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Ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÌÌÑÊ), âûäåëåííûå èç êîñòíîãî 
ìîçãà (ÊÌ) è æèðîâîé òêàíè (ÆÒ) êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (ÊÐÑ), ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ïåð-
ñïåêòèâíûé ìàòåðèàë äëÿ ñîçäàíèÿ íîâûõ êëåòî÷íûõ ñèñòåì è ïðîäóêòîâ äëÿ ïèùåâîé áèîòåõíî-
ëîãèè. Íàìè ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü íàïðàâëåííîé äèôôåðåíöèðîâêè ÌÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ êàê èç 
ÊÌ, òàê è èç ÆÒ ÊÐÑ, â êëåòêè ìûøå÷íîé òêàíè ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ñðåäàõ ñ èíäóêòîðàìè 
ìèîãåíåçà (5-àçàöèòèäèí, 5-àçà-2′-äåîêñèöèòèäèí è ðåòèíîåâàÿ êèñëîòà). Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç 
ýôôåêòèâíîñòè äèôôåðåíöèðîâêè â íàïðàâëåíèè ìèîãåíåçà îáíàðóæèë ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìå-
íåíèÿ â ÌÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç ÊÌ, íà 15-21-å ñóò, â ÌÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç ÆÒ, — íà 20-
25-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñðåäàõ ñ ðàçëè÷íûìè èíäóêòîðàìè. Àíàëèç ýêñïðåññèè ãåíîâ MYOD1 
è MYOG â ðåàêöèè ÎÒ-ÏÖÐ (ÏÖÐ ñ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèåé) âûÿâèë ðàçëè÷èÿ â ïîòåíöèè 
ýòèõ êëåòîê ê äèôôåðåíöèðîâêå â êëåòêè ìûøå÷íîé òêàíè in vitro, à òàêæå ïîêàçàë, ÷òî êëåò-
êè, ïîëó÷åííûå èç ÊÌ, áîëåå ïåðñïåêòèâíû êàê èñòî÷íèêè äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ ìûøå÷íîé òêà-
íè in vitro. 

 

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, êîñòíûé ìîçã, æè-
ðîâàÿ òêàíü, êðóïíûé ðîãàòûé ñêîò, äèôôåðåíöèðîâêà, ìèîãåíåç, in vitro, èíäóêòîðû, ýêñ-
ïðåññèÿ ãåíîâ. 

 

Keywords: multipotent mesenchymal stem cells, bone marrow, adipose tissue, bovine, differ-
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Â íàñòîÿùåå âðåìÿ âî ìíîãèõ ñòðàíàõ (Íèäåðëàíäû, ÑØÀ, ßïî-
íèÿ, Àâñòðàëèÿ è äð.) âåäóòñÿ ýêñïåðèìåíòû ïî âûðàùèâàíèþ êóëüòóðàëü-
íîãî ìÿñà in vitro (1-2) êàê àëüòåðíàòèâíîãî èñòî÷íèêà áåëîêñîäåðæàùåé 
òêàíè æèâîòíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Ïåðâûå ïîäîáíûå èññëåäîâàíèÿ, ïðîâå-
äåííûå â Ðîññèè ïîä ðóêîâîäñòâîì È.À. Ðîãîâà, ïîçâîëèëè ïðåäëîæèòü 
îðèãèíàëüíûé ñïîñîá íàêîïëåíèÿ êëåòîê ìûøå÷íîé òêàíè (3). Ñîâðåìåí-
íûì ïðîäîëæåíèåì ýòèõ ðàáîò ñòàëî èçó÷åíèå âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàòü 
ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÌÌÑÊ), âûäåëåííûå 
èç êîñòíîãî ìîçãà (ÊÌ) è æèðîâîé òêàíè (ÆÒ) êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà 
(ÊÐÑ), â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà äëÿ íàðàùèâàíèÿ êëåòî÷íîé áèîìàññû. 

Ïîëó÷åíèå ÌÌÑÊ ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ ïðåäñòàâëÿåò 
èíòåðåñ â ñâÿçè ñ èõ îñíîâíûìè ñâîéñòâàìè è ïðèçíàêàìè. Âî-ïåðâûõ, 
äîñòîâåðíî óñòàíîâëåíî, ÷òî ÌÌÑÊ îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ ñàìîîáíîâ-
ëÿòüñÿ in vitro áåç àíåóïëîèäèè, ãåíåòè÷åñêîé íåñòàáèëüíîñòè è ìàëèãíè-
çàöèè, ïðîëèôåðèðóÿ â êóëüòóðå äëèòåëüíîå âðåìÿ è îáðàçóÿ ñòàáèëüíûå 
äèïëîèäíûå êëåòî÷íûå ëèíèè. Âî-âòîðûõ, ïðè èíäóêöèè ê äèôôåðåíöè-
ðîâêå îíè ôîðìèðóþò in vitro êëåòêè äðóãèõ òêàíåé, ÷òî äåëàåò èõ óíè-
êàëüíûì ìàòåðèàëîì äëÿ ñîçäàíèÿ íîâûõ êëåòî÷íûõ ñèñòåì è ïðîäóêòîâ â 
ñåëüñêîõîçÿéñòâåííîé áèîòåõíîëîãèè, â òîì ÷èñëå ïèùåâîé. Äîñòóïíî-
ñòüþ áèîëîãè÷åñêîãî ìàòåðèàëà (ÊÌ è ÆÒ), èç êîòîðîãî âûäåëÿþò êëåòêè 
ñî ñâîéñòâàìè è ïðèçíàêàìè ÌÌÑÊ, îáóñëîâëåíà àêòóàëüíîñòü ýòîãî íà-
ïðàâëåíèÿ. Ê äîñòîèíñòâàì ÌÌÑÊ îòíîñèòñÿ, â ÷àñòíîñòè, è òî, ÷òî ïðè 
êóëüòèâèðîâàíèè îíè ìîãóò çàñåëÿòü òðåõìåðíóþ ìàòðèöó-íîñèòåëü, ôîð-
ìèðóÿ ïðîñòðàíñòâåííûå ñòðóêòóðû, êîòîðûå ïîçâîëÿþò ìîäåëèðîâàòü ðàç-
íûå òêàíè in vitro (4). 
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Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èìååòñÿ ìíîæåñòâî ñîîáùåíèé î âûäåëåíèè èç 
ÊÌ è ÆÒ ÷åëîâåêà (5-6), ãðûçóíîâ (7) è ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ 
(8-12) êëåòîê ñ ôåíîòèïîì, ïîäîáíûì ÌÌÑÊ, êîòîðûå ïðè èíäóêöèè ê 
äèôôåðåíöèðîâêå ñïîñîáíû in vitro ïðåâðàùàòüñÿ â êëåòêè êîñòíîé, õðÿ-
ùåâîé è æèðîâîé òêàíåé. Òàêæå èçâåñòíû ðàáîòû, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î 
òîì, ÷òî ÌÌÑÊ ÷åëîâåêà (6), ãðûçóíîâ (13), êðîëèêîâ (14), ÊÐÑ è ñâèíüè 
(9) ìîãóò ïðè îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ in vitro äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â êëåò-
êè ìûøå÷íîé òêàíè. Ýòî íàïðàâëåíèå ïðåäñòàâëÿåòñÿ íîâûì è ïåðñïåê-
òèâíûì äëÿ ðàçíûõ öåëåé — ìåäèöèíñêèõ, âåòåðèíàðíûõ, áèîëîãè÷åñêèõ 
è áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ. 

Ðàíåå èç ÊÌ è ÆÒ ÊÐÑ íàìè áûëè âûäåëåíû è îõàðàêòåðèçîâàíû 
êëåòî÷íûå ïîïóëÿöèè, ïîäîáíûå ïî ôåíîòèïó ÌÌÑÊ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî 
ÌÌÑÊ ÊÐÑ, âûäåëåííûå êàê èç ÊÌ, òàê è èç ÆÒ, ñïîñîáíû ôîðìèðîâàòü 
êëåòêè æèðîâîé è êîñòíîé òêàíåé ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â èíäóêöèîííûõ 
ñðåäàõ in vitro (12), îäíàêî ïîòåíöèþ ê íàïðàâëåííîé äèôôåðåíöèðîâêå â 
êëåòêè ìûøå÷íîé òêàíè in vitro ìû íå èçó÷àëè. 

Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëü ïðåäñòàâëÿåìîé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â ñðàâíå-
íèè ñïîñîáíîñòè ìóëüòèïîòåíòíûõ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ðàçíî-
ãî ïðîèñõîæäåíèÿ ê íàïðàâëåííîé äèôôåðåíöèðîâêå (íà óðîâíå ýêñïðåñ-
ñèè ãåíîâ — ìàðêåðîâ ìèîãåíåçà) â êëåòêè ìûøå÷íîé òêàíè in vitro.  

Ìåòîäèêà. Èíäóêöèþ ÌÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç ÊÌ è ÆÒ ÊÐÑ, â 
êëåòêè ìûøå÷íîé òêàíè in vitro îñóùåñòâëÿëè ïî ìåòîäèêàì, îïèñàííûì 
ðàíåå (9, 13, 14). Íà ïÿòîì ïàññàæå êëåòêè (ïî 5½103-6½103 íà ëóíêó) âû-
ñåâàëè â 6-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû ñ äèàìåòðîì ëóíîê 35 ìì è ÷åðåç 24 ÷ âîç-
äåéñòâîâàëè ðàçíûìè èíäóêöèîííûìè ñðåäàìè. Îñíîâíîé äëÿ êóëüòèâèðî-
âàíèÿ áûëà ñðåäà DMEM ñ íèçêèì ñîäåðæàíèåì ãëþêîçû (1 ã/ë) (DMEM-
LG), äîïîëíåííàÿ 10 % ñûâîðîòêè ïëîäîâ êîðîâ (ÑÏÊ) («HyClone», 
ÑØÀ) è àíòèáèîòèêàìè. Êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ ñòðåïòîìèöèíà ðàâíÿ-
ëàñü 100 ìêã/ìë, ïåíèöèëëèíà — 100 åä/ìë. Ñîñòàâ èíäóêöèîííûõ ñðåä: 
I — DMEM-LG, 10 % ÑÏÊ, ðåòèíîåâàÿ êèñëîòà (12 ìêÌ); II — DMEM-
LG, 15 % ÑÏÊ, 5-àçàöèòèäèí (10 ìêÌ), ãèäðîêîðòèçîí (50 ìêÌ); III — 
DMEM-LG, 15 % ÑÏÊ, 5-àçà-2′-äåîêñèöèòèäèí (0,3 ìêÌ), ãèäðîêîðòèçîí 
(50 ìêÌ). Êóëüòèâèðîâàíèå â èíäóêöèîííûõ ñðåäàõ, äîïîëíåííûõ 5-àçà-
öèòèäèíîì è 5-àçà-2′-äåîêñèöèòèäèíîì («Sigma», ÑØÀ), äëèëîñü 24 ÷, â 
ñðåäå ñ ðåòèíîåâîé êèñëîòîé («Sigma», ÑØÀ) — 4 ñóò (èíäóêöèîííóþ ñðåäó 
åæåäíåâíî îáíîâëÿëè). Äàëåå èíäóêöèîííóþ ñðåäó ìåíÿëè íà îñíîâíóþ 
(áåç äîáàâëåíèÿ èíäóêòîðà) è êóëüòèâèðîâàëè êëåòêè â CO2-èíêóáàòîðå 
ïðè êîíöåíòðàöèè CO2 5 % è òåìïåðàòóðå 37 °Ñ.  

Äëÿ îöåíêè ïîòåíöèàëà ÌÌÑÊ ïðè ôîðìèðîâàíèè in vitro êëåòîê 
ìûøå÷íîé òêàíè âñå îáðàçöû ðàçäåëèëè íà øåñòü ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ãðóïï. 
ÌÌÑÊ, âûäåëåííûìè èç ÊÌ, áûëè ïðåäñòàâëåíû 1-ÿ, 2-ÿ è 3-ÿ ãðóïïû, 
ÌÌÑÊ, âûäåëåííûìè èç ÆÒ, — 4-ÿ, 5-ÿ è 6-ÿ ãðóïïû. Êëåòêè â 1-é è 
4-é ãðóïïàõ îáðàáàòûâàëè I èíäóêöèîííîé ñðåäîé, âî 2-é è 5-é — II èíäóê-
öèîííîé ñðåäîé, â 3-é è 6-é — III èíäóêöèîííîé ñðåäîé. Ýôôåêò îò âîç-
äåéñòâèÿ èíäóêòîðîâ èçó÷àëè â äèíàìèêå (íà 21-å, 28-å è 33-è ñóò äèôôå-
ðåíöèðîâêè).  

Ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ ÌÌÑÊ âñëåäñòâèå äèôôåðåíöèðîâ-
êè îöåíèâàëè âèçóàëüíî êàê â íàòèâíûõ, òàê è â îêðàøåííûõ ïî Ðîìà-
íîâñêîìó-Ãèìçå ïðåïàðàòàõ ñ ïîìîùüþ èíâåðòèðîâàííîãî ôàçîâî-êîíò-
ðàñòíîãî ìèêðîñêîïà ôèðìû «Carl Zeiss» (Ãåðìàíèÿ) è ïðîãðàììû Ax-
ioVision Rel. v. 4.8. Ïðè ñïåöèôè÷åñêîì îêðàøèâàíèè ëèïèäíûõ âêëþ÷å-
íèé ïðèìåíÿëè êðàñèòåëü Oil Red Î («Bio Optica Milano S.P.A.», Èòàëèÿ), 
êîòîðûé ñëóæèò èíäèêàòîðîì âíóòðèêëåòî÷íîãî íàêîïëåíèÿ íåéòðàëü-
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íûõ æèðîâ. 
Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ôàêòà äèôôåðåíöèðîâêè ïðîâîäèëè îöåíêó ýêñ-

ïðåññèè ìÐÍÊ ãåíîâ MYOD1 è MYOG — ìàðêåðîâ ìèîãåíåçà (ñ ïîìîùüþ 
îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ñ ïîñëåäóþùåé ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèåé — 
ÎÒ-ÏÖÐ) îòíîñèòåëüíî ïîêàçàòåëÿ äëÿ ïîñòîÿííî ýêñïðåññèðóþùåãîñÿ ãåíà 
ãëèöåðàëüäåãèä-3-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçû (GAPDH). Ñ ýòîé öåëüþ íà 21-å ñóò 
äèôôåðåíöèðîâêè ÷àñòü êëåòîê èñïîëüçîâàëè äëÿ âûäåëåíèÿ ñóììàðíîé 
ìÐÍÊ. Êîíòðîëåì ñëóæèëè êëåòêè, êóëüòèâèðóåìûå â ñðåäå áåç èíäóêòî-
ðîâ. Ñóììàðíóþ ÐÍÊ èç êëåòîê âûäåëÿëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà Mini RNA 
Isolation II Kit («Zymo Research», ÑØÀ). Ýëþöèþ ïðîâîäèëè â 30 ìêë âîäû 
(DNAase RNAase free). Äëÿ âûïîëíåíèÿ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè ê 10 ìêë 
ïîäãîòîâëåííîãî ðàñòâîðà ÐÍÊ äîáàâëÿëè 1 ìêë ñìåñè ãåêñàìåðíûõ ïðàé-
ìåðîâ (Random Hexamer Primer, UAB «Fermentas», Ëèòâà), èíêóáèðîâàëè 
ïðè 70 °Ñ â òå÷åíèå 5 ìèí è ðåàêöèîííóþ ñìåñü ïîìåùàëè íà 2 ìèí â 
ëåä. Çàòåì â 11 ìêë ðàñòâîðà, ñîäåðæàùåãî ÐÍÊ è ñìåñü ãåêñàìåðíûõ ïðàé-
ìåðîâ, âíîñèëè 8,5 ìêë ðåàêöèîííîé ñìåñè äëÿ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè, 
êîòîðàÿ ñîäåðæàëà 4 ìêë 5½ ðåàêöèîííîãî áóôåðà, 1 ìÌ êàæäîãî èç äÍÒÔ 
(¹ R0191, UAB «Fermentas», Ëèòâà) è 40 åä. M-MuLV îáðàòíîé òðàíñ-
êðèïòàçû (¹ EP0351, UAB «Fermentas», Ëèòâà). Ðåàêöèîííóþ ñìåñü èíêó-
áèðîâàëè 10 ìèí ïðè 25 °Ñ, çàòåì 60 ìèí ïðè 42 °Ñ. Ñðàçó ïîñëå îáðàòíîé 
òðàíñêðèïöèè ðåàêöèîííóþ ñìåñü ðàçâîäèëè TE-áóôåðîì â 2 ðàçà. Ïðè 
ïîñòàíîâêå ÏÖÐ äëÿ êàæäîé èç èññëåäóåìûõ ìèøåíåé ãîòîâèëè èíäèâè-
äóàëüíóþ ðåàêöèîííóþ ñìåñü îáúåìîì 25 ìêë, êîòîðàÿ âêëþ÷àëà: 5 ìêë ìàò-
ðèöû êÄÍÊ (5-20 íã), 1½ ðåàêöèîííûé áóôåð (ÏÖÐ-ñìåñü-2-FRT, «Àìïëè-
ñåí», Ðîññèÿ), 1 åä. Taq-F ïîëèìåðàçû («Àìïëèñåí», Ðîññèÿ), 200 ìêÌ êàæ-
äîãî èç äÍÒÔ (¹ R0191, UAB «Fermentas», Ëèòâà), ïðÿìîé è îáðàòíûé 
ïðàéìåðû (ïî 240 íÌ) («Ëèòåõ», Ðîññèÿ). Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè íà ïðèáî-
ðå Òåðöèê (Ðîññèÿ). Òåìïåðàòóðíûé ïðîôèëü àìïëèôèêàöèè áûë ñëåäóþ-
ùèì: 95 °Ñ, 15 ìèí (ïðåäâàðèòåëüíàÿ äåíàòóðàöèÿ è àêòèâàöèÿ Taq-F ïî-
ëèìåðàçû), çàòåì 30 öèêëîâ — 95 °Ñ, 20 ñ; 60 °Ñ, 20 ñ; 72 °Ñ, 20 ñ. 

Ýëåêòðîôîðåç ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ âûïîëíÿëè â 2 % àãàðîçíîì ãåëå â 
Òðèñ-àöåòàòíîì áóôåðå (ÒÀÅ). Äëÿ âèçóàëèçàöèè ÄÍÊ ãåëü ïðîêðàøèâàëè 
â òå÷åíèå 10-20 ìèí â ðàñòâîðå áðîìèñòîãî ýòèäèÿ â ÒÀÅ (5 ìêã/ìë). Ãåëè 
ïðîñìàòðèâàëè â óëüòðàôèîëåòîâîì ñâåòå ïðè λ = 254 íì è äîêóìåíòèðî-
âàëè. Ðàçìåð ôðàãìåíòîâ îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ìàðêåðà ìîëåêóëÿðíûõ 
ìàññ («Promega», ÑØÀ). 

Ðåçóëüòàòû. Ïîñêîëüêó êðàñèòåëè, â òîì ÷èñëå ìîíîêëîíàëüíûå àí-
òèòåëà (ÌÀÒ) ïðîòèâ àíòèãåíîâ (ÀÃ) ÊÐÑ, ïîçâîëÿþùèå ïîäòâåðäèòü ôàêò 
äèôôåðåíöèðîâêè, ìû íå èñïîëüçîâàëè, íàðÿäó ñ âèçóàëüíûìè íàáëþäå-
íèÿìè èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè êëåòîê ïîä äåéñòâèåì èíäóêòîðîâ ìèîãåíå-
çà îöåíèëè óðîâåíü ýêñïðåññèè ìÐÍÊ ãåíîâ — ìàðêåðîâ ìèîãåíåçà ìåòî-
äîì ÎÒ-ÏÖÐ. Èñïîëüçîâàííûå ïðàéìåðû, êîìïëåìåíòàðíûå òðàíñêðèïòàì 
èññëåäóåìûõ ãåíîâ, ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå. 

Ïðÿìûå (F) è îáðàòíûå (R) ïðàéìåðû, êîòîðûå áûëè èñïîëüçîâàíû ïðè àìïëè-
ôèêàöèè îáðàòíûõ òðàíñêðèïòîâ, ïîëó÷åííûõ äëÿ ãåíîâ MYOD1 è MYOG (ìàðêå-
ðû ìèîãåíåçà) è ïîñòîÿííî ýêñïðåññèðóþùåãîñÿ ãåíà GAPDH (ãëèöåðàëüäåãèä-3-
ôîñôàòäåãèäðîãåíàçà) 

Ìèøåíü Íàçâàíèå îëèãîíóêëåîòèäà Íàïðàâëåíèå 5′ → 3′ 
Gab_F TCA-TTG-ACC-TTC-ACT-ACA-TGG-TCT-A GAPDH 
Gab_R AAG-ATG-GTG-ATG-GCC-TTT-CCA-TTG 
MY_F GCT-CCA-GAA-CAG-CAG-CAA-GT MYOD1 
MY_R TCG-AAA-CAC-GGG-TCA-TCA-TA 
MG_F CAG-TGA-ATG-CAG-CTC-CCA-TA MYOG  
MG_R CGA-CAT-CCT-CCA-CTG-TGA-TG 
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Ìû èçó÷èëè äåéñòâèå òðåõ èíäóêöèîííûõ ñðåä, êîòîðûå ñîäåðæàëè 
â êà÷åñòâå äèôôåðåíöèðîâî÷íûõ àãåíòîâ 5-àçàöèòèäèí, 5-àçà-2′-äåîêñèöè-
òèäèí (àíàëîãè öèòîçèíà), îáëàäàþùèå äåìåòèëèðóþùåé àêòèâíîñòüþ, è 
ðåòèíîåâóþ êèñëîòó. Â ëèòåðàòóðå èìåþòñÿ ñâèäåòåëüñòâà, ÷òî îáðàáîòêà 
ýòèìè âåùåñòâàìè ñïîñîáñòâóåò ôîðìèðîâàíèþ êëåòîê ìûøå÷íîé òêàíè 
in vitro (9, 13, 14). 

Â 1-é, 2-é è 3-é ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ãðóïïàõ — íà 5-å ñóò, â 4-é, 
5-é è 6-é — íà 7-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðè âîçäåéñòâèè I, II è III èí-
äóêöèîííûìè ñðåäàìè íàáëþäàëè óâåëè÷åíèå ðàçìåðà êëåòîê. Êëåòêè âû-
òÿãèâàëèñü â îäíîì íàïðàâëåíèè, ñëèâàëèñü è íà 15-21-å ñóò (1-ÿ, 2-ÿ è 
3-ÿ ãðóïïû) èëè íà 20-25-å ñóò (4-ÿ, 5-ÿ è 6-ÿ ãðóïïû) ôîðìèðîâàëè ïëîò-
íûå ìèîòóáîïîäîáíûå ñòðóêòóðû, ñîäåðæàâøèå 3-10 ÿäåð íà êëåòêó. Îêðà-
ñêà ïî Ðîìàíîâñêîìó-Ãèìçå ïîêàçàëà öåíòðàëüíîå ðàñïîëîæåíèå ÿäåð, ÷òî 
õàðàêòåðíî äëÿ ðàííåé ñòàäèè îáðàçîâàíèÿ ìèîñèìïëàñòîâ. Âèçóàëüíûå èç-
ìåíåíèÿ â ìîðôîëîãèè èìåëè îêîëî 40 % êëåòîê: îíè îêðóãëÿëèñü, óïëîò-
íÿëèñü, óäëèíÿëèñü è ñòàíîâèëèñü ìíîãîÿäåðíûìè (ðèñ. 1, À). Êðîìå òî-
ãî, ïîÿâëÿëèñü êðóïíûå êëåòêè ñ âèäèìîé èñ÷åð÷åííîñòüþ öèòîïëàçìû. 
(ñì. ðèñ. 1, Á). Èíòåðåñíûì îêàçàëñÿ òîò ôàêò, ÷òî íàðÿäó ñ îáðàçîâàíèåì 
êëàñòåðîâ êëåòîê ìûøå÷íîé òêàíè ïðîèñõîäèëî ôîðìèðîâàíèå ëèïèäíûõ 
âåçèêóë, ÷òî ïîäòâåðæäàëîñü îêðàñêîé Oil Red O. ×èñëî îêðàøåííûõ ëè-
ïèäíûõ âàêóîëåé â 4-é, 5-é è 6-é ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ãðóïïàõ áûëî çíà÷è-
òåëüíî áîëüøå, ÷åì â 1-é, 2-é è 3-é ãðóïïàõ. Â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ (êóëü-
òèâèðîâàíèå áåç èíäóêòîðà) ìîðôîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé íå îáíàðóæèëè. 

 

À Á 

Ðèñ. 1. Íàïðàâëåííàÿ äèôôåðåíöèðîâêà ìóëüòèïîòåíòíûõ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, âû-
äåëåííûõ èç êîñòíîãî ìîçãà (À) è æèðîâîé òêàíè (Á) êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, â êëåòêè ìû-
øå÷íîé òêàíè in vitro ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ìèîãåííîé ñðåäå: À — 28-å ñóò (èíäóêòîð — 5-àçà-
öèòèäèí), íàòèâíûé ïðåïàðàò; Á — 33-è ñóò (èíäóêòîð — ðåòèíîåâàÿ êèñëîòà); îêðàøèâàíèå 
ïî Ðîìàíîâñêîìó-Ãèìçå. Óâåëè÷åíèå ½63 (îáúåêòèâ), ½10 (îêóëÿð). 

 

Ñðàâíåíèå äåéñòâèÿ ðàçíûõ èíäóêòîðîâ ïðîäåìîíñòðèðîâàëî, ÷òî 
âñå îíè ñïîñîáñòâóþò äèôôåðåíöèðîâêå ÌÌÑÊ in vitro â êëåòêè ìûøå÷-
íîé òêàíè, îäíàêî ïðè îáðàáîòêå II è III èíäóêöèîííîé ñðåäîé íàáëþäà-
ëàñü äåãåíåðàöèÿ è ãèáåëü îêîëî 5-10 % êëåòîê. Ðåòèíîåâàÿ êèñëîòà òàêî-
ãî òîêñè÷íîãî ýôôåêòà íå îêàçûâàëà. 

Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî ìèîãåíåç ðåãóëèðóåòñÿ ñåìåéñòâîì òðàíñêðèïöèîí-
íûõ ôàêòîðîâ MRF (ìèîãåííûå ðåãóëÿòîðíûå ôàêòîðû), âêëþ÷àÿ ÌYOD1, 
MYF5, MYF6 è MYOG. Â òå÷åíèå ýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ MYOD1 è 
MYF5 âîâëå÷åíû â óñòàíîâëåíèå ëèíèè ñêåëåòíîé ìûøöû, òîãäà êàê 
MYOG íåîáõîäèì äëÿ òåðìèíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè. MYOD1 ïðèíàä-
ëåæèò ê îäíîìó èç ðàííèõ ìàðêåðîâ, ñâèäåòåëüñòâóþùèõ îá èíèöèàöèè 
äèôôåðåíöèðîâêè ÌÌÑÊ â ìèîãåííîì íàïðàâëåíèè. Åãî ýêñïðåññèÿ õà-
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ðàêòåðíà äëÿ ñòàäèè îáðàçîâàíèÿ ìèîáëàñòîâ (15). 
Âûÿâëåííûå âèçóàëüíî ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ ÌÌÑÊ in vi-

tro ïîäòâåðäèëèñü íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå (ðèñ. 2).  
 

À Á 

Â 

 

Ðèñ. 2. Ýêñïðåññèÿ ãåíîâ MYOD1 è MYOG
(ìàðêåðû ìèîãåíåçà) è GAPDH (ãëèöåðàëü-
äåãèä-3-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçà) â ïðîöåññå äèô-
ôåðåíöèðîâêè ìóëüòèïîòåíòíûõ ìåçåíõèìíûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÌÑÊ), âûäåëåííûõ èç
êîñòíîãî ìîçãà (ÊÌ) è æèðîâîé òêàíè (ÆÒ)
êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (ÊÐÑ), â êëåòêè ìû-
øå÷íîé òêàíè in vitro ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â 
ìèîãåííûõ ñðåäàõ. 

À è Á — ãèñòîãðàììû, îòðàæàþùèå 
âëèÿíèå ðàçíûõ èíäóêöèîííûõ ñðåä íà ýêñïðåñ-
ñèþ ãåíîâ MYOD1 (à), MYOG (á) è GAPDH (â) â 
ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè ÌÌÑÊ, âûäå-
ëåííûõ ñîîòâåòñòâåííî èç ÊÌ è ÆÒ ÊÐÑ,
Â — ýëåêòðîôîðåãðàììû ïðîäóêòîâ àìïëèôè-

êàöèè ó÷àñòêîâ ãåíîâ MYOD1, MYOG è GAPDH ïðè ÏÖÐ ñ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèåé (ÎÒ-
ÏÖÐ); Ê — êóëüòèâèðîâàíèå áåç èíäóêòîðîâ (êîíòðîëü). Èíäóêòîðàìè ñëóæèëè ðåòèíîåâàÿ 
êèñëîòà, 5-àçàöèòèäèí è 5-àçà-2′-äåîêñèöèòèäèí, ñ êîòîðûìè ñîîòâåòñòâåííî â 1-é, 2-é 
è 3-é ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ãðóïïàõ êóëüòèâèðîâàëè ÌÌÑÊ ÊÌ, â 4-é, 5-é è 6-é —
ÌÌÑÊ ÆÒ. 

 

Â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê âñåõ øåñòè ýêñïåðèìåíòàëü-
íûõ ãðóïï â êëåòêè ìûøå÷íîé òêàíè íà 21-å ñóò îáíàðóæèëè ïðîäóêò 
ýêñïðåññèè ãåíà MYOD1 â ÌÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç ÊÌ (â êîíòðîëå, âî 2-é 
è 3-é ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ãðóïïàõ). Â îòëè÷èå îò íèõ â ÌÌÑÊ, âûäåëåí-
íûõ èç ÆÒ, â ñðåäå áåç èíäóêòîðà (êîíòðîëü) ïðîäóêò ýêñïðåññèè ãåíà 
MYOD1 íå âûÿâëÿëñÿ. Â ÌÌÑÊ èç ÆÒ â 4-é, 5-é è 6-é ýêñïåðèìåíòàëü-
íûõ ãðóïïàõ áûëà ïîêàçàíà ýêñïðåññèÿ ãåíà MYOD1. Êàê âèäíî èç ãèñòî-
ãðàììû (ñì. ðèñ. 2), â 5-é è 6-é ãðóïïàõ êîëè÷åñòâî ïðîäóêòà ýêñïðåññèè 
ýòîãî ãåíà ïî÷òè â 2 ðàçà ïðåâûøàëî òàêîâîå â îñòàëüíûõ ãðóïïàõ. Âî 
âñåõ øåñòè ãðóïïàõ âûÿâëÿëè ìÐÍÊ ãåíà MYOG, íî â 1-é, 2-é è 3-é ãðóï-
ïàõ êîëè÷åñòâî ïðîäóêòà ýêñïðåññèè ýòîãî ãåíà îêàçàëîñü ïî÷òè â 2 ðàçà 
âûøå, ÷åì â êîíòðîëüíûõ îáðàçöàõ è â 4-é, 5-é è 6-é ãðóïïàõ. 

Â íàøåì ýêñïåðèìåíòå ïðîäóêò ýêñïðåññèè MYOD1, ïîìèìî ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíûõ ãðóïï, áûë îáíàðóæåí ó ÌÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç ÊÌ è 
êóëüòèâèðóåìûõ â ñðåäå áåç èíäóêòîðà, â òî âðåìÿ êàê ó ÌÌÑÊ, âûäåëåí-
íûõ èç ÆÒ, îí ïðèñóòñòâîâàë òîëüêî â êëåòêàõ, êóëüòèâèðóåìûõ â ìèîãåí-
íûõ ñðåäàõ. Ïðèñóòñòâèå ïðîäóêòîâ ýêñïðåññèè ãåíîâ MYOD1 è MYOG â 
êîíòðîëüíûõ îáðàçöàõ ìîæíî îáúÿñíèòü ñïîíòàííîé ìèîãåííîé äèôôå-
ðåíöèðîâêîé. Âåðîÿòíî, îòñóòñòâèå ïðîäóêòîâ ýêñïðåññèè ãåíà MYOD1 â 
1-é ýêñïåðèìåíòàëüíîé ãðóïïå ñâÿçàíî ñ çàâåðøåíèåì ïåðâè÷íîé ñòàäèè 
ìèîãåíåçà è îáðàçîâàíèåì òåðìèíàëüíî äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê — 
ìèîöèòîâ. Êàê âèäíî èç ãèñòîãðàììû (ñì. ðèñ. 2), ó ÌÌÑÊ, âûäåëåííûõ 
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èç ÊÌ, íàáëþäàëñÿ âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèÿ ãåíà MYOG è îòñóòñòâî-
âàëà ýêñïðåññèÿ ãåíà MYOD1. Â ÌÌÑÊ èç ÆÒ, íàîáîðîò, îòìå÷àëàñü âû-
ñîêàÿ àêòèâíîñòü ýêñïðåññèè ãåíà MYOD1 íà óðîâíå òðàíñêðèïöèè è ïðî-
ÿâèëàñü ýêñïðåññèÿ ãåíà MYOG. Èç ïîëó÷åííûõ äàííûõ ìîæíî ñäåëàòü âû-
âîä, ÷òî ó ÌÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç ÊÌ, ïðîöåññ ìèîäèôôåðåíöèðîâêè ïðî-
èñõîäèò áûñòðåå, ÷åì ó ÌÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç ÆÒ ÊÐÑ. 

Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ñîãëàñóþòñÿ ñ äðóãèìè îïóáëèêîâàí-
íûìè äàííûìè (9, 13), íî îòëè÷àþòñÿ îò ïîëó÷åííûõ Z. Su ñ ñîàâò. (14).  

Òàêèì îáðàçîì, ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåíõèìûå ñòâîëîâûå êëåòêè 
(ÌÌÑÊ), âûäåëåííûå êàê èç êîñòíîãî ìîçãà (ÊÌ), òàê è èç æèðîâîé òêà-
íè (ÆÒ) êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (ÊÐÑ), ïîä äåéñòâèåì ñðåä, ñîäåðæàùèõ 
â êà÷åñòâå èíäóêòîðîâ 5-àçàöèòèäèí, 5-àçà-2′-äåîêñèöèòèäèí è ðåòèíîå-
âóþ êèñëîòó, ñïîñîáíû äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ, ôîðìèðóÿ êëåòêè ìûøå÷-
íîé òêàíè in vitro. Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ êîíöåíòðàöèÿ ðåòèíîåâîé êè-
ñëîòû 50 ìêÌ ïðè ìèîäèôôåðåíöèðîâêå ãóáèòåëüíà, 12 ìêÌ — îïòè-
ìàëüíà äëÿ êóëüòóðû. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, 
÷òî, íåñìîòðÿ íà ôåíîòèïè÷åñêîå ñõîäñòâî â ïîïóëÿöèÿõ ÌÌÑÊ èç ÊÌ 
è ÆÒ ÊÐÑ, ýòè êëåòêè îáëàäàþò ðàçíûìè ïîòåíöèÿìè â îòíîøåíèè ìèî-
ãåíåçà. Ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ — ìàðêåðîâ ìèî-
ãåíåçà â ÌÌÑÊ ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ ïðîäåìîíñòðèðîâàë, ÷òî êëåòêè, 
âûäåëåííûå èç ÊÌ, áîëåå ïåðñïåêòèâíû äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ ìûøå÷íîé 
òêàíè in vitro.  
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S u m m a r y  
 

Bovine bone marrow (BM) and adipose tissue (AT) multipotent mesenchymal stem cells 
(MMSC) are believed to be a perspective material for the creation of new cellular systems and prod-
ucts for food biotechnology. We demonstrated the possibility of directed differentiation of BM and 
AT MMSC in those of muscle tissue by culturing them in the medium, containing inductors of myo-
genesis (5-azacytidine, 5-aza-2′-deoxycytidine and retinoic acid). The comparative analysis of differ-
entiation efficiency of these cells in the direction of myogenesis revealed morphological changes in 
BM MMSC on the 15-21st day, and in AT MMSC — on the 20-25th day of culturing in the medium 
with different inductors. The analysis of MYOD1 and MYOG gene expression in RT-PCR detected 
essential distinctions in the potency of these cells to differentiate into muscle tissue cells in vitro, 
and also showed that MMSC, isolated from BM, are more perspective source for muscle tissue en-
gineering in vitro.  
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