молекулы клеточной адге-
зии были сопоставимы.

Amable et al. продемонстрировали, 
что МСК жировой ткани (620,7±49,4 пг/
мл), костного мозга (697,6±232,8 пг/мл) и 

Вартонового студня пупочного канатика 
(4001,0±1484,1 пг/мл) секретировали вы-
сокие концентрации IL-6, однако наиболее 
высокий уровень продукции данного ци-
токина наблюдался в супернатантах МСК 
Вартонового студня пупочного канатика 
[14]. Nasir G.A. et al. продемонстрировали, 
что совместное введение мышам МСК из 
костного мозга с IL-6 гораздо более эффек-
тивно в терапии фиброза печени, по срав-
нению с введением одних только МСК [15]. 
Исходя из полученных результатов можно 
предположить, что МСК, полученные из 
хориальной пластинки и ворсинок хориона, 
будут наиболее подходящими кандидатами 
для терапии заболеваний печени, посколь-
ку эти клетки секретируют более высокие 
концентрации HGF, sVCAM-1 и IL-6.

По данным исследования Du W.J. et al. 
уровень секреции MCP-1 сопоставим для 
МСК, полученных из костного мозга и жи-
ровой ткани, что также не противоречит 
нашим результатам.

Amable et al. показали в своём исследо-
вании, что МСК, изолированные из жировой 
ткани, секретировали более высокий уро-
вень фактора TGF-β по сравнению с МСК 
из костного мозга. В нашем исследовании 
концентрации TGF-β были сопоставимы 
для культур клеток, полученных из всех ис-
следуемых тканей, что может быть связано 
с условиями их культивирования [14].

По данным Du W.J. et al. концентра-
ции VEGF в супернатантах культур МСК 
из костного мозга, плаценты и амниотиче-
ской мембраны существенно превышали 
аналогичные показатели для МСК пупоч-
ного канатика [13]. В нашем исследовании 
МСК, изолированные из пупочного кана-
тика, секретировали более высокий уро-
вень VEGF-А по сравнению с МСК амнио-
тической мембраны, однако статистически 
значимых различий не наблюдалось. Раз-
личия между нашими результатами и дан-
ными других исследователей может быть 
связано с методологическими различиями 
выделения и культивирования МСК.

Несмотря на наличие опубликованных 
исследований [9, 13, 14], сравнивающих 
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фенотипические и функциональные ха-
рактеристики МСК различного происхож-
дения, результаты не позволяют в полной 
мере охарактеризовать особенности се-
креции растворимых факторов в зависи-
мости от тканевого происхождения МСК. 
На основании данных нашего исследова-
ния можно предположить, что МСК, вы-
деленные из амниотической мембраны, 
будут стимулировать регенерацию тканей, 
подавляя воспаление и предотвращая им-
мунное отторжение после трансплантации 
органов. МСК из децидуальной ткани мо-
гут быть рекомендованы для лечения за-
болеваний солидных органов благодаря 
их иммуномодулирующим свойствам, а 
также их способности к восстановлению 
тканей. Преимущественная продукция та-
ких растворимых факторов, как sICAM-1, 
MCP-1, MCP-3, NGF МСК пупочного ка-
натика свидетельствует о перспективности 
данного типа клеток для восстановления 
сердечной ткани, регенерации печени и 
лечения неврологических заболеваний по 
сравнению с клетками из других источни-
ков. МСК костного мозга применяются для 
снижения иммуносупрессии и улучшения 
функции трансплантата после трансплан-
тации, используя их противовоспалитель-
ные и иммуномодулирующие свойства 
для повышения иммунной толерантности. 
МСК жировой ткани могут применяться 
для терапии заболеваний печени и почек, а 
также неврологических заболеваний.

Заключение

В данном исследовании на основании 
сравнительного анализа установлены су-
щественные различия в секреции раство-
римых факторов МСК различного про-
исхождения. Было показано, что МСК, 
выделенные из хориальной пластинки и 
ворсинок хориона, характеризовались наи-
более высокой продукцией HGF, sVCAM-1 
и IL-6, по сравнению с МСК из других 
источников. Также следует отметить, что 
клетки из плацентарно-пуповинного ком-
плекса показали более высокие концентра-
ции секреции MCP-1, MCP-3 и sICAM-1, в 

отличие от МСК, полученных из костного 
мозга и жировой ткани, которые продуци-
ровали высокие концентрации VEGF-А. 
Уровни секреции E-selectin и TGF были 
сопоставимы для культур МСК различно-
го происхождения. Полученные данные о 
цитокин-продуцирующих свойствах МСК 
плацентарно-пуповинного комплекса, жи-
ровой ткани и костного мозга могут быть 
использованы в регенеративной медицине 
для получения биомедицинских клеточных 
продуктов с заданными целевыми свой-
ствами, предназначенных для восстанов-
ления различных типов тканей организма.
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