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Как видно на электрофореграмме, СОТС 
«ЭК-2М» (трэк 1) и «СК-1» (трэк 2) не вызы-
вают изменений электрофоретической под-
вижности ДНК фага λ, так как она находится 
по степени миграции под воздействием элек-
трического тока на уровне, соответствующему от-
рицательному контролю (трэк 3), что свидетельст-
вует об отсутствии ДНК-повреждающей активно-
сти (генотоксичности) у обеих композиций. В то 
время как под воздействием азида натрия (трэк 4) и 
9-аминоакридина (трэк 5), которые служили в 
качестве позитивного контроля и являются 
веществами с доказанной генотоксичностью, 
отмечаются ДНК-повреждающие эффекты, про-
являющиеся миграцией высвобожденных 
фрагментов ДНК из клетки. 

Выводы 
СОТС «ЭК-2М» и «СК-1» не проявляют по-

тенциальных мутагенных свойств в тесте Эймса 
на штаммах Salmonella typhimurium ТА 1535, ТА 
97, ТА 98, ТА 100 и ТА 102 в условиях с полной 
метаболической активацией и без нее. 

ДНК-повреждающим действием в репара-
ционном тесте на Escherichia coli и на модели 
электрофореза с использованием ДНК фага λ 
СОТС «ЭК-2М» и «СК-1» не обладают. 
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ДИФФЕРЕНЦИРОВАННЫМИ ИЗ МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК 
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Цель: исследовать экспрессию маркерных генов гепатоцит-подобными клетками, дифференцирован-
ными из мезенхимальных стволовых клеток (МСК). 

Материалы и методы. Белые крысы линии Вистар, костномозговые МСК; изолированные гепатоциты 
крысы, полученные методом ферментативной перфузии печени; дифференцировка МСК в гепатоцитарном на-
правлении; световая микроскопия; оценка экспрессии генов методом полимеразной цепной реакции (ПЦР). 

Результаты. Наблюдаемые изменения в профиле экспрессии генов на протяжении этапов дифференциров-
ки свидетельствуют о присутствии в культуре МСК клеток, дифференцированных в гепатоцитарном направле-
нии. Экспрессия генов Carbox, Krt18, Krt19 и Cyt1A1 в большой степени зависит от состава среды, не является 
постоянной и носит индуцибельный характер. Представляется важным дальнейший поиск молекулярно-
генетических маркеров дифференцировки МСК в гепатоцитарном направлении. Полученные результаты демон-
стрируют необходимость систематизации имеющихся данных об изменениях уровня экспрессии генов при диф-
ференцировке МСК в гепатоциты с целью унификации условий оценки профиля экспрессии генов. 

Ключевые слова: мезенхимальные стволовые клетки, изолированные гепатоциты, гепатоцитарная диф-
ференцировка, экспрессия генов. 

EXPRESSION OF MARKER GENES BY HEPATOCYTE-LIKE CELLS 
DIFFERENTIATED FROM MESENCHYMAL STEM CELLS 
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Objective: to investigate the expression of marker genes by hepatocyte-like cells differentiated from mesen-
chymal stem cells (MSCs). 

Materials and methods. Wistar white rats, bone marrow MSCs, isolated hepatocytes of the rats were obtained 
by enzymatic perfusion of liver; differentiation of MSCs in hepatocyte direction; light microscopy; investigation of 
expression of genes by polymerase chain reaction (PCR). 

Results. The observed changes in the gene expression profile during the stages of differentiation indicate the 
presence of the cells differentiated into hepatocytic direction in MSCs culture. The expression of Carbox, Krt18, 
Krt19 Cyt1A1 genes depends on the composition of the medium and is not permanent and inducible in nature. It is 
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important to go on searching for the molecular markers of MSCs differentiation in the hepatocytic direction. These 
results demonstrate the necessity to systematize the available data on the changes in the levels of gene expression 
during MSCs differentiation into hepatocytes to unify the conditions of assessment of the gene expression profiling. 

Key words: mesenchymal stem cells, isolated hepatocytes, differentiation into hepatocytic direction, gene expression. 
 
 
Введение 
В последние годы активно ведутся науч-

ные разработки в области клеточной транс-
плантологии как альтернативе органной транс-
плантации при печеночной недостаточности. 
Могут быть использованы как зрелые гепато-
циты, так и стволовые клетки, дифференциро-
ванные в гепатоцитарном направлении [1, 2]. 

Известна высокая гетерогенность пара-
метров мезенхимальных стволовых клеток 
(МСК), используемых в различных протоколах 
дифференцировки и трансплантации [3]. В этой 
связи типирование культур МСК является одной 
из важнейших задач в этой области. Общеприня-
то, что характерной особенностью дифференци-
ровки МСК в гепатоцит-подобные клетки явля-
ется экспрессия различных генов, характерных 
для собственно гепатоцитов или для выполнения 
свойственных им функций. Наиболее часто ана-
лизируется экспрессия генов, кодирующих фер-
менты глюконеогенеза, детоксикации ксенобиоти-
ков, белки плазмы крови и гепатоцитарные цито-
кератины. Однако зачастую экспрессия этих генов 
является индуцибельной и может наблюдаться в 
различных типах клеток под воздействием ряда 
факторов среды. Более того, возможно, изолиро-
ванные из органа и культивируемые in vitro гепа-
тоциты быстро теряют свой характерный профиль 
экспрессии генов и при отсутствии специфиче-
ских факторов окружения погибают. 

Цель работы 
Исследовать экспрессию маркерных генов 

гепатоцит-подобными клетками, дифферен-
цированными из мезенхимальных стволовых 
клеток (МСК). 

Материалы и методы 
Объектом исследования являлись лабора-

торные крысы линии Wistar, ядро F (возраст 6-
8 месяцев, масса тела 180-200 г). МСК выделя-
ли из костного мозга и культивировали по 
стандартной методике протокола [4]. 

Для верификации полученных результатов 
анализировалась экспрессия генов, маркерных 
для культуры мезенхимальных стволовых кле-
ток, направленно дифференцированных в гепа-
тоцит-подобные клетки. 

Дифференцировка МСК в гепатоцит-
подобные клетки 

Для разработки протокола дифференци-
ровки МСК использовали принципы, описан-
ные в источниках [5, 6]. Мезенхимальные 
клетки второго пассажа высаживали во флаконы 
Т-25 (Sarstedt, Германия) и 6-луночные планше-
ты (GreinerBioOne, Германия) для получения ко-
нечной плотности клеток 2 × 104 кл/см2. Далее 
последовательно проводили инкубацию клеток 
в средах, содержащих комбинации дифферен-
цировочных факторов, перечисленных в таб-
лице 1. На этапах 2 и 3 проводили 50 % смену 
среды каждые 3–4 сутки. 

Таблица 1 — Состав среды и продолжительность этапов дифференцировки МСК 

№ этапа Продолжительность этапа Состав культуральной среды 

— — 

Базовая среда: среда DMEM/HamF12 (Invitrogen-GIBCO, США) с до-
бавлением смеси антибиотиков: пенициллин — 100 U/ml, стрептоми-
цин — 100 μg/ml, амфотерицин В — 0,25 μg/ml («Sigma», США). Сре-
ду стерилизовали фильтрованием (0,22 µm) и хранили в холодильнике 

1 3 сут. 
Базовая среда с добавлением 1 % FBS (HyClone, ThermoFisher), 3 % BSA, 
10 % FBS, 2µML-glutamine, 10 ng/ml βFGF 

2 8 сут. 
«Diff1»: базовая среда с добавлением 10 % FBS, 2µML-glutamine, 
βFGF (10 нг/мл.), EGF (10 нг/мл.), HGF (20 нг/мл). 

3 >10 сут. 
«Diff2»: базовая среда с добавлением HGF (20 нг/мл.), дексаметазоза (0,1 µM), 
1 % ITS, никотиновой кислоты (0,9 мг/мл), 0,1 % демитилсульфоксида 

 
 

При определении степени экспрессии ге-
нетических маркеров гепатоцит-подобных кле-
ток отрицательным контролем служила культура 
МСК до начала их дифференцировки (день 0). 
Группой сравнения были культуры МСК, нахо-
дившиеся в тех же условиях (режимы культиви-
рования, культуральная среда), но без добавле-
ния ростовых дифференцировочных факторов 

HGF, EGF, βFGF. В качестве положительного 
контроля использовались биоптаты тканей на-
тивной печени и первичные гепатоциты, выде-
ленные после перфузирования и ферментатив-
ной обработки печени коллагеназой II типа. На 
промежуточных сроках и в конце каждого этапа 
культивирования часть культур МСК из план-
шетов Т-25 использовали для выделения мРНК. 
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Совместное культивирование МСК ко-
стного мозга и гепатоцитов 

Выделение гепатоцитов. Гепатоциты были 
изолированы с помощью 2-стадийной фермента-
тивной перфузии печени, описанной в работе Se-
glen и адаптированной в нашей лаборатории [7]. 

Для проведения совместного культивиро-
вания МСК и первичных гепатоцитов исполь-
зовали систему, состоящую из 6-луночного 
планшета и пластиковых вставок с полупрони-
цаемой мембраной с диаметром пор 0,4 µm 
(ThinCert, GreinerBioOneInc.). МСК вносили в 
лунки планшета для получения плотности 
2×104 клеток/см2. Свежевыделенные гепатоци-
ты вносили в камеру вставки, таким образом 
МСК и гепатоциты оказывались разделенными 
мембраной, проницаемой для растворимых 
факторов и среды, но предотвращающей пере-
мещение клеток между компартментами. Эта-
пы культивирования и дифференцировочные 
среды использовали такие же, как и в протоко-
ле направленной дифференцировки МСК. 

Анализ экспрессии маркерных генов в 
культурах МСК 

Выделение РНК, синтез кДНК и прове-
дение ПЦР На промежуточных и конечных эта-
пах дифференцировки образцы культур МСК ли-
зировали в 300 мкл раствора набора «РИБО-
золь-В» (АмплиСенс, Россия). Выделение РНК 
производили в соответствии с рекомендациями 
производителя. Обратную транскрипцию прово-
дили с применением набора #K1612 (Fermentas, 
Литва). На всех этапах качество выделения кон-
тролировали спектрофотометрически на программ-
но-аппаратном комплексе «NanoDrop» (США). Спе-
цифические праймеры для анализа экспрессии ге-
нов методом ПЦР в реальном времени были по-
добраны с помощью программы «Primer Express(r) 
Software», v3.0 (Applied Biosystems) в соответствии 
с рекомендациями [8] и синтезированы фирмой 
«Праймтех» (Беларусь). ПЦР проводили на про-
граммно-аппаратном комплексе «Rotor Gene», 3000 
(Corbett Research, Австралия). Для анализа экс-
прессии генов применяли метод ПЦР в реальном 
времени (англ. RealTime PCR) с контролем процес-

са по флуоресценции красителя SYBR Green. 
При проведении ПЦР кроме кДНК анали-

зируемых образцов в ходе каждой реакции ис-
пользовали дополнительные «отрицательный» 
и «положительный» контроль. В качестве от-
рицательного образца использовали воду для 
ПЦР, в качестве положительного — стандарт-
ный калибратор кДНК гена GAPDH. 

Анализ данных ПЦР в реальном време-
ни. Препараты кДНК образцов изначально 
различались по количественному содержанию 
продуктов обратной транскрипции (из-за весо-
вых и гистологических различий исследуемого 
биологического материала, эффективности выде-
ления РНК из разных проб и др.). Для сопостав-
ления получаемых данных экспрессии исследуе-
мых генов в образцах, на первом этапе обработки 
данных ПЦР в реальном времени проводили нор-
мализацию (уравнивание) результатов по генам, 
обладающим одинаковым уровнем экспрессии в 
тканях, вне зависимости от ее физиологического 
состояния. В качестве нормализаторов выступа-
ли гены, детерминирующие основные этапы ме-
таболизма клетки — «гены домашнего хозяйст-
ва» (англ. «housekeeping genes»). Основными 
требованиями к выбору гена-нормализатора бы-
ли: применимость к данному типу ткани, сход-
ное значение показателя эффективности ампли-
фикации с изучаемыми генами [9]. В качестве 
основного гена-нормализатора использовали 
GADPH и β-actin — в качестве дополнительного. 

Оценку уровня эксперессии генов в анали-
зируемом образце проводили на основе анали-
за динамики интенсивности флуоресценции и 
расчета значений пороговых циклов появления 
продуктов амплификации при заданном уровне 
чувствительности (рисунок 1). Далее для каж-
дого анализируемого образца рассчитывали 
разницу (ΔCt) между значениями пороговых 
циклов различных генов и гена-нормализатора 
(GAPDH). Полученное значение характеризует 
относительный уровень экспрессии гена в кон-
кретном образце и позволяет производить 
сравнение уровней экспрессии генов в различ-
ных образцах. 

 

 
Рисунок 1 — Вид окна анализа данных, полученных при проведении ПЦР 
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Контроль качества постановки анализа ме-
тодом ПЦР в реальном времени для каждого об-
разца осуществляли с помощью анализа кривых 
плавления продуктов ПЦР. Алгоритм анализа и 
примеры кривых плавления представлены на ри-

сунке 2. Для подтверждения специфичности 
проведения ПЦР использовали электрофорети-
ческое разделение продуктов реакции в 1,7 % 
агарозном геле по стандартной схеме с окраской 
геля раствором бромистого этидия. 

 

 

Рисунок 2 — Пример первичных данных и анализа кривых плавления продуктов ПЦР 
для проверки специфичности выполненного анализа*. 

*Присутствие только одного пика свидетельствует о получении одного продукта амплификации, 
дополнительные — о наличии побочных продуктов амплификации. Совпадение значения температуры 
полученного пика плавления с расчетными данными подтверждает специфичность проведения анализа 

 
 

Все подобранные пары праймеров были прове-
рены по алгоритму, подтверждена их специфич-
ность и определена температура плавления продук-
тов ПЦР. Например, одна из представленных пар 

праймеров (Cyt) не обладала необходимой специ-
фичностью, что подтвердилось результатами обоих 
методов контроля качества, и была заменена на аль-
тернативный вариант (Cyt P450 89b.p. (рисунок 3). 

 

 

 

Рисунок 3 — Подтверждение специфичности ПЦР методом горизонтального электрофореза 
продуктов амплификации в агарозном геле 

 
 

Результаты и их обсуждение 
Профиль экспрессии генов МСК при 

гепатоцитарной дифференцировке 
На рисунке 4 представлены профили экс-

прессии некоторых гепатоцит-ассоциированных 
генов, полученные при анализе мРНК, выде-
ленных из образца ткани печени и собственно 
гепатоцитов через 4 часа после их выделения. 
Хорошо заметно, что экспрессия генов AFP, 
Krt19, Carbox и ALB, ассоциируемых с гепато-
цитарной дифференцировкой МСК, в первич-
ных гепатоцитах снижается в тысячи раз уже 
после 4 часов извлечения клеток из организма. 
В то же время экспрессия генов детоксикации 
ксенобиотиков (Cyt1A1) может возрастать, 
очевидно, вследствие изменения условий пар-

циального давления кислорода и контакта с не-
знакомыми факторами среды. 

Упомянутые выше изменения в профиле экс-
прессии генов первичных гепатоцитов следует 
учитывать при использовании метода ПЦР для 
типирования культур МСК, так как текущий про-
филь экспрессии может быть отражением сово-
купности действия различных факторов в ограни-
ченный промежуток времени, но не отражать на-
правленность процессов дифференцировки. 

Вполне вероятно, что профиль экспрессии 
генов клеток, культивируемых in vitro, во мно-
гом зависит от состава среды и особенностей 
партии эмбриональной сыворотки. Например, 
профили экспрессии анализируемых генов бы-
ли очень схожими для МСК костномозгового 
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происхождения и фибробластов кожи при ру-
тинном культивировании их в базовой полной 
среде (рисунок 5). Единственное значимое от-

личие — это экспрессия гена AFP, очевидно, 
связанная с мезенхимальным происхождением 
этих клеток и с их статусом дифференцировки. 

 

 

Рисунок 4 — Профиль относительной* экспрессии генов в образцах мРНК изолированных 
из фрагмента паренхимы печени и первичных гепатоцитов через 4 часа после выделения и культивирования 

Альбумин (ALB), цитохром P-450 1A1 (Cyt1A1), фосфоенолпируват карбоксилаза (Carbox), цитокера-
тин 18 (Krt18), цитокератин 19 (Krt19), α-фетопротеин (AFP), β-актин (bAactin), 

глицеральдегид 3-фосфат дегидрогеназа (GAPDH). 
*Логарифмическая шкала показывает, сколько копий генов присутствует в образце 
из расчета на одну копию гена GAPDH. Экспрессия ниже предела детекции — 10-7. 

 

 

Рисунок 5 — Профиль относительной экспрессии генов в образцах мРНК, изолированных 
из первичных гепатоцитов через 4 часа после выделения и культивирования, 

а также МСК и фибробластов кожи 
 
 

На протяжении всего срока дифференци-
ровки происходили относительно незначи-
тельные изменения в профиле экспрессии ге-
нов. Отмечали рост уровня относительной экс-
прессии гена bAactin на протяжении всего сро-
ка культивирования практически во всех об-
разцах. Разнонаправленные изменения в уров-
не экспрессии AFP наблюдали в контрольных 
культурах МСК и в МСК в дифференцировоч-
ных средах. В контрольных культурах наблю-
дали постепенное снижение уровня экспрессии 
этого гена, в то время как под воздействием 
факторов дифференцировочных сред уровень 
экспрессии AFP с МСК повышался. Однако на 
последнем этапе уровень экспрессии AFP 
дифференцируемых клеток стал снижаться и 
приблизился к таковому у недефференциро-

ванного контроля. Экспрессия генов Carbox и 
Krt19 изменялась немонотонно. Как правило, 
смена среды или внесение новых компонентов в 
состав сред совпадали с появлением экспрессиии 
Krt19 и изменением уровня экспрессии Carbox и 
Cyt1A1. Включение ДМСО в состав среды Diff1 
привело к увеличению уровня экспрессии генов 
AFP, Krt19, Krt18, а также Cyt (рисунок 6). 

Для оценки влияния уровня глюкозы в 
среде на профиль экспрессии генов в МСК мы 
инкубировали их 24 ч в полной среде DMEM/F-
12 с концентрацией глюкозы 5 г/л. Наблюдали 
усиление относительной экспрессии генов Carbox, 
Krt18, Krt19 и Cyt1A1 по сравнению с 
соответствующим контролем. Данный эффект 
наблюдали во всех вариантах культивирования 
МСК (рисунок 7). 
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Рисунок 6 — Изменения профиля относительной экспрессии генов в образцах мРНК, 
изолированных из МСК контрольной культуры (без дифференцировочных факторов) 

и МСК на 8-е сутки I этапа (a) и на 6-е  сутки II этапа (б) 
 

 

Рисунок 7 — Изменения профиля относительной экспрессии генов в образцах мРНК, 
изолированных из МСК на 14-е сутки II дифференцировочного этапа после 24 ч инкубации 

в среде с повышенным уровнем глюкозы 
*Первая пара столбцов — контроль и дифференцировка, вторая — то же самое с мембранными 

вставками и кондиционированием с первичными гепатоцитами 
 
 

Заключение 
Наблюдаемые изменения в профиле экспрес-

сии генов на протяжении этапов дифференцировки 
свидетельствуют о присутствии в культуре МСК 
клеток, дифференцированных в гепатоцитарном 
направлении. Экспрессия генов Carbox, Krt18, 
Krt19 и Cyt1A1 в большой степени зависит от 
состава среды, не является постоянной и носит 
индуцибельный характер. Представляется важным 
дальнейший поиск молекулярно-генетических 
маркеров дифференцировки МСК в гепатоцитарном 
направлении. Полученные результаты демонстри-
руют необходимость систематизации имеющихся 
данных об изменениях уровня экспрессии генов при 
дифференцировке МСК в гепатоциты с целью уни-
фикации условий оценки профиля экспрессии генов. 
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ХАРАКТЕРИСТИКИ ТРЕНИЯ ПЛЕТЕНЫХ ХИРУРГИЧЕСКИХ НИТЕЙ 

НА ОСНОВЕ ТРАДИЦИОННОГО ШОВНОГО МАТЕРИАЛА 

Д. Н. Бонцевич, М. Л. Каплан 

Гомельский государственный медицинский университет 

Цель: изучить характеристики трения плетеных хирургических нитей на основе традиционного шовного материала. 
Материалы и методы. Изучение трения сухих и мокрых нитей производилось на аппарате «ComTen 94C» 

по оригинальной разработанной методике. Между захватами в горизонтальном положении крепили цилинд-
рическую оправку диаметром 40 мм, обернутую лоскутом замшевой кожи. После закрепления конца нити в под-


