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Можливість отримувати in vitro спеціа�
лізовані клітини з некомітованих поперед�
ників є зручною моделлю для вивчення про�
цесів, які відбуваються в клітинах під час їх
спеціалізації. Здатність мультипотентних
мезенхімних стромальних клітин (МСК)
кісткового мозку (КМ) диференціюватись
у хондрогенному напрямку є одним із основ�
них шляхів спеціалізації цих клітин. 

Для дослідження процесів дозрівання
клітин хрящової тканини і синтезу ними
компонентів міжклітинної речовини було
розроблено способи моделювання утворення
хрящової тканини in vitro. Запропоновано
низку методик для хондрогенного диферен�
ціювання МСК, відмінності яких полягають
у різних складових середовища для культи�
вування та їх концентраціях [1–5]. Згідно
з переважною більшістю протоколів, хонд�
рогенне диференціювання пропонують про�
водити у вигляді тривимірних культур, зок�
рема культури мікромаси, що її утворюють
центрифугуванням попередньо розмноже�
них in vitro МСК у моношарі [6]; заселенням
клітинами декальцинованих кісток [7] або
полімерних матриксів [8, 9] тощо. Однак

для спостереження за змінами морфології
клітин у динаміці та порівняння культур
клітин з різних джерел корисним може бути
диференціювання МСК у моношарі, особли�
вості якого буде розглянуто в цій роботі. 

Для забезпечення оптимальних умов ди�
ференціювання клітини культивують за ви�
сокої щільності. Основними компонентами
середовища для хондрогенного диференцію�
вання, враховуючи дію їх на прогеніторні
клітини, є трансформуючий фактор росту β
(TGF�β) та інсуліноподібний фактор росту 1
(IGF�1). Аскорбат є допоміжною складовою
середовища і посилює дію факторів росту.
Дексаметазон в умовах in vitro забезпечує
швидку зміну експресії генів і, як наслідок, —
морфофункціональних властивостей клітин.
Для кращого розуміння вибору саме цих
компонентів для індукції хондрогенезу in
vitro далі буде більш докладно розглянуто їх
вплив на некомітовані клітини. 

Перед конденсацією прехондроцитарні
мезенхімні клітини продукують позаклітин�
ний матрикс, багатий на гіалуронан та кола�
ген типу І, а також на колаген типу ІІА.
Позаклітинний матрикс взаємодіє з молеку�
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Клітини, отримані з кісткового мозку мишей лінії FVB, дослідили на здатність до утворення ко�
лоній in vitro та встановили відсотковий вміст колонієутворювальних клітин у зразках. За рівнем
експресії поверхневих маркерів CD34, CD44, CD45, CD73, CD90, CD117, характерних для мультипо�
тентних мезенхімних стромальних клітин, досліджувані клітини відповідають показникам цих
клітин кісткового мозку дорослого організму. Проаналізовано й виокремлено основні компоненти,
необхідні для хондрогенної спеціалізації клітин in vitro. Показана можливість диференціювання
мультипотентних мезенхімних стромальних клітин в хондрогенному напрямку у вигляді моношару
in vitro . Застосовано метод комбінованого фарбування фіксованих у моношарі клітин кісткового
мозку, диференційованих у хондрогенному напрямку. Метод полягає у послідовному фарбуванні
клітин альціановим синім та сафраніном О, що дає змогу побачити межі позаклітинного матриксу та
показати, що він складається переважно із сульфатованих глікозаміногліканів, що є характерним
для хрящової тканини. 
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лами адгезії клітин, щоб активувати
внутрішньоклітинні сигнальні шляхи для
ініціації переходу від хондропрогеніторів до
хондроцитів. Молекули матриксу, такі як
фібронектин та гіалуронова кислота, зв’язу�
ють фактори росту і діють як їхні резервуа�
ри. Після зв’язування з рецепторами по�
верхні мембрани фактори росту ініціюють
сигнальний каскад регуляторних протеїнів
у клітині, що виявляється у зміні її
біологічної активності [10.]. 

Трансформуючий фактор росту β є одним
з найбільш ранніх сигналів хондрогенної
конденсації. Він стимулює синтез фібронек�
тину, який, у свою чергу, регулює N�CAM.
Синдекан — трансмембранний глікопротеїн —
зв’язується з фібронектином та пригнічує
синтез N�CAM, встановлюючи тим самим
межі конденсації [11]. 

Іn vitro TGF�β, окрім хондрогенної індук�
ції, може спричинити диференціювання
МСК в напрямку гладеньких м’язів. У чис�
ленних експериментах було виявлено за�
лежність спрямованості диференціювання
клітини від її оточення. Використовуючи
техніку мікроділянок для контролю форми
клітин та ступеня розпластування, було по�
казано, що у МСК, які адгезувалися на
мікроділянках, однак були обмежені в роз�
пластуванні, активувались гени хондрогене�
зу у відповідь на стимуляцію TGF�β, тоді як
клітини, які не були обмежені в розпласту�
ванні на субстраті, диференціювались у гла�
денькі м’язи. Таким чином, структурні
зміни в клітинах, які відбуваються упро�
довж морфогенезу, можуть відігравати без�
посередню регуляторну роль у спрямуванні
диференціювання стовбурових клітин
[11–13]. Однак тільки структурних змін бу�
ває недостатньо для кінцевого визначення
спрямованості спеціалізації клітин. Було
показано, що за відсутності TGF�β МСК in
vitro конденсуються без хондрогенного ди�
ференціювання [14].

Інсуліноподібний фактор росту 1 має
хондропротекторну дію, стимулює хондро�
цити до підвищення синтезу позаклітинного
матриксу, а також асоційований з акти�
вацією остеоцитів, оскільки є анаболічним
фактором кісток. Цей невеликий високопро�
никний протеїн з високою подібністю моле�
кулярної будови до інсуліну у високих кон�
центраціях здатен активувати рецептори
інсуліну,  доповнюючи його ефекти [15, 16]. 

Синтетичний аналог гормону кори над�
ниркових залоз — дексаметазон — має глюко�
кортикоїдну дію. Основним механізмом,
який лежить в основі біологічної активності

глюкокортикоїдів (ГК), є регуляція експре�
сії генів на транскрипційному та посттран�
скрипційному рівнях. ГК виявляють свою
біологічну активність за рахунок зв’язуван�
ня з цитоплазматичними рецепторами все�
редині клітини�мішені й регулюють тран�
скрипцію широкого спектра генів. Зокрема,
ГК є сильними інгібіторами транскрипції ге�
на колагенази [17].

Експериментально було показано, що ас�
корбат збільшує рівень експресії мРНК
хондрогенних маркерів, включаючи кола�
ген типу ІІ та агрекани в хрящі телят. Також
аскорбат збільшує рівень активності лужної
фосфатази і експресію колагену типу Х
у хондроцитах курчат. Властивість аскорба�
ту стимулювати раннє та пізнє диференцію�
вання хондроцитів пов’язано з тим, що він
є кофактором проліл� та лізилгідроксилаз
під час синтезу та секреції стабільного по�
трійного спіралеподібного колагену, а також
стимулює синтез глікозаміногліканів, які є
складовими позаклітинного матриксу [18].

Оскільки з віком потенціал клітин до ди�
ференціювання знижується, а проліфера�
ція, а отже й старіння, клітин in vitro відбу�
вається значно швидше, ніж in vivo, для
експериментальних досліджень варто вико�
ристовувати клітини ранніх пасажів (до
4–6) [12].

Метою цієї роботи було показати мож�
ливість хондрогенного диференціювання
МСК кісткового мозку мишей у моношарі,
відслідкувати морфологічні зміни клітин in
vitro, показати зміну в експресії та відкла�
данні позаклітинного матриксу комітовани�
ми клітинами. 

Матеріали і методи

Отримання культури МСК. Самців ми�
шей лінії FVB віком 4 міс (n = 10) піддавали
евтаназії шляхом цервікальної дислокації.
Стегнові кістки виділяли в стерильних умо�
вах, відмивали в 70%�му етанолі та 0,9%�му
розчині NaCl. Епіфізи кісток зрізали, за до�
помогою інсулінового шприца кістковий мо�
зок вимивали живильним середовищем
RPMI�1640 (Sigma, США) і ресуспендували
для одержання моноклітинної суспензії.
Кількість живих ядровмісних клітин підра�
ховували в камері Горяєва, з використанням
3%�го розчину оцтової кислоти з трипано�
вим синім (табл. 1). 

Клітини висаджували в культуральні
флакони Cell+ (Sarstedt, Німеччина) з розра�
хунку 0,4·106 клітин/см2 культуральної по�
верхні в повне живильне середовище, яке
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складалося з RPMI�1640 з 15% фетальної
сироватки телят (ФСТ), а також 1% L�gluta�
mine і 1% PenStrep (все — Sigma�Aldrich,
США). Середовище замінювали через 3 доби,
а потім кожні 3–4 доби до отримання моно�
шару. 

Виявлення здатності до колонієутво)
рення. Для оцінювання здатності МСК КМ
до утворення колоній отриману суспензію ви�
саджували аналогічно вищеописаній мето�
диці, однак у концентрації 0,2·106 клітин/см2

культуральної поверхні. Через 11–12 діб
клітини фіксували холодним етанолом 96°,
колонії фарбували 10%�м розчином азур�ео�
зину. Підраховували кількість колоній, які
складалися не менш як із 50 клітин. Ефек�
тивність клонування вираховували за фор�
мулою [19]:

де X — кількість отриманих колоній, Y–
кількість висаджених клітин (таблиця). 

Субкультивування клітин. Після досяг�
нення клітинами 85–90% конфлюентності
проводили субкультивування культури.
Кондиційоване середовище зливали, моно�
шар промивали 1 мМ розчином версену і до�
давали 0,05%�й розчин трипсину�версену
(Sigma�Aldrich, США) до зруйнування моно�
шару. Дію ензиму інгібували, додаючи
рівний об’єм повного живильного середови�
ща, клітини збирали центрифугуванням
при 200 g протягом 5 хв за кімнатної темпе�
ратури. Супернатант зливали, осад ресуспен�
дували в повному живильному середовищі,
кількість живих клітин підраховували в ка�
мері Горяєва за допомогою тесту з трипано�
вим синім.

Фенотипування культур клітин за мар�
керами CD34, CD44, CD45, CD73, CD90,
CD117 здійснювали з використанням моно�
клональних антитіл до мембранних антигенів
мишей, мічених флюорохромами, згідно
з рекомендаціями фірми�виробника (Becton
Dickinson, США). Вимірювання проводили
на лазерному проточному цитофлуориметрі�
сортері BD FACSAria (Becton Dickinson,
США) за допомогою програми BD FACS
Diva 6.1.

Хондрогенне дифренціювання МСК in
vitro. Для відтворення умов конденсації
клітин перед комітуванням у хондроцитар�
ному напрямку in vivo, а саме — зменшення
площі адгезії до пластику та ущільнення
міжклітинних контактів, клітини 1–3 па�
сажів культивували до отримання щільності
моношару 90–95%. 

Для індукції хондрогенезу середовище
для культивування замінювали на середови�
ще для хондрогенного диференціювання.
Для приготування такого середовища послу�
говувались описаними раніше методиками
[1, 2, 4, 5]. Основою середовища для хондро�
генного диференціювання було DMEM�HG
(Sigma, США) з 10% ФСТ, доповнене L�ас�
корбінової кислоти 2�фосфатом (50 мкг/мл),
дексаметазоном (39 нг/мл), піруватом
натрію (100 мкг/мл), TGF�β3 (10 нг/мл) та
IGF�I (100 нг/мл). Заміну середовища прово�
дили кожні 3–4 доби. Загалом клітини інку�
бували в середовищі для хондрогенного ди�
ференціювання протягом 21 доби. Під час
спрямованого диференціювання клітини
містилися в інкубаторі при температурі
37 °С, 5% СО2 і зволоженій атмосфері. 

Контрольна культура клітин перебувала
в аналогічних умовах і її культивували в
DMEM�HG з 10% ФСТ без додавання для
індукції хондрогенезу. 

Під час індукції хондрогенезу спостері�
гали за морфологічними змінами в культу�
рах, робили мікрофотографії у різні терміни
спеціалізації клітин. 

Після 21 доби культури контрольних та
експериментальних клітин промивали фос�
фатно�сольовим буфером (ФСБ), фіксували
2%�м холодним розчином формальдегіду
протягом 25–30 хв, повторно промивали
ФСБ. Зафіксований моношар клітин фарбу�
вали упродовж 30 хв при 37 °С 1%�м альціа�
новим синім у 3%�й оцтовій кислоті
(рН 2,5), який виявляє відкладання сульфа�
тованих глікозаміногліканів [20] і є специ�
фічним барвником на муцини [ 21], та про�
тягом 5 хв за кімнатної температури 0,1%�м
водним розчином сафраніну О для виявлен�
ня протеогліканів [1, 20]. Відомо, що інтен�
сивність забарвлення зразка сафраніном О
прямо пропорційна вмісту протеогліканів
у хрящовій тканині [22].

Результати та обговорення

Отримано популяції адгезивних фібро�
бластоподібних клітин з кісткового мозку
мишей. Проведено оцінювання їхньої здат�
ності до утворення колоній та ефективність
клонування (таблиця).

Розраховували значення середніх ариф�
метичних величин (М), їх середньоквадра�
тичне відхилення (σ) і похибку середньої (m).
Для визначення сили зв’язку між кількістю
вимитих з кістки моноядерних клітин та
кількістю колонієутворювальних клітин
у зразках використовували метод рангової 

= ×X
ЕК 100%,

Y
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кореляції Спірмена. Коефіцієнт кореляції
(R) становив 0,22, що свідчить про слабкий
зв’язок між цими показниками. 

Після аналізу отриманих величин було
встановлено, що вони підпорядковуються
розподілу Пуассона (рідкісні події). Так,
у середньому подія трапляється з частотою
1/40 000 (1 колонієутворювальна клітина на
40 000 ядровмісних клітин у зразку), межі
коливання становлять від 1/17 000 до
1/125 000. 

Ефективність клонування для клітин
кісткового мозку мишей у середньому стано�
вила 0,0025±0,00064%, що збігається з да�
ними літератури, згідно з якими кількість
мультипотентних клітин у кістковому моз�
ку, здатних утворювати колонії in vitro, ста�
новить 0,01–0,001% [23]. Фенотипуванням
отриманих культур було виявлено особли�
вості експресії низки поверхневих маркерів
(рис. 1). Високий рівень експресії маркерів
CD44, CD73 та CD90 є типовим для клітин
з мультипотентними властивостями. Однак

№ пп Кількість отриманих моноядерних
клітин з однієї кістки (×106 клітин/мл)

Кількість утворених колоній у перера<
хунку на 106 висаджених моноядерних

клітин (шт.)

Ефективність 
клонування (%)

1 23,4 21,8 0,00218  

2 26 7,2 0,00072  

3 16,8 59,2 0,00592  

4 13,9 12,8 0,00128  

5 27,6 8 0,0008  

6 13,8 19,4 0,00194  

7 8,2 10 0,001  

8 16,8 15,6 0,00156  

9 18 59,4 0,00594  

10 20,4 38,2 0,00382  

M±m 18,49±1,89 25,16±6,36 0,0025±0,00064  

Рис. 1. Гістограми експресії поверхневих маркерів у культурі клітин кісткового мозку миші перед по<
чатком спрямованого диференціювання, 2<й пасаж:

чорний контур — фоновий рівень флюоресценції клітин, червоний колір — рівень флюоресценції у зраз�
ку з додаванням моноклональних антитіл
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експресія на клітинах CD45 та CD117 також
зберігалася тривалий час. Як відомо, куль�
тура клітин кісткового мозку мишей досить
гетерогенна за клітинним складом, і CD45
може бути виявлений на клітинах на ранніх
пасажах [24].

Після внесення в культуру середовища
для диференціювання протягом 24–72 год
спостерігали конденсацію моношару в різних
ділянках і утворення мікросфер, прикріпле�
них до пластику розпластаними клітинами
(рис. 2, А). Зменшення розмірів клітин, їх
ущільнення і самоорганізація в об’ємну
структуру забезпечують меншу розпласта�
ність МСК на культуральній поверхні і мо�
жуть сприяти збільшенню кількості клітинних
контактів, а разом з присутністю в середовищі
TGF�β визначають хондрогенну спрямова�
ність диференціювання культури. Водночас
клітини в контрольних культурах лишали�
ся розпластаними на поверхні культураль�
ного пластику. Протягом усього часу спосте�
реження вони не утворювали мікросфер
(рис. 2, Б), однак деяке відокремлення мо�
ношару можна було спостерігати у при�
стінкових ділянках культуральних чашок
на 17�ту–21�шу добу, що пояснюється над�
мірною щільністю моношару. 

Клітини в експериментальних культурах,
які не було залучено до утворення конгломе�
ратів, набували округлої форми. До закін�
чення терміну диференціювання утворені
сфери дещо збільшувались у діаметрі, а на
пластику, вивільненому внаслідок конден�
сації клітин, з’являлися розпластані кліти�
ни. У деяких випадках проліферуючі кліти�
ни утворювали нещільний моношар навколо
сфер.

Фарбування фіксованих у моношарі клі�
тин альціановим синім (рис. 3, А) або саф�
раніном О (рис. 3, Б) давало інтенсивне заба�
рвлення кожним із барвників. Це свідчить
про те, що диференційовані in vitro МСК
продукують муцини та протеоглікани, харак�
терні для клітин хрящової тканини. Однак
у разі фарбування цими самими барвника�
ми контрольної культури клітин також от�
римували позитивне забарвлення. 

У разі комбінованого застосування обох
барвників у диференційованих культурах клі�
тин спостерігали диференційне забарвлення:
клітини зафарбовувались у червоний колір
(сафранін О), позаклітинний матрикс — у
блакитний (альціановий синій). Причому
аналогічний розподіл забарвлення спостері�
гали як у розпластаних клітинах (рис. 4, А),

Рис. 2. Культура МСК кісткового мозку мишей
(×100), фазовий контраст:

А — хондрогенна індукція in vitro, сконденсо�
вані клітини; Б — контрольна культура клітин

А

Б

Рис. 3. Культура МСК кісткового мозку мишей,
диференційованих у хондрогенному напрямку

in vitro, 21 доба (××100):
А — забарвлення альціановим синім; 

Б — забарвлення сафраніном О

А

Б
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так і в мікросферах (рис. 4, Б), тимчасом як
фарбування фіксованого моношару недифе�
ренційованих МСК за аналогічним методом
не дало розподілу забарвлення (рис. 4, В).

Таким чином, отримано культуру адге�
зивних клітин кісткового мозку мишей,
здатну виживати і проліферувати в умовах
in vitro. Досліджено її можливість утворю�
вати колонії та проведено оцінювання ефек�
тивності клонування цих клітин. Було встанов�
лено, що кореляція між кількістю отриманих
з кістки моноядерних клітин та кількістю
колонієутворювальних клітин у зразку від�
сутня. Одержані нами дані збігаються з по�
казниками, одержаними і в інших лабора�
торіях, тому можна вважати, що кількість
клітин, здатних утворювати колонії, у зраз�
ку є індивідуальним показником. 

Проаналізовано характер експресії поверх�
невих антигенів цих клітин. За морфо�
функціональними ознаками та профілем
експресії поверхневих антигенів вони відпо�
відали характеристикам МСК. 

Запропонований метод комбінованого
фарбування альціановим синім та саф�
раніном О фіксованих культур клітин, дифе�
ренційованих у хондрогенному напрямку,
дав змогу довести хондрогенне спрямування
спеціалізації клітин та визначити межі від�
кладання позаклітинного матриксу в окре�
мих клітин. Окрім цього, було виявлено пе�
рерозподіл деяких компонентів хрящової
тканини in vitro. Показано, що за конден�
сації цих клітин сульфатовані глікозаміно�
глікани відкладаються по периферії утворе�
ного сфероїда, а протеоглікани — усередині
конгломерату. Такий розподіл компонентів
спостерігається і в хрящовій тканині, а отже
клітини, утворюючи сфероїди за конден�
сації in vitro, здатні до просторової ор�
ганізації та перерозподілу функцій у межах
конгломерату. 

Автор висловлює подяку д�ру мед. наук,
проф. Бутенко Г. М. і канд. мед. наук Кири�
ку В. М. за надання допомоги у проведенні
досліджень та статистичній обробці даних. 

Рис. 4. Культура МСК кісткового мозку мишей, диференційованих у хондрогенному напрямку in vitro,
21 доба, комбіноване забарвлення альціановим синім і сафраніном О (××100):

А — диференційовані клітини в моношарі; Б — диференційовані сконденсовані клітини; 
В — контрольна культура клітини

В

А Б
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НАПРАВЛЕННАЯ ХОНДРОГЕННАЯ 
ДИФФЕРЕНЦИРОВКА МУЛЬТИПОТЕНТНЫХ

МЕЗЕНХИМНЫХ СТРОМАЛЬНЫХ КЛЕ<
ТОК КОСТНОГО МОЗГА МЫШЕЙ 

В МОНОСЛОЕ

О. В. Кучук

ГУ «Институт генетической и регенеративной
медицины НАМН Украины», Киев

E)mail: olkups@gmail.com

Исследовали способность клеток из костно�
го мозга мышей линии FVB образовывать ко�
лонии in vitro и определили процентное содер�
жание колониеобразующих клеток в образцах.
По уровню экспрессии поверхностных марке�
ров CD34, CD44, CD45, CD73, CD90, CD117,
характерных для мультипотентных стромаль�
ных стволовых клеток, полученные клетки
соответствуют показателям этих клеток кост�
ного мозга взрослого организма. Проанализи�
рованы и выделены основные компоненты, не�
обходимые для хондрогенной специализации
клеток in vitro. Показана возможность диффе�
ренцировки мультипотентных мезенхимных
стромальных клеток в хондрогенном направ�
лении in vitro в виде монослоя. Применяли ме�
тод комбинированной окраски фиксирован�
ных в монослое клеток костного мозга,
дифференцированных в хондрогенном направ�
лении. Метод заключается в последовательной
окраске клеток альциановым синим и сафра�
нином О, что дает возможность увидеть грани�
цы внеклеточного матрикса и показать, что он
состоит преимущественно из сульфатирован�
ных гликозаминогликанов, что характерно
для хрящевой ткани.

Ключевые слова: культура клеток, мультипо�
тентные стромальные клетки, хондрогенез,
направленная дифференцировка. 

GUIDED CHONDROGENIC 
DIFFERENTIATION OF MICE BONE 

MARROW MULTIPOTENT MESENHYMAL
STROMAL CELLS IN A MONOLAYER

O. V. Kuchuk
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Medicine of National Academy of Medicine 

of Ukraine, Kyiv

E)mail: olkups@gmail.com

Multipotent mesenchymal stromal cells from
bone marrow of FVB mice for colonies forming
activity were studied. The percentage of the
colony forming units for every sample was mea�
sured. Also there were assessed levels of expres�
sion of the surface markers common for multipo�
tent stromal cells: CD34, CD44, CD45, CD73,
CD90, CD117. According to expression of these
markers, the cells correspond to characteristics
of adult multipotent mesenchymal stromal cells
from bone marrow. Components for chondro�
genic differentiation were analyzed and the most
essential were used in our researches. It was
shown that multipotent mesenchymal stromal
cells could be differentiated into chondrogenic
direction in vitro as a monolayer. The combined
dying technique was applied to the fixed mono�
layer of differentiated cells. The sequential use
of alcian blue and safranin O demonstrated the
distribution of glycosaminoglycans and proteo�
glycans which are typical for chondrogenic tis�
sue in the cells and in the extracellular matrix. 

Key words: cell culture, multipotent stromal
stem cells, chondrogenesis, directed differentia�
tion. 




