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ЭФФЕКТ АСКОРБИНОВОЙ КИСЛОТЫ  
НА ПОЛУЧЕНИЕ ПРЕДДИФФЕРЕНЦИРОВАННЫХ  

В ХОНДРОГЕННОМ НАПРАВЛЕНИИ МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ  
СТВОЛОВЫХ/СТРОМАЛЬНЫХ КЛЕТОК 

Аннотация. Мезенхимальные стволовые/стромальные клетки (МСК) обладают уникальными функциональны
ми свойствами, в частности способностью дифференцироваться в хондрогенном направлении. Благодаря этому данная 
популяция клеток широко востребована при репарации хрящевой ткани. Различные комбинации ростовых факторов 
не только способствуют экспрессии генов-маркеров гиалинового хряща, но и индуцируют маркеры, ассоциирован
ные с гипертрофией. Есть данные, что аскорбиновая кислота может стимулировать хондрогенную дифференциров
ку МСК за  счет увеличения  транскрипции  генов коллагенов Сol2. В  связи  с  этим изучено влияние  аскорбиновой 
кислоты при  ее добавлении в дифференцировочную среду к ранее разработанному коктейлю цитокинов  с целью 
получения гиалиноподобного матрикса. Ввиду спорного времени индукции процесса хондрогенеза в МСК сделано 
предположение о возможности сокращения срока индукции хондрогенной преддифференцировки МСК.

На основе проведенных исследований подтверждено положительное влияние аскорбиновой кислоты на экспрес
сию гена Col2, что свидетельствует об образовании гиалиноподобной хрящевой ткани при хондрогенной дифферен
цировке МСК.  Анализ  экспрессии  генов-маркеров  хондрогенной  дифференцировки МСК  и  синтеза  компонентов 
внеклеточного матрикса на 4-е и 7-е сутки показал возможность сокращения срока преддифференцировки до 4 сут. 
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EFFECT OF ASCORBIC ACID ON OBTAINING CHONDROGENIC  
PRE-DIFFERENTIATED MESENCHYMAL STEM/STROMAL CELLS

Abstract. Mesenchymal stem/stromal cells (MSCs) have unique functional properties, one of which is the chondrogenic 
differentiation. This population of cells is being used in clinical practice for repairing cartilage tissue. Various combinations 
of  growth  factors  promote  the  expression  of markers  of  hyaline  cartilage,  but  also  induce  hypertrophy’s markers.  There  
is evidence that ascorbic acid can promote chondrogenic differentiation of MSCs by increasing the transcription of Col2, so we 
have studied when adding ascorbic acid to the differentiation medium to the previously developed cytokine cocktail in order 
to obtain a hyaline-like matrix. There is a different time of induction of chondrogenesis in MSCs, so we assumed to reduce the 
induction period of chondrogenic pre-differentiation of MSCs. Based on our studies we confirmed a positive effect of ascorbic 
acid on the expression of Col2, which indicates the possibility of obtaining strong and stable chondrogenic differentiation  
of MSCs.  The  analysis  of  the  expression  of  genes-markers  of  chondrogenic  differentiation  of MSCs  and  the  synthesis  
of extracellular matrix components on the 4th and 7th days showed a possibility of reducing the pre-differentiation period  
to 4 days.
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Введение. A. J. Friedenstein с соавт. [1] были первыми исследователями, которые описали по
пуляцию выделенных из костного мозга веретенообразных, колониеобразующих, способных ад
гезировать к пластику фибробластов. Позднее благодаря A.  I. Caplan  [2]  эти клетки получили 
название «мезенхимальные стволовые клетки» (МСК). В настоящее время источником получе
ния  данной  популяции  клеток  являются  костный мозг, жировая  ткань,  плацента,  пуповинная 
кровь, пульпа зуба, кожа и подкожная клетчатка, слюнные железы, печень, легкие, менструаль
ная кровь, периферическая кровь, обонятельная выстилка и т. д. [3‒7]. 

В  2006  г. Международное  общество  клеточной  терапии  (ISCT,  англ.  International Society  
for Cellular Therapy) предложило обязательные критерии для подтверждения принадлежности 
клеток к МСК: наличие адгезивных свойств; экспрессия поверхностных молекул CD105,  CD73 и CD90 
и отсутствие экспрессии CD45, CD34, CD14 или CD11b, CD79α или CD19 и HLA-DR; способность 
к дифференцировке в остеогенном, адипогенном и хондрогенном направлениях in vitro [8]. 

Благодаря своим уникальным функциональным свойствам (мультипотентности, высокой 
пролиферативной активности, гипоиммуногенности, трофической способности, иммуномодули-
рующей  активности) МСК находят широкое  клиническое  применение  в  иммуносупрессивной 
и противовоспалительной терапии, поддержке гемопоэза, репарации органов и тканей и др. [9]. 

Научный интерес  вызывают исследования по изучению различных условий направленной 
хондрогенной дифференцировки МСК. Исследователи экспериментально подбирают и анализи
руют эффективность различных факторов и их комбинаций в качестве хондроиндукторов [10], 
оценивают продолжительность  воздействия ростовых факторов  с целью включения их в про
граммы хондрогенной дифференцировки в МСК [11]. 

Время индукции процесса хондрогенеза в МСК спорно. Есть данные, что это происходит на 
2–5-е [11], 8-е [12] или 10-е [13] сутки от начала культивирования в присутствии ростовых факто
ров. Согласно T. Branly с соавт., время дифференцировки МСК с 14-х по 28-е сутки является уже 
периодом синтеза компонентов внеклеточного матрикса [14].

Одной из сложностей in vitro хондрогенной дифференцировки МСК является получение ги
пертрофированных  хондроцитоподобных  клеток,  которые  впоследствии  могут  подвергаться 
апоптозу и кальцификации [15, 16]. 

Анализируя различные комбинации 5 ростовых факторов ‒ TGFβ (англ. transforming growth 
factor beta), BMP (англ. bone morphogenetic protein), дексаметазона, IGF (англ. insulin-like growth 
factor), FGF (англ. fibroblast growth factor), ‒ R. B. Jakobsen с соавт. отметили, что, несмотря на то 
что  все факторы  способствуют  экспрессии  генов-маркеров  гиалинового  хряща  (Agg  (кодирует 
аггрекан), Col2 (кодирует  коллаген  II  типа), Col11 (кодирует  коллаген  XI  типа), COMP  (англ. 
cartilage oligomeric matrix protein, кодирует одноименный белок), представленные факторы также 
индуцировали ассоциированные с гипертрофией маркеры ‒ Сol10  (кодирует коллаген Х типа), 
RUNX2 (англ. runt-related transcription factor 2, кодирует одноименный белок) [10].

На сегодняшний день нет однозначного ответа на вопрос, почему в процессе хондрогенной 
дифференцировки МСК параллельно происходит экспрессия Col2 и Col10. Есть мнение, что это 
обусловлено особенностями метилирования гена Сol10 в МСК [17]. Согласно другой точке зрения, 
это следствие изменения пространственно-временного влияния Sox9 (англ. SRY-Box transcription 
factor 9) на экспрессию генов Col10, который присутствует in vivo, но отсутствует in vitro. Поэто
му в результате in vitro дифференцировки МСК экспрессируют Col2 и Col10 одновременно [18]. 

Аскорбиновая кислота  (витамин С) может способствовать хондрогенной дифференцировке 
МСК за счет увеличения транскрипции генов коллагенов и стимулирования выработки внекле
точного матрикса (коллагена II типа и аггрекана), а также за счет ингибирования пролиферации 
фибробластов (что косвенно поддерживает образование гиалинового хряща) и подавления апоп
тоза МСК. Считается, что после трансплантации в дефекты хряща более 50 % трансплантиро
ванных клеток подвергаются апоптозу [19]. К негативному эффекту применения аскорбиновой 
кислоты можно отнести то, что она способствует активации остеобласт-специфических генов, 
таких как Сol1 [20]. 

Цель исследования ‒ изучить влияние аскорбиновой кислоты и возможность сокращения сро
ка индукции хондрогенной преддифференцировки мезенхимальных стволовых/стромальных 
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клеток для усовершенствования метода получения in vitro хондрогенно преддифференцирован
ных мезенхимальных стволовых клеток костного мозга.

Материалы и методы исследования. Получение МСК из костного мозга доноров. Для полу
чения МСК мононуклеарные клетки (МНК) выделяли из проб костного мозга на гистопаке плот
ностью 1,077  г/мл  (Sigma-Aldrich, США), отмывали в 0,9%-м NaCl  (ОАО «Несвижский завод  
медицинских  препаратов»,  Беларусь),  ресуспендировали  в  IMDM  (Life  technologies,  США)  
с 10%-й эмбриональной телячьей сывороткой (Life technologies, США) и переносили в концен
трации (2‒3) ∙ 106/мл во флакон c площадью поверхности 25 см2 (Sarstedt, Германия). Клетки ин
кубировали при +37 ℃ и 5 % СО2 (Nuairе, США), со сменой среды через каждые 3 дня. При полу
чении 80–90%-го конфлюэнтного слоя МСК дезадгезировали 0,25%-м трипсином-ЭДТА (Sigma, 
США), отмывали в 0,9%-м NaCl и переносили во флаконы с площадью поверхности 75 см2 в ко
личестве 0,5 ∙ 106 для экспансии. Таким образом проводили 2 или 3 пассажа. 

Оценка жизнеспособности МСК. Для анализа жизнеспособности в центрифужную пробирку 
вносили 20 мкл суспензии клеток и 20 мкл 0,4%-го раствора трипанового синего, тщательно ре
суспендировали содержимое пробирки. При помощи светового микроскопа визуально подсчи
тывали в камере Горяева окрашенные (мертвые) и неокрашенные (живые) клетки в количестве 
не менее 100. Рассчитывали коэффициент жизнеспособности клеток в процентах от общего под
считанного числа клеток.

Иммунофенотипический анализ МСК. Окраску клеток моноклональными антителами CD105, 
CD90, CD73, CD34, CD14, меченными PE, и CD45, меченными FITC (Beckman Coulter), осуществ-
ляли по стандартной методике. Оценку неспецифического связывания моноклональных антител 
учитывали с использованием изотипического контроля. К образцу (100–200 тыс. клеток) добав
ляли 20 мкл специфических моноклональных антител и изотипического контроля и инкубиро
вали в темноте при комнатной температуре 25–30 мин. После инкубации с антителами клетки 
дважды отмывали в фосфатном буфере, центрифугируя 5 мин при 300 g. Анализ проводили на 
проточном цитофлуориметре NAVIOS с использованием программы CellQuestPro  (США). Для 
каждого образца анализировали не менее 10 тыс. клеток. Дополнительно регистрировали пара
метры прямого и бокового светорассеяния клеток.

Дифференцировка МСК в хондрогенном направлении в 2D-культуре. Использовали МСК 2-го 
или 3-го пассажей. Для получения монослойной 2D-культуры МСК культивировали в аналогич
ной среде DMEM, содержащей 1 % антибиотика (Life technologies, США), 10 нг/мл TGFβ3 (Life 
technologies, США), 100 нг/мл IGF (Life technologies, США), 100 нмоль дексаметазона (Sigma-
Aldrich, США) и 50 мкг/мл L-аскорбиновой кислоты (Sigma-Aldrich, США), в течение 7 сут. Сме
ну среды проводили на 3–4-е сутки. 

Метод иммунофлуоресцентного окрашивания. Метод использовали для изучения накопле
ния белков внеклеточного матрикса. Материалом являлись культуры клеток на 4-е и 7-е сутки 
культивирования. Для проведения исследования образцов проводили пермеабилизацию клеток 
0,1%-м Triton X-100. Затем готовые к окрашиванию образцы 2 ч инкубировали при +4 ℃ с рас
твором первичных  антител:  анти-Aggrecan  (1  :  100)  и  анти-COL2A1  (1  :  50)  (Life  technologies, 
США). Добавляли раствор вторичных антител: меченных Nothern Lihgt 637 (1 : 100) и AlexaFluor 
488 (1 : 400) (Life technologies, США). Через 1 ч образцы отмывали, добавляли пропидиум йодид 
для окрашивания клеточных ядер и анализировали с помощью конфокального сканирующего 
лазерного микроскопа Leica (Leica Microsystems GmbH, Германия). 

Метод количественной полимеразной цепной реакции (ПЦР) в реальном времени. Методом 
количественной ПЦР в реальном времени определяли экспрессию генов Col2, Col1, Col10, Sox9, 
Agg, Col11, COMP, Ver в образцах МСК. Методом обратной транскрипции проводили синтез ком
плементарных цепочек ДНК, используя в качестве матрицы выделенную РНК, для чего 1 мкг 
РНК в концентрации 0,1 мкг/мкл воды денатурировали в течение 10 мин при 70 ℃. Затем алик
воту РНК, охлажденную на льду, вносили в смесь для обратной транскрипции (4 мкл 5-кратного 
буфера для обратной транскриптазы (Promega, США), 2 мкл 10 ммоль смеси дезнуклеотидтри
фосфатов, 1 мкл 50 ммоль случайных праймеров (рэндом гексамеров) (Invitrogen, США), 0,5 мкл 
ингибитора рибонуклеаз в концентрации 40 Ед/мкл, 1 мкл 200 Ед/мкл обратной транскриптазы 
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MMLV  (Promega,  США)  и  1,5  мкл  воды  и  инкубировали,  используя  следующую  программу: 
20 ℃ –  10 мин,  42 ℃ –  45 мин,  99 ℃ –  3 мин.  Разводили  кДНК водой  до  конечного  объема  
50 мкл. В работе использовали праймеры к исследуемым генам. С помощью онлайн-программ 
Primer3Plus® (https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) и PrimerBlast® 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) осуществляли дизайн праймеров таким образом, 
чтобы они отжигались в наиболее консервативных участках при температуре 60 ℃. В качестве 
контрольного использовали ген ABL, при этом значение экспрессии генов рассчитывали как от
ношение экспрессии интересующих генов по отношению к контрольному. В качестве флуорес
центного красителя использовали SYBR Green. Реакционную смесь готовили с помощью набора 
QuantiTect SYBR Green PCR Kits (QIAGEN, США). ПЦР проводили как однокомпонентную реак
цию (в каждой пробирке праймеры к одной мишени). Условия проведения реакции были следу
ющими: 50 ℃ ‒ 2 мин, 95 ℃ ‒ 15 мин, 94 ℃ ‒ 15 с, 60 ℃ ‒ 30 с, 72 ℃ ‒ 30 с. Анализ специфич
ности амплификации проверяли по кривым плавления.

Методы статистической обработки данных. Статистическую обработку данных проводили 
с помощью программного обеспечения Statistica 7.0 (StatSoft, США), Microsoft Office Excel 2007 
(Microsoft, США). Значения показателей представлены в виде медианы (Мe), интерквартильный 
размах ‒ в виде 25-го и 75-го процентилей. Для анализа данных использовали непараметриче
ский Wilcoxon Matched Pairs Test. При уровне значимости р < 0,05 различия показателей считали 
достоверными. 

Результаты и их обсуждение. Ранее нами был разработан in vitro метод получения биомеди
цинского клеточного продукта на основе преддифференцированных МСК костного мозга, кото
рый включал в себя применение комплекса ростовых факторов TGFβ3/IGF в условиях монослой
ной культуры в течение 7 сут [21]. 

С целью усовершенствования полученного ранее метода нами изучено влияние аскорбино
вой кислоты при ее добавлении в культуральную среду и сокращение срока дифференцировки 
на хондрогенную преддифференцировку МСК. 

С этой целью получены культуры МСК костного мозга от здоровых доноров (n = 12). Получен- 
ная популяция клеток имела характерный иммунофенотип (более 90 % клеток экспрессировали ан
тигены CD90, CD105, CD73, менее 2 % ‒ CD14) и обладала жизнеспособностью 96,5 (95,0; 98,0) %. 

Для оценки влияния аскорбиновой кислоты на хондрогенную преддифференцировку МСК 
проведен сравнительный анализ экспрессии генов-маркеров Col2, Col1, Col10, Sox9, Col11 в клет
ках, которые были культивированы в хондрогенной среде в присутствии и в отсутствие аскорби
новой кислоты (табл. 1). 

Т а б л и ц а  1. Экспрессия генов в МСК после культивирования в присутствии  
и в отсутствие аскорбиновой кислоты in vitro

T a b l e  1. Gene expression in MSC after culture in the presence  
and in the absence of ascorbic acid in vitro

Ген-маркер
Относительный уровень экспрессии, Ме (25 %; 75 %)

p
при культивировании  с аскорбиновой кислотой при культивировании без аскорбиновой кислоты

Col2 0,002 (0,002; 0,007) 0,001 (0,001; 0,002) 0,03*

Col1 39,56 (11,43; 187,39) 32,90 (20,39; 187,40) 0,86
Col10 0,02 (0,003; 0,148) 0,001 (0,0004; 0,025) 0,06
Sox9 0,69 (0,31; 0,95) 0,60 (0,24; 0,85) 0,87
Col11 0,049 (0,02; 0,33) 0,037 (0,01; 0,09) 0,67

П р и м е ч а н и е. * – достоверность различий (p < 0,05).

Согласно полученным данным, в культурах клеток в присутствии аскорбиновой кислоты от
мечена более высокая экспрессия Col2, но не выявлено статистически значимых различий меж
ду относительными уровнями экспрессии Col1, Col10, Sox9, Col11.
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В нативной хрящевой ткани содержание коллагена II типа составляет приблизительно 95 %, 
а  его синтез является доказательством формирования гиалинового хряща  [22] и стабильности 
полученной ткани. Считается, что основным недостатком при создании биоинженерного хряща 
является низкое количество коллагенов, поэтому более значимую положительную экспрессию 
Col2 в культурах МСК с добавлением аскорбиновой кислоты можно рассматривать как наиболее 
предпочтительное сочетание ростовых факторов для получения стабильной популяции хондро
бластподобных клеток. 

F. Langenbach с соавт. показали, что аскорбиновая кислота значительно увеличивает экспрес
сию Сol1  при  остеогенной  дифференцировке  [20],  но  при  добавлении  аскорбиновой  кислоты 
к коктейлю ростовых факторов при хондрогенной дифференцировке данный эффект нами не от
мечен. Коллаген I типа способствует образованию фиброзного хряща, который не способен про
тивостоять естественным нагрузкам. Физиологическая нагрузка на сустав сохраняет хондроци
тарный фенотип, а смещение или растяжение могут стимулировать оссификацию.

Так как имеются данные о том, что хондрогенная преддифференцировка МСК может начать
ся уже на 2‒5-е сутки, было выдвинуто предположение, что срок культивирования МСК в хон
дрогеной среде в разработанном ранее методе получения преддиференцированных МСК можно 
сократить  до  4  сут. Поэтому  был проведен  сравнительный  анализ  экспрессии  генов-маркеров 
Col2, Col1, Col10, Sox9, Agg, Col11, COMP, Ver на 4-е и 7-е сутки хондрогеной дифференцировки 
МСК. Проанализированы маркеры ранней хондрогенной дифференцировки Col2, Col11 и Sox9, 
маркер волокнистого хряща Сol1, маркер гипертрофии Сol10. При анализе экспрессии генов-марке
ров хондрогенеза на 4-е и 7-е сутки не выявлено статистически значимых различий ни в одном  
из исследованных генов (табл. 2). 

Т а б л и ц а  2. Экспрессия генов в МСК на 4-е и 7-е сутки хондрогенной дифференцировки in vitro
T a b l e  2. Gene expression in MSC on the 4th and 7th day of chondrogenic differentiation in vitro

Ген-маркер
Относительный уровень экспрессии, Ме (25 %; 75 %)

p
на 4-е сутки на 7-е сутки

Col2 0,01 (0,001; 0,36) 0,003 (0,0004; 0,84) 0,98
Col1 451,9 (263,2; 962,1) 187,4 (1,42; 903,89) 0,30
Col10 0,06 (0,001; 0,93) 0,002 (0,001; 0,02) 0,25
Sox9 0,56 (0,279; 0,90) 0,39 (0,20; 0,63) 0,28
Agg 0,67 (0,51; 1,58) 1,14 (0,38; 1,89) 0,96
Col11 0,28 (0,03; 0,81) 0,10 (0,02; 0,38) 0,13
COMP 19,74 (4,85; 25,28) 5,58 (0,28; 25,81) 0,27
Ver 11,32 (5,1; 16,4) 9,00 (0,11; 17,03) 0,44

    
                                              a                                                                                                      b

Иммунофлуоресцентное окрашивание (зеленый – коллаген II, синий – аггрекан, красный – ядра клеток) 
компонентов внеклеточного матрикса при хондрогенной преддифференцировке МСК на 4-е (а)  

и 7-е (b) сутки in vitro. ×400

Immunofluorescent staining (green ‒ collagen II, blue ‒ aggrecan, red ‒ cell nuclei) of extracellular matrix components 
during chondrogenic MSCs predifferentiation on 4th (a) and 7th (b) days in vitro. ×400
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Изучено  также  накопление  компонентов  внеклеточного  матрикса  ‒  аггрекана  и  коллагена 
IIα1 типа. 

Структуру суставного хряща можно разделить на две основные составляющие ‒ хондроциты 
(около 1 %) и внеклеточный матрикс. Внеклеточный матрикс, в свою очередь, также можно раз
делить ‒ на коллагеновые волокна, которые переплетены в трехмерную сеть, и основное веще
ство, состоящее из протеогликанов и воды. Основной задачей волокнистой сети является удер
живание других молекул посредством механических и электростатических связей. Протеогли
каны в суставном хряще представлены в форме больших агрегатов, основу которых составляет 
связанный с гиалуроновой кислотой аггрекан, обладающий способностью образовывать нерас
творимую при физиологических условиях конструкцию [23]. 

Результаты  исследования  накопления  белков  на  различных  стадиях  хондрогенной  диффе
ренцировки МСК методом иммунофлуоресцентного окрашивания с последующим анализом на 
конфокальном сканирующем лазерном микроскопе показали, что во всех образцах клетки активно 
синтезируют коллаген IIα1 типа и аггрекан на 4-е и 7-е сутки преддифференцировки (рисунок), 
в отличие от исходной культуры на 0-е сутки (данные не представлены). При этом внутрикле
точная  локализация  белков  отмечалась  без  секреции  данных  компонентов  внеклеточного  ма
трикса (коллагена IIα1 типа и аггрекана) во внеклеточное пространство.

Отсутствие достоверных различий в экспрессии основных генов-маркеров на 4-е и 7-е сутки, 
а также наличие синтеза компонентов внеклеточного матрикса на 4-е и 7-е сутки направленной 
хондрогенной преддифференцировки МСК позволяет сократить время культивирования в хон
дрогенной среде до 4 сут.

Заключение. Результаты исследования по изучению влияния аскорбиновой кислоты на хон
дрогенную преддифференцировку МСК показали положительное влияние аскорбиновой кисло
ты на экспрессию Col2, что подтверждает возможность получения гиалиноподобной ткани. 

Анализ экспрессии генов-маркеров хондрогенной дифференцировки МСК и синтеза компо
нентов внеклеточного матрикса на 4-е и 7-е сутки показал возможность сокращения срока диф
ференцировки до 4 сут. 
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