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    Мезенхимальные стволовые клетки (МСК) способны угнетать или стимулировать 

размножение трансформированных клеток в зависимости от гистогенеза последних, 

уровня их дифференцировки и/или условий культивирования. Задача работы состояла в 

изучении влияния МСК жировой ткани на пролиферацию лимфобластоидных клеток 

линии Namalva при разных условиях культивирования. Клетки того и другого типа 

культивировали в атмосфере с 5% СО2 и 20% О2 (нормоксия) или  5% О2 (гипоксия). 

Дефицит ростовых факторов создавали за счет использования сыворотки со сниженной 

ростостимулирующей активностью. Гипоксия стимулировала пролиферацию клеток 

Namalva при выращивании в среде, богатой ростовыми факторами, и оказывала 

подавляющий эффект при дефиците ростовых факторов. При сокультивировании клеток 

Namalva с МСК наблюдали образование тесных контактов между клетками обоих типов. 

Совместное культивирование клеток Namalva с МСК в стандартной ростовой среде 

стимулировало пролиферацию лимфобластоидных клеток в нормоксии и при гипоксии.  

В условиях дефицита сывороточных ростовых факторов сокультивирование с МСК 

обеспечивало выживание клеток Namalva как в нормоксии, так и при гипоксии, а также 

способствовало их пролиферации. Таким образом, МСК из жировой ткани обеспечивают 

выживание и  пролиферацию трансформированных B-лимфобластоидных клеток линии 

Namalva в условиях дефицита ростовых факторов. 
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Накопленные за последнее десятилетие сведения об иммуномодулирующей 

активности мезенхимальных стволовых (стромальных) клеток (МСК) (1, 2, 3) дали 

основания предполагать, что в перспективе МСК могут заменить лекарственную 
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иммунодепрессию при профилактике проявлений тканевой несовместимости, лечении 

воспалительных, аутоиммунных и аллергических заболеваний. К настоящему времени, 

однако, активность МСК как биологических иммуномодуляторов изучена лишь в общих 

чертах. Остается неясным вопрос о влиянии МСК на функции В-лимфоцитов и на 

процесс превращения их в плазматические клетки-продуценты антител. Опубликованы 

данные об ингибирующем действии МСК на пролиферацию В-лимфоцитов и на синтез 

антител (4, 5). В других исследованиях показано, что присутствие МСК усиливает 

процессы размножения и дифференцировки В-лимфоцитов (6, 7, 8). Противоречия могут 

быть обусловлены как особенностями изучаемых объектов, так и различиями в условиях 

их культивирования. Во всех указанных работах источником МСК служили клетки 

костного мозга. Наряду с В-лимфоцитами донорской крови использовали клетки 

селезенки человека и мыши. В работе Amé-Thomas с соавторами (8) изучали действие 

МСК на В-клеточные линии. Применение лимфомных, лимфобластоидных и миеломных 

В-клеточных линий в качестве тест-объектов модулирующего действия МСК имеет ряд 

преимуществ. Такие линии стабильны, сохраняют основной дифференцировочный 

признак (способность синтезировать иммуноглобулины) и в отличие от монослойных 

культур МСК представляют собой суспензионные культуры. Цель настоящей работы 

состояла в изучении влияния МСК, полученных из жировой ткани человека, на 

пролиферацию клеток лимфобластоидной линии Namalva в зависимости от условий 

культивирования.   

Материал и методы 
 

Образцы подкожной жировой ткани были получены при информированном согласии 

от двух пациентов в ходе выполнения плановых хирургических операций по поводу 

злокачественных новообразований и от двух здоровых доноров. Согласно стандартной 

процедуре выделения МСК (9) ткань механически измельчали и выдерживали в 0,1% 

растворе коллагеназы (Sigma), приготовленном на среде -MEM с 10 mM HEPES. 

Диссоциированные клетки отмывали от фермента с помощью центрифугирования и 

рассевали в вентилируемые культуральные флаконы при плотности 100–400 тыс. клеток 

на 1 см2 (кл/см2). Через 24 часа заменяли среду, удаляли неприкрепившиеся ко дну 

клетки. Монослой прикрепившихся клеток по достижении 70-80% конфлюента 

пересевали при плотности 5 тыс. кл/см2. В экспериментах использовали клетки 3-5 
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пассажей. Поверхностные маркеры выявляли с помощью меченных флуорохромами 

антител против CD34, HLA-DR, CD29, CD44, CD90, CD105, CD73 на проточном 

цитофлуориметре BD FACSCaliburTM (Becton-Dickinson) в соответствии с инструкцией 

производителя. 

Линию лимфобластоидных клеток Namalva, полученную из Коллекции клеточных 

культур ИНЦ РАН, выращивали в среде DMEM/F12 с добавлением 5% сыворотки 

эмбрионов коров  (Hyclone Defined). Для приготовления стандартной ростовой среды 

использовали сыворотку, хранившуюся при +40С не более 3 мес. Для приготовления 

среды, дефицитной по ростовым факторам, использовали сыворотку того же 

происхождения, хранившуюся при +40С в течение 12 мес. Все культуры выращивали в 

мультигазовом инкубаторе в атмосфере, содержащей 5% CO2 и 20%О2 (условия 

нормоксии) или 5% CO2  и 5%О2 (гипоксия). 

Влияние МСК на клетки Namalva исследовали с помощью метода контактного 

сокультивирования. МСК рассевали в ячейки 24-луночного планшета по 5 тыс кл/см2.. 

После прикрепления и распластывания МСК занимали 15-20% поверхности ячеек. Через 

сутки в те же ячейки вносили клетки Namalva в дозах 5, 10 или 50 тыс кл/мл. Контролем 

служили клетки Namalva, культивируемые без МСК. На 5 сутки после посева 

численность клеток в культурах определяли с помощью кондуктометрического счетчика 

Z1 (Beckman-Coulter). Счетчик был откалиброван для дифференцированного учета 

лимфобластоидных (меньших по размеру) и мезенхимальных (более крупных) клеток. 

Коэффициент размножения лимфобластоидных клеток вычисляли как отношение N5/N0, 

где N0 – посевная доза клеток, а N5 - количество клеток  в культуре на 5 сутки. Все 

эксперименты были поставлены в 3–6 повторностях. На гистограммах представлены 

средние арифметические значения.  

Результаты 

При посеве клеток Namalva в дозах от 5 до 50 тыс. кл/мл в стандартной ростовой 

среде в условиях нормоксии наблюдали прямую зависимость величины коэффициента 

размножения от посевной дозы (рис 1). При дозе 2 тыс. кл/ мл  за 5 суток 

культивирования численность клеток не нарастала, а при дальнейшем снижении 

плотности происходила гибель культур. Эти результаты определили выбор диапазона 

посевных концентраций клеток Namalva в последующих опытах.  
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При культивировании в среде, дефицитной по ростовым факторам, пролиферацию 

клеток Namalva наблюдали только в случае, если плотность посева превышала 10 тыс. 

кл/мл (рис. 1). 
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Рис.1. Влияние дефицита ростовых факторов на коэффициент размножения клеток   
Namalva при культивировании в условиях нормоксии. 1- стандартная культуральная 

среда; 2- среда, дефицитная по ростовым факторам. 
 

Снижение концентрации O2 до 5% при культивировании клеток в стандартной 

ростовой среде стимулировало их пролиферацию. Прирост численности клеток в 

условиях гипоксии был в 1,3-1,9 раза больше, чем при нормоксии. Стимулирующий 

эффект гипоксии проявлялся только при выращивании клеток в среде, содержащей 

сыворотку, богатую ростовыми факторами. При использовании среды, дефицитной по 

ростовым факторам, и посевной дозе ниже 10 тыс. кл/мл гипоксия приводила к 

снижению плотности культуры и еѐ гибели (рис. 2).  
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Рис.2. Влияние гипоксии и дефицита ростовых факторов на коэффициент размножения 
клеток Namalva. 1- культивирование в стандартной среде при нормоксии (контроль); 2- 
стандартная среда + гипоксия, 3- среда, дефицитная по ростовым факторам + гипоксия. 
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Культуры МСК, предназначенные для опытов по сокультивированию, характеризовали 

по экспрессии поверхностных маркеров (табл.1). Культуры  МСК, обозначенные  

номерами 7 и 11, происходили из липоаспиратов здоровых доноров. Образцы  культур 

МСК под номерами 6 и 8  были выделены из жировой ткани, иссеченной в ходе удаления 

злокачественных новообразований. Из данных, приведенных в таблице 1, следует, что 

по экспрессии основных маркеров культивируемые МСК пациентов не отличались от 

клеток доноров. 

Таблица 1. Экспрессия поверхностных маркеров на МСК жировой ткани, использованных  
в опытах по сокультивированию с клетками Namalva. 

 

Антиген Процент клеток, экспрессирующих антиген в культурах МСК 

№ 7 № 11 № 6 № 8 

CD44 88,6* 95,5 93,9 85,5 

CD73 93,8 94,4 93,3 94,6 

CD90 96,0 94,4 98,6 99,4 

CD105 75,1 91,8 85,4 86,1 

CD34 1,0  1,8 1,2 

HLA-DR 0,2 0,2 0,6 0,1 

 

При сокультивировании с МСК в течение первых суток после посева клетки Namalva 

оседали на дно ячеек, концентрировались вокруг МСК и прикреплялись к ним настолько 

плотно, что при осторожном перемешивании содержимого ячеек на орбитальном 

шейкере не переходили в суспензию. Если посевная доза составляла 50 тыс. кл/мл,  

лимфобластоидные клетки полностью маскировали распластанные МСК, оставляя 

свободной только поверхность, не покрытую монослойной культурой. На протяжении 

последующих дней пролиферирующие клетки формировали на поверхности МСК 

трехмерные колонии. По мере роста колоний часть клеток Namalva переходила в 

суспензию. На 5 сутки сокультивирования пипетирование позволяло перевести в 

суспензию незначительную часть лимфобластоидных клеток. Для полного перевода в 

суспензию лимфобластоидных клеток в ячейки наливали стандартный раствор трипсина 

(фирмы Биолот) и инкубировали при комнатной температуре под контролем 

инвертированного микроскопа. При этом наряду с клетками Namalva с поверхности 

удаляли часть МСК. Ферментативную активность трипсина ингибировали, перенося 

клеточную суспензию в среду DMEM с добавлением 10% сыворотки. Суспензии, 
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полученные на всех этапах, объединяли и брали пробы для определения в них 

количества клеток.  

Сокультивирование клеток Namalva с МСК в стандартной ростовой среде в условиях 

нормоксии стимулировало пролиферацию лимфобластоидных клеток. Коэффициент 

размножения в смешанной культуре увеличивался при всех посевных дозах, эффект 

был наиболее значим при минимальной из использованных доз (рис. 3).  
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Рис. 3. Влияние МСК на пролиферацию клеток Namalva в стандартной ростовой среде 
в условиях нормоксии или гипоксии. 1- культура Namalva при нормоксии; 2-
сокультивирование Namalva с МСК при нормоксии; 3-сокультивирование Namalva с МСК 
при гипоксии. Представлены средние значения, полученные для четырех культур МСК 
от разных индивидуумов. 

 
В экспериментах были использованы две культуры МСК, полученные из 

липоаспиратов здоровых доноров и две культуры, выделенные из подкожной жировой 

клетчатки пациентов. Стимуляцию пролиферации клеток Namalva наблюдали при 

культивировании с МСК всех четырех культур.  

Влияние МСК на клетки Namalva при культивировании в среде, бедной ростовыми 

факторами, было изучено как в условиях нормоксии, так и в атмосфере с пониженным 

содержанием кислорода.  

Совместное культивирование с МСК частично компенсировало эффект дефицита 

ростовых факторов сыворотки и обеспечивало выживание лимфоидных клеток и их 

пролиферацию (рис. 4). 

  
Как было показано выше, гипоксия угнетала пролиферацию клеток Namalva, 

культивируемых в среде, бедной ростовыми факторами. Присутствие МСК в такой среде 

компенсировало негативный эффект гипоксии (рис. 5). 
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Обсуждение 

Постоянные линии, происходящие из В-лимфоцитов человека, в течение нескольких 

десятилетий используются как экспериментальные модели при изучении биологии В-

лимфоцитов, процессов их злокачественной трансформации и механизмов синтеза 

иммуноглобулинов (10, 11, 12). 
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Рис.4. Влияние МСК на пролиферацию клеток Namalva при нормоксии в среде, 
дефицитной по ростовым факторам. 1- культура Namalva; 2-сокультивирование Namalva 
с МСК. 
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Рис.5. Влияние МСК на пролиферацию клеток Namalva при гипоксии в среде, 
дефицитной по ростовым факторам. 1- культура Namalva; 2-сокультивирование Namalva 
с МСК.  

 

Известны единичные работы, в которых изучали влияние МСК на лимфомные или  

лимфобластоидные клетки В-клеточных линий (8, 13). Многообразие таких линий, 

иммортализованных на разных стадиях дифференцировки, заставляет уделять 

серьезное внимание оптимизации условий культивирования. Полученные в настоящей 
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работе данные указывают на то, что пролиферация клеток Namalva более всего зависит 

от плотности посева и от ростовых факторов сыворотки. В ходе настоящей работы 

установлено, что сильное стимулирующее действие оказывает снижение концентрации 

кислорода до 5%, что ранее не было известно и во многих прежних исследованиях не 

учитывалось.  

Наибольшую стимуляцию пролиферации клеток Namalva наблюдали при сочетании 

богатой ростовыми факторами (стандартной) культуральной среды и гипоксии. В этих 

условиях практически нивелировалась зависимость скорости размножения от плотности 

посева. Важно подчеркнуть, что гипоксия оказывала положительное влияние только при 

наличии полноценной ростовой среды. При использовании среды, дефицитной по 

ростовым факторам, в условиях гипоксии клетки Namalva либо практически не 

размножались, либо погибали. 

Присутствие монослоя МСК стимулировало пролиферацию клеток Namalva. 

Коэффициент размножения был наибольшим при сокультивировании на полноценной 

ростовой среде в условиях гипоксии. В среде, дефицитной по ростовыми факторам, 

гипоксия угнетала пролиферацию клеток Namalva. Присутствие МСК в такой среде 

компенсировало ингибирующий эффект гипоксии. Таким образом, в целом полученные 

результаты позволяют сделать вывод о стимулирующем действии МСК на клетки линии 

Namalva. При этом активность МСК, выделенных от пациентов с новообразованиями, 

была такой же, какую проявляли клетки здоровых доноров. 

В настоящей работе получены данные об установлении тесных контактов между МСК 

и лимфобластоидными клетками Namalva. Эти наблюдения дополняют опубликованные 

ранее сообщения о контактном взаимодействии МСК с кардиомиоцитами (14) или Т-

лимфоцитами (15) и позволяют думать, что выявляемая при сокультивировании 

склонность МСК к установлению тесных контактов с клетками разных линий 

дифференцировки представляет собой универсальное свойство, которое может 

проявляться и в условиях целостного организма.  
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