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Проанализировано участие мезенхимных стромальных клеток (МСК) в регенерации мышечной
ткани. Показано, что МСК костного мозга крысы не проявляют потенций к миогенной диффе-
ренцировке in vitro под влиянием соответствующих индукторов и крайне редко сливаются с ми-
областами при совместном культивировании, однако выделяемые ими факторы стимулируют
дифференцировку миогенных клеток. Отмечено, что in vivo при совместной трансплантации с
измельченной мышечной тканью МСК усиливают миогенез и ангиогенез, а при введении в
травмированную мышцу улучшают течение восстановительного процесса, как и кондициони-
рованная ими среда. Установлен паракринный механизм влияния МСК на регенерацию скелет-
ных мышц.
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Мезенхимные стромальные клетки (МСК) как
универсальные регуляторы тканевого гомеостаза
представляют собой перспективный материал
для регенеративной медицины, в частности для
восстановления скелетных мышц после повре-
ждения. Хотя восстановление скелетных мышц
обеспечивается в основном клетками-сателлита-
ми (покоящейся тканеспецифической популяци-
ей клеток), в регенерации также участвуют МСК,
как резидентные, так и выходящие из костного
мозга в кровоток с последующей миграцией в по-
врежденную ткань под влиянием хемоаттрактан-
тов (Ramírez et al., 2006; Granero-Moltó et al., 2009;
Liu et al., 2009; Chen et al., 2010; Fong et al., 2011).
Полученные в последние годы экспериментальные
данные свидетельствуют о том, что стимуляция мы-
шечной регенерации может быть достигнута с по-
мощью введения МСК в область повреждения
(Natsu et al., 2004; Winkler et al., 2012; Andrade et al.,
2015).

В настоящее время рассматриваются три воз-
можных механизма участия МСК в регенерации
скелетных мышц: дифференцировка в миогенном
направлении, слияние с миобластами и паракрин-
ное влияние на миогенез. При культивировании в
присутствии некоторых индукторов, в частности
5-азацитидина (Krupnick et al., 2004), стероидных

гормонов (Gang et al., 2004), галектина-1 (Chan
et al., 2006), МСК могут приобретать признаки
дифференцировки в скелетные мышцы – экс-
прессировать специфические маркеры MyoD
(Abcam, Великобритания) и миогенин и сливать-
ся в многоядерные миотубы, содержащие десмин
и миозин. Впрочем, способность МСК к миоген-
ной дифференцировке в ответ на те или иные ин-
дукторы подтверждается не всеми авторами и, ви-
димо, неодинакова для клеток из разных органов
и на разных стадиях онтогенеза (Liu et al., 2003;
Gang et al., 2004; Balana et al., 2006; Chan et al., 2006).
Результаты исследований возможного участия
МСК в регенерации путем слияния с миогенными
клетками также противоречивы (Shi et al., 2004; Sas-
soli et al., 2012; Kulesza et al., 2016). Вместе с тем
положительное действие МСК на восстановле-
ние мышечной ткани может быть обусловлено их
паракринной функцией – продукцией множества
биологически активных факторов широкого спек-
тра действия (Sassoli et al., 2012).

Цель работы – исследование возможности не-
посредственной дифференцировки МСК в мио-
генные клетки, а также их паракринного влияния
на миогенез.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Были использованы половозрелые самцы и

самки крыс Wistar массой 200–250 г, полученные
из питомника лабораторных животных «Столбо-
вая» (Московская обл.), а также их 20-суточные
плоды и 9–10-суточные детеныши.

Выделение и культивирование МСК и фетальных
фибробластов. МСК получали из костного мозга
половозрелых крыс, который выделяли из бед-
ренных и большеберцовых костей, промывая диа-
физы средой α-MEM (HyClone, США). Фетальные
фибробласты выделяли из кожи 20-суточных плодов
путем обработки тканевых фрагментов 0.075%-ным
раствором коллагеназы I типа (Sigma, США) в те-
чение 30 мин при 37°С. Клетки костного мозга и
фетальной кожи культивировали в пластиковых
флаконах площадью 75 см2 (Greiner, Германия) при
37°С и 5% CO2 в среде α-MEM с 10% фетальной те-
лячьей сыворотки (ФТС) с добавлением L-глутами-
на, антибиотика-антимикотика, пенициллина и
стрептомицина (HyClone). Пассирование прово-
дили по достижении конфлюэнтного монослоя,
снимая клетки 0.25%-ным раствором трипсина с
этилендиаминтетраацетатом (HyClone) и пересе-
вая их в соотношении 1 : 2.

Индукция миогенной дифференцировки МСК.
Дифференцировку МСК костного мозга индуци-
ровали на втором пассаже. В связи с отсутствием
общепринятого протокола индукции миогенеза и
неоднозначности имеющихся в литературе дан-
ных о способности МСК к дифференцировке в
этом направлении (Liu et al., 2003; Gang et al.,
2004; Balana et al., 2006; Chan et al., 2006) была
оценена эффективность трех различных вариан-
тов индукции. Клетки рассеивали в 12-луночные
платы (Greiner) с плотностью 1 × 104 кл./мл в ин-
дукционные среды (три варианта).

Вариант I. Среда Игла, модифицированная
Дульбекко (Dulbecco modified Eagle medium
(DMEM)), + 20% ФТС + 10 мкМ 5-азацитидина
(Sigma); контроль – DMEM + 20% ФТС. Спустя
2 сут среду сменяли на DMEM c 10% лошадиной
сыворотки (HyClone), после чего продолжали
культивирование с периодической сменой этой
новой среды.

Вариант II. DMEM + 2% ФТС + 3 мкМ 5-азаци-
тидина + 10 нг/мл эпидермального фактора роста
(EGF) + 10 нг/мл основного фактора роста фиброб-
ластов (bFGF) + 1% добавки ITS + 1 + 50 мкг/мл
2-фосфо-L-аскорбата натрия (Sigma); контроль –
среда того же состава без 5-азацитидина. Спустя
4 сут как в опытной, так и в контрольной культу-
рах среду заменяли той же без 5-азацитидина и

продолжали культивирование с периодической
сменой этой новой среды.

Вариант III. DMEM + 10% ФТС + 0.1 мкМ
дексаметазона + 50 мкМ гидрокортизона (Sigma);
контроль – DMEM с 10% ФТС. Спустя 4 сут в
опытной культуре среду сменяли на DMEM + 5%
лошадиной сыворотки + 0.1 мкМ дексаметазона +
+ 50 мкМ гидрокортизона, а в контрольной куль-
туре – на DMEM с 5% лошадиной сыворотки.
Дальнейшее культивирование проводили с пери-
одической сменой этих новых сред.

Во всех вариантах культивирование продолжа-
ли в течение 14–28 сут со сменой среды дважды в
неделю, после чего культуры фиксировали для
морфологического и иммуноцитохимического
исследования.

Трансфекция МСК геном зеленого флуоресцент-
ного белка (GFP). Мечение МСК проводили пу-
тем аденовирусной инфекции на втором пассаже
после образования клеточного монослоя. Вирусные
частицы, несущие ген GFP, были сконструированы в
лаборатории молекулярной иммунологии Институ-
та биоорганической химии им. академиков
М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН на
основе системы Ad.MAX (SignaGen Laboratories,
США), включающей в себя шатл-вектор DC311,
несущий ген GFP, и геномную плазмиду pBH-
GloxΔE13Cre. Культуру клеток 293 (эпителиальные
клетки почки эмбриона человека) дважды заражали
сконструированными вирусными частицами для
наращивания их количества, после чего заморажи-
вали и размораживали для лизирования клеток. Ви-
русные частицы отделяли от клеточного детрита
центрифугированием. Во флаконы с культурой
МСК после удаления среды вносили 0.5 мл суспен-
зии вируса и 1.5 мл α−МЕМ с 10% ФТС; спустя 2 ч
добавляли свежую культуральную среду. Смену
среды проводили через 1–3 сут. Эффективность
трансфекции оценивали путем прижизненного
наблюдения флуоресценции GFP в инвертиро-
ванный микроскоп. В экспериментах использо-
вали культуры, содержащие не менее 50% флуо-
ресцирующих клеток, через 4–5 сут после транс-
фекции.

Совместное культивирование МСК с клетками
мышц. Клетки из мышц 9–10-суточных детены-
шей крыс выделяли путем обработки 0.2%-ным
раствором коллагеназы I типа в течение 30 мин при
37°С. Свежевыделенные клетки мышц сокультиви-
ровали с МСК костного мозга в 12-луночных платах
в среде DMEM с 10% ФТС. Использовали три вари-
анта совместного культивирования:
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для оценки способности МСК к миогенной
дифференцировке под влиянием факторов, про-
дуцируемых миобластами, МСК после первого
пассажа помещали на дно платы (1 × 104 клеток
на лунку), а клетки мышц (1 × 105 клеток на лун-
ку) – на поверхность мембранных вкладышей с
размером пор 0.4 мкм (Becton Dickinson, США).
Контролем служили МСК, культивируемые в от-
сутствие клеток мышц. Длительность культиви-
рования составляла 21 сут;

для оценки паракринного влияния МСК на
миогенез in vitro на дно платы, предварительно
покрытое фибронектином из плазмы крови чело-
века (Паюшина и др., 2010), помещали клетки
мышц (1 × 105 клеток на лунку), на поверхность
мембранного вкладыша – МСК, прошедшие
1 пассаж (1 × 104 клеток на лунку). Клетки мышц,
культивируемые на фибронектиновом покрытии
в отсутствие МСК, служили контролем. Длитель-
ность культивирования – 10 сут;

для оценки способности МСК к слиянию с
миобластами в каждую лунку покрытой фибро-
нектином платы помещали 1 × 104 меченных GFP
клеток костного мозга и 1 × 105 клеток мышц и
культивировали в течение 13 сут.

Подкожная трансплантация мышечной ткани.
Для исследования влияния МСК на миогенез in vivo
использовали экспериментальную модель эктопи-
ческой трансплантации измельченных мышц, раз-
работанную Студитским (Студитский, 1977). Мы-
шечную ткань задних конечностей крысы измельча-
ли и смешивали с суспензией МСК второго пассажа
(меченных GFP или немеченых). На спине поло-
возрелых крыс под хлоралгидратным наркозом фор-
мировали два подкожных кармана, в один из кото-
рых помещали мышечную ткань, смешанную с
МСК (7 × 105–1.6 × 106 клеток на каждого реципи-
ента), в другой – только мышечную ткань. На
разрез кожи накладывали швы. Спустя 5 сут жи-
вотных выводили из эксперимента. Было проана-
лизировано пять животных с введением МСК,
меченных GFP, и пять животных с введением не-
меченых МСК.

Введение клеток и кондиционированных сред в
область мышечной травмы. Механическое повре-
ждение наносили половозрелым крысам под хло-
ралгидратным наркозом путем глубокого попе-
речного разреза краниальной большеберцовой
мышцы с последующим наложением швов на
кожную рану. Для оценки регенеративного по-
тенциала МСК на разных сроках раневого про-
цесса одним группам животных инъецировали в

область повреждения 1 × 106 МСК второго пасса-
жа в 100 мкл среды DMEM непосредственно по-
сле операции, другим группам – спустя 4 сут по-
сле нее. Контролем служило введение 100 мкл
среды DMEM без клеток либо 1 × 106 фетальных
кожных фибробластов второго пассажа в 100 мкл
DMEM. Аналогичным образом в мышцы непо-
средственно после их повреждения инъецирова-
ли 100 мкл среды, кондиционированной МСК
второго пассажа. В качестве контроля в мышцы
вводили тот же объем DMEM с 10% ФТС либо
среды, кондиционированной фетальными кож-
ными фибробластами второго пассажа. Часть
экспериментальных животных получали четыре
повторные инъекции 100 мкл кондиционирован-
ной МСК или контрольной среды через 3, 5, 7 и
10 сут после травмы. В ряде опытов кондициониро-
ванную МСК среду и контрольную среду (DMEM с
10% ФТС) перед введением в мышцы концентриро-
вали путем лиофилизации с последующим разведе-
нием в 1/20 первоначального объема. Животных
выводили из эксперимента через 5 или 14 сут по-
сле нанесения травмы. Каждая эксперименталь-
ная группа включала в себя по пять крыс.

Анализ результатов. Для морфологического
исследования культуры клеток фиксировали
96%-ным этанолом и окрашивали азур-эозином.
Иммуноцитохимическое окрашивание проводи-
ли на культурах, фиксированных 10%-ным фор-
малином, непрямым методом с использованием
моноклональных антител к мышечному маркеру
MyoD (Abcam) и вторых антител с флуорохромом
Alexa Fluor 488 (Invitrogen, США). Ядра клеток
докрашивали Hoechst 33342 (Sigma). Регенерирую-
щие мышцы и подкожные трансплантаты фиксиро-
вали 10%-ным формалином, предварительно вы-
держав 30 мин в физиологическом растворе, приго-
тавливали парафиновые срезы и окрашивали их
гематоксилин-эозином либо методом Маллори
согласно протоколу производителя (Bio-Optica,
Италия). Площадь областей воспаления и фибро-
за измеряли на микрофотографиях поперечных
срезов исследуемой мышцы с помощью програм-
мы ImageJ и выражали в процентах общей площа-
ди среза. Эффективность ангиогенеза оценивали
путем подсчета сосудов на 1 мм2 площади среза.
Были проанализированы по три среза с каждой по-
врежденной мышцы и определены средние значе-
ния оцениваемых показателей. Количественные
данные обрабатывали статистически с использова-
нием таблиц Стрелкова (Стрелков, 1999); достовер-
ность различий оценивали по критерию Манна–
Уитни.
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Рис. 1. МСК не дифференцируются in vitro в миоген-
ном направлении. Культивирование МСК в присут-
ствии 0.1 мкМ дексаметазона (а), 10 мкМ 5-азацитидина
(б), 3 мкМ 5-азацитидина (штрихами обведены очаги
адипогенеза) (в), клеток из мышц в системе непрямого
сокультивирования (г). а, б, г – окраска гематоксилин-
эозином, в – окраска жировым красным О, ядра докра-
шены гематоксилином. Ув.: об. ×20, ок. ×10.

(a)

(б)

(в)

(г)

Этические стандарты. Перед проведением хи-
рургических операций животных наркотизирова-
ли с помощью внутрибрюшинной инъекции хло-
ралгидрата в дозе 400 мг/кг. Выведение животных
из эксперимента осуществляли путем передози-
ровки хлороформа. Эксперименты осуществляли
с соблюдением Правил проведения работ с ис-
пользованием экспериментальных животных.
Все протоколы и манипуляции с животными бы-
ли одобрены комиссией по биоэтике ИБР РАН
им. Н.К. Кольцова в соответствии с правилами
лабораторной практики в Российской Федерации
(Приказ МЗ РФ от 19.06.2003 г. № 267).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Миогенные потенции МСК и их способность к

слиянию с миобластами in vitro. При культивирова-
нии МСК в присутствии веществ, известных как
индукторы миогенеза (дексаметазона и 5-азацити-
дина), миогенный маркер MyoD в них не обнару-
живался, а образования миотуб не происходило
(рис. 1а, б). В отдельных случаях в среде с 5-аза-
цитидином отмечалась дифференцировка МСК в
адипогенном направлении (рис. 1в). Полученные
нами данные согласуются с результатами других
авторов, которым не удалось вызвать миогенную
дифференцировку МСК с помощью 5-азацити-
дина (Liu et al., 2003; Martin-Rendon et al., 2008).
Известно, что в качестве индукторов миогенеза
могут выступать факторы, секретируемые в среду
миобластами (Salvatori et al., 1995; Wise et al.,
1996), причем в ряде случаев они вызывают мио-
генную дифференцировку МСК более эффектив-
но, чем 5-азацитидин (Chan et al., 2006). Однако
мы не обнаружили морфологических или имму-
ноцитохимических признаков дифференцировки
МСК, сокультивируемых с клетками из мышц че-
рез полупроницаемую мембрану (рис. 1г). Полу-
ченные результаты свидетельствуют об отсут-
ствии у МСК костного мозга крысы выраженных
потенций к миогенезу.

При прямом сокультивировании меченных
GFP МСК с клетками, выделенными из мышц,
лишь в одном случае мы наблюдали образование
меченой миотубы в результате слияния МСК с
миобластами (рис. 2). Отсутствие или малочис-
ленность случаев слияния МСК с дифференци-
рующимися in vitro либо in vivo миогенными клет-
ками отмечались и другими авторами (Natsu et al.,
2004; Motohashi et al., 2008; Sassoli et al., 2012), хотя
сообщалось также и о том, что при совместном
культивировании меченных GFP МСК с миобла-
стами линии C2C12 в присутствии индукторов мио-
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генеза частота формирования гибридных миотуб
составляла 38 случаев на 1000 клеток (Shi et al.,
2004).

Можно предположить, что низкая частота
трансдифференцировки МСК или их слияния с
клетками реципиента характерна для неповре-
жденной ткани. При повреждении скелетных
мышц или при облучении, вызывающем гибель
сателлитных клеток, МСК способны занимать ни-
шу последних и вступать на путь миогенной диф-
ференцировки (LaBarge, Blau, 2002; Dreyfus et al.,
2004). Есть данные и о слиянии МСК с миоген-
ными клетками в мышцах, регенерирующих по-
сле химического повреждения (Shi et al., 2004; de
la Garza-Rodea et al., 2012). Таким образом, полу-
ченные нами данные не позволяют полностью
исключить возможность участия МСК в регене-
рации мышечной ткани путем дифференцировки
или слияния.

Регуляторное влияние МСК на миогенез in vitro.
В системе непрямого сокультивирования, когда
МСК были помещены на поверхность вкладышей,
а эффекторными клетками оказывались мышеч-
ные, наблюдалась активация миогенеза, что выра-
жалось в увеличении числа миотуб, а также отноше-
ния среднего числа ядер в их составе к общему чис-
лу ядер в поле зрения (рис. 3а–в). Многократное
возрастание числа формирующихся миотуб было
отмечено также при культивировании клеток из
мышечной ткани в среде, кондиционированной
МСК (рис. 3г). Поскольку в этих экспериментах
мышечные клетки с МСК не контактировали,
очевидно, что стимуляция образования миотуб
происходила за счет секретируемых МСК факто-
ров, т.е. посредством паракринного влияния
МСК на дифференцировку и слияние мышечных
клеток.

Влияние МСК на миогенез in vivo при подкожной
трансплантации мышечной ткани. Влияние МСК
на ранние стадии миогенеза было исследовано на
модели подкожного введения клеток из разру-
шенных мышц совместно с суспензией МСК.
При трансплантации измельченной мышечной
ткани и МСК, меченных GFP, спустя 5 сут после
операции в трансплантате обнаруживались флуо-
ресцирующие клетки, расположенные главным
образом вблизи фрагментов мышечных волокон
или прилежащих к их поверхности, но не сливаю-
щиеся с миобластами (рис. 4а, б). Добавление
МСК к трансплантируемой ткани приводило к
активации миогенеза, что выражалось в большем
числе и размере вновь образованных миотуб по
сравнению с контрольными образцами (транс-

Рис. 2. Совместное культивирование меченных GFP
МСК и миобластов. а – культура МСК, меченных
GFP; б–г – совместная культура миобластов и мече-
ных МСК (гибридная миотуба отмечена стрелкой). а,
в – флуоресцентная микроскопия, б – фазовый кон-
траст, г – совмещение. Ув.: а – об. ×20, ок. ×10, б–г –
об. ×10, ок. ×10.

(a)

(б)

(в)

(г)
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плантация измельченных мышц без введения
МСК) (рис. 4в, г) и в более раннем их образова-
нии (на 2 сут раньше, чем в контроле). Процесс
ангиогенеза также усиливался: числа кровенос-
ных сосудов при введении МСК и в контроле со-
ставляли соответственно 6.3 ± 1.1 и 2.1 ± 0.2 на
1 мм2 площади (различия достоверны при p < 0.01).
Таким образом, добавление МСК к транспланти-
руемым миогенным клеткам стимулировало ран-
ние стадии восстановительного процесса.

Влияние МСК на регенерацию механически по-
врежденных мышц. Для оценки влияния МСК на
регенерацию скелетных мышц была также ис-

пользована модель механического повреждения
мышц путем глубокого разреза, позволяющая
анализировать состояние ткани не только в ран-
ние сроки после повреждения (5 сут), но и в более
поздние (14 сут). МСК инъецировали в область
травмы; контролем служило введение фибробла-
стов фетальной кожи или культуральной среды.
Гистологический анализ состояния мышц через
5 сут после повреждения показал, что МСК, вве-
денные непосредственно после травмы, не влия-
ли на раннюю стадию регенерации: как в кон-
трольных, так и в опытных образцах наблюдались

Рис. 3. Влияние секреторных продуктов МСК на дифференцировку миобластов. а – культура клеток мышц в отсут-
ствие МСК; б – клетки мышц при непрямом сокультивировании с МСК. Миотубы показаны стрелками. Окраска ге-
матоксилин-эозином; ув.: об. ×10, ок. ×10; в – доля ядер миотуб в общем числе ядер при непрямом сокультивирова-
нии МСК с клетками мышц (контроль – культивирование без МСК, опыт – сокультивирование с МСК); г – число
миотуб на 1 см2 при культивировании клеток мышц в среде, кондиционированной МСК (контроль – среда DMEM,
опыт – кондиционированная среда).

(a) (в)

(б) (г)

800

700

600

500

400

300

200

100

0

50.5

690

Контроль Опыт

С
ре

дн
ее

 ч
ис

ло
 м

ио
ту

б 
на

 1
 с

м
2

12

10

8

6

4

2

0

2.6

9.4

Контроль Опыт

С
ре

дн
яя

 д
ол

я 
яд

ер
, %



ИЗВЕСТИЯ РАН. СЕРИЯ БИОЛОГИЧЕСКАЯ  № 5  2020

МИОГЕННЫЕ ПОТЕНЦИИ МЕЗЕНХИМНЫХ СТРОМАЛЬНЫХ КЛЕТОК 467

Р
ис

. 4
. Т

ра
нс

пл
ан

та
ци

я 
из

м
ел

ьч
ен

ны
х 

м
ы

ш
ц 

по
д 

ко
ж

у 
кр

ы
с 

че
ре

з 
5 

су
т 

по
сл

е 
оп

ер
ац

ии
. а

 –
 м

еч
ен

ны
е 

G
F

P 
М

С
К

 в
 т

ра
нс

пл
ан

та
те

; б
 –

 т
о 

ж
е 

по
ле

 з
ре

ни
я,

 я
др

а
кл

ет
ок

, о
кр

аш
ен

ны
е 

H
oe

ch
st

 3
33

42
; в

 –
 к

он
тр

ол
ь 

(т
ра

нс
пл

ан
та

ци
я 

из
м

ел
ьч

ен
ны

х 
м

ы
ш

ц)
; г

 –
 о

пы
т 

(т
ра

нс
пл

ан
та

ци
я 

из
м

ел
ьч

ен
ны

х 
м

ы
ш

ц 
с 

до
ба

вл
ен

ие
м

 М
С

К
).

М
ио

ту
бы

 п
ок

аз
ан

ы
 с

тр
ел

ка
м

и.
 а

, б
 –

 ф
лу

ор
ес

це
нт

на
я 

м
ик

ро
ск

оп
ия

, в
, г

 –
 о

кр
ас

ка
 м

ет
од

ом
 М

ал
ло

ри
. У

в.
: а

, б
 –

 о
б.

 ×
20

, о
к.

 ×
10

; в
, г

 –
 о

б.
 ×

10
, о

к.
 ×

10
.

(a
)

(б
)

(в
)

(г
)



468

ИЗВЕСТИЯ РАН. СЕРИЯ БИОЛОГИЧЕСКАЯ  № 5  2020

ШЕВЕЛЕВА и др.

Рис. 5. Поврежденные мышцы после введения МСК. а – контроль (DMEM), 5 сут после травмы; б – МСК, 5 сут после
травмы; в – контроль (DMEM), 14 сут после травмы; г – МСК, 14 сут после травмы; д – отложенное (через 4 сут) вве-
дение DMEM, 14 сут после травмы; е – отложенное (через 4 сут) введение МСК, 14 сут после травмы. Фиброзная ткань
показана стрелками. Окраска гематоксилин-эозином. Ув.: а, б, г, д, е – об. ×10, ок. ×10; в – об. ×20, ок. ×10.

(a) (б)

(д) (е)

(в) (г)

обширные зоны разрушения мышечной ткани и
выраженное воспаление (рис. 5а, б).

Через 14 сут после повреждения регенерация
как в контроле (рис. 5в), так и в опыте (рис. 5г)
была еще не завершена. При этом если при введе-
нии в мышцу культуральной среды или кожных
фибробластов на месте повреждения в 80–100%
случаев формировался соединительно-тканный
рубец, то при введении МСК частота его образо-

вания составляла ~50%. В то же время площадь
фиброзной ткани после введения МСК была со-
поставима с таковой в контроле (табл. 1). Другие
авторы, сообщавшие о существенном улучшении
функциональной способности поврежденных
мышц после введения МСК, связанном с увели-
чением численности и степени зрелости мышеч-
ных волокон, не обнаруживали при этом умень-
шения признаков фиброгенеза (Natsu et al., 2004;
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Andrade et al., 2015). Введение МСК в наших экс-
периментах не приводило к существенному
уменьшению площади зоны воспаления по срав-
нению с контролем (введение среды), хотя, как из-
вестно, МСК способны подавлять провоспалитель-

ные макрофаги М1 и активировать антивоспали-
тельные макрофаги М2 (Le Blanc, Mougiakakos, 2012;
Abumaree et al., 2013). При введении кожных фиб-
робластов область воспаления увеличивалась по
сравнению с контрольными мышцами, в которые
была введена среда, и регенерация задерживалась на
макрофагальной стадии. Не исключено, что это бы-
ло обусловлено секрецией фибробластами провос-
палительных цитокинов интерлейкина-6 и интер-
лейкина-8 (Vistejnova et al., 2014). Следует отметить,
что при введении фибробластов большинство
мышечных волокон оставались незрелыми, что
свидетельствует о замедлении их формирования.
Введение МСК, напротив, способствовало фор-
мированию более зрелых мышечных волокон и
увеличению числа сосудов в регенерирующей
ткани (рис. 6а).

В случае когда МСК вводили в мышцу через 4 сут
после повреждения, наблюдали уменьшение пло-
щади фиброзной ткани и зоны воспаления по срав-
нению с контролем (введение среды) (рис. 5д, е), то-
гда как инъекция кожных фибробластов эффекта
не оказывала.

Однократное введение среды, кондициониро-
ванной МСК, не оказывало существенного влияния
на регенерацию мышц, как и введение среды, кон-
диционированной кожными фибробластами. Одна-
ко при ее многократном введении площадь областей
воспаления уменьшалась приблизительно в 3 раза
по сравнению с контролем (табл. 2). Предваритель-
ные эксперименты по введению кондициониро-
ванной МСК среды, концентрация которой была
повышена путем лиофилизации, показали, что
оно приводит к более активному по сравнению с

Таблица 1. Влияние МСК на регенерацию мышц после механического повреждения

Примечание. Состояние мышцы анализировали через 14 сут после нанесения травмы. Достоверность различий с контролем:
* – p < 0.01,  ** – p < 0.05.

Срок введения Введенные клетки Площадь воспаления,            
% общей площади

Площадь фиброза,
% общей площади

Непосредственно после 
травмы

Контроль (DMEM) 5.16 ± 1.55 3.31 ± 0.84

Фибробласты 9.35 ± 1.70** 1.61 ± 0.36**

МСК 3.89 ± 1.25 2.48 ± 1.04

Через 4 сут после травмы Контроль (DMEM) 7.92 ± 2.49 3.28 ± 1.28

Фибробласты 8.32 ± 2.30 2.42 ± 1.20

МСК 0.70 ± 0.59* 0.69 ± 0.56**

Рис. 6. Среднее число сосудов на 1 мм2 площади по-
врежденной мышцы через 14 сут после введения кле-
ток (а) и кондиционированной среды (б). КСконтр –
DMEM с 10% ФТС; КСопыт – среда, кондициониро-
ванная МСК; КСлиоф. контр и КСлиоф. опыт – соответ-
ственно контрольная и кондиционированная МСК
среда, сконцентрированная лиофилизацией. Досто-
верность различий: * – p < 0.01, ** – p < 0.05.
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контролем образованию сосудов (рис. 6б). Полу-
ченные результаты свидетельствуют о том, что
противовоспалительное и ангиогенное действие
МСК в ходе регенерации связано с продуцируемы-
ми ими регуляторными молекулами; в частности,
стимуляция образования кровеносных сосудов мо-
жет быть обусловлена присутствием в секретоме
МСК фактора роста сосудистого эндотелия (VEGF)
и ангиопоэтина-1 (Wu et al., 2007).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Судя по результатам проведенных экспери-
ментов, МСК из костного мозга крысы, по-видимо-
му, не обладают потенциями к миогенной диффе-
ренцировке под влиянием индукторов и имеют сла-
бую способность к слиянию с миобластами, однако
стимулируют дифференцировку клеток мышечной
ткани посредством паракринного влияния. При
введении в поврежденную мышцу МСК положи-
тельно влияют на ход восстановительного про-
цесса – способствуют уменьшению частоты фибро-
за (а иногда и его площади), образованию сосудов,
формированию зрелых мышечных волокон и в ряде
случаев уменьшают площадь зоны воспаления. Оче-
видно, что благотворное влияние МСК на регене-
рацию мышечной ткани связано с их паракрин-
ной функцией, так как многократное введение
кондиционированной ими среды или введение ее
после лиофилизации, повышающей концентра-
цию содержимого, оказывает положительный
эффект.

Работа выполнена в рамках раздела Государ-
ственного задания ИБР РАН № 0108-2018-0004.
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Myogenic Potential of Mesenchymal Stromal Cells and Their Effect
on Skeletal Muscle Regeneration

O. N. Sheveleva1, O. V. Payushina2, #, N. N. Butorina1, and E. I. Domaratskaya1
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ul. Trubetskaya 8, bld. 1, Moscow, 119991 Russia
#e-mail: payushina@mail.ru

The participation of mesenchymal stromal cells (MSCs) in the regeneration of muscle tissue was analyzed. It
is shown that rat bone marrow MSCs do not show potency for myogenic differentiation in vitro under the in-
fluence of appropriate inducers and rarely fuse with myoblasts when co-cultured, but the factors they release
stimulate the differentiation of myogenic cells. It is noted that in vivo, when combined with minced muscle
tissue, MSCs enhance myogenesis and angiogenesis, and when injected into injured muscle, they improve
the course of the recovery process, as well as the medium conditioned by them. The paracrine mechanism of
MSCs influence on skeletal muscle regeneration has been established.
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