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Введение. В настоящее время во всем мире активно изучают биологические свойства ткане-
специфичных мезенхимальных стволовых клеток (МСК) для применения их как в исследова-
тельских, так и в лечебных целях. 

МСК обладают целым рядом уникальных свойств, благодаря чему рассматриваются в каче-
стве потенциальных индукторов и регуляторов репаративных процессов. Полагают, что одним 
из факторов терапевтической эффективности является способность МСК к репопуляции утра-
ченных клеточных компонентов соединительной ткани с последующим возобновлением экстра-
целлюлярного матрикса [1, 2]. В восстановлении целостности органов важную роль играет также 
продукция трансплантированными МСК ростовых факторов, цитокинов, их иммуномодулиру-
ющая и проаптотическая активность, способность к прямым межклеточным взаимодействиям [3–5].

Установлено, что МСК обладают иммуносупрессивными свойствами, предотвращают оттор-
жение трансплантата, способствуют снижению интенсивности иммунного воспаления. В насто-
ящее время МСК активно используют в трансплантологии, имеются также результаты клиниче-
ских испытаний, указывающие на эффективность применения МСК в терапии аутоиммунных 
заболеваний (рассеянный склероз, сахарный диабет и др.) [6].

Таким образом, эффективность клеточной терапии определяется биологической активно-
стью МСК, за которую отвечает преимущественно рецепторный аппарат клетки. Несмотря на то 
что сравнительный анализ МСК различного тканевого происхождения свидетельствует о зна
чительном сходстве их иммунофенотипа, имеются специфические отличия МСК в зависимости 
от их локализации [7, 8].

Обонятельная область слизистой носовых ходов (обонятельная выстилка – ОВ) благодаря 
своей относительной доступности является перспективным источником стволовых клеток. По
казано, что в соединительнотканной компоненте слизистой присутствуют популяции регио-
нальных МСК [9, 10]. В настоящий момент подобраны условия культивирования данного типа 
клеток [10], показана их генетическая стабильность [11]. Результаты доклинических испытаний 
свидетельствуют об эффективности клеточной терапии с применением биопрепаратов МСК ОВ 
при коррекции повреждений ЦНС, нервов периферического зрительного и слухового анализато-
ра, сердечной ткани, стенозов трахеи и др. [12–15]. 

Экспрессия поверхностных и внутриклеточных молекул различных функциональных групп 
в МСК ОВ описана пока недостаточно. Всестороннее изучение антигенного спектра МСК ОВ по-
зволит более полно охарактеризовать эту малоизученную популяцию стволовых клеток. Кроме 
того, оценка уровня экспрессии различных групп молекул даст возможность впоследствии рас-
шифровать механизмы влияния МСК ОВ на другие типы клеток посредством межклеточных  
и клеточно-матриксных взаимодействий. Новые данные позволят расширить область примене-
ния МСК ОВ и разработать альтернативные стратегии клеточной терапии. 
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Цель работы – изучение иммунофенотипа культивируемых мезенхимальных стволовых кле-
ток обонятельной выстилки носовой полости человека.

Объекты и методы исследований. Получение культур МСК ОВ. Образцы ткани ОВ сред-
него носового хода взяты из материала, направляемого на гистологическое исследование, после 
проведения плановых хирургических вмешательств пациентам с заболеваниями носовой поло-
сти и околоносовых пазух (Белорусская медицинская академия последипломного образования, 
РНПЦ оториноларингологии). Культуры МСК ОВ получали по ранее разработанной технологии [10]. 
Всего изучено 16 культур МСК ОВ человека.

Определение иммунофенотипа. Фенотипирование клеток методом проточной цитометрии 
проводили по стандартной методике с использованием антител к молекулам CD10 (PE-Cy7), 
CD11b (APC), CD11c (APC), CD14 (FITC), CD15 (PE), CD31 (FITC), CD33 (PerCP-Cy5.5), CD34 (PE), 
CD40 (PE), CD45 (PE-Cy7), CD54 (FITC), CD62L (PE), CD71 (FITC), CD73 (PE), CD80 (FITC), 
CD86 (PE), CD90 (PE), CD105 (PE), CD106 (PE), CD117 (PE-Cy7), CD123 (PE), CD133/2 (PE), CD141 (PE), 
CD209 (APC), CD273 (PE), CD274 (FITC), CD279 (PE-Cy7), Tim-3 (APC), HLA-ABC (FITC),  
HLA-DR (FITC, APC), нестин (FITC), виментин (PE), β-3-тубулин (PerCP, FITC), p75NTR (FITC), 
GFAP (FITC), MAP-2 (PE), O4 (PE). Пробы анализировали на проточном цитофлуориметре 
FACSCalibur (BD Biosciences, США). Учитывали как содержание позитивных по исследуемому 
маркеру клеток (процент экспрессии), так и относительную интенсивность флуоресценции, ко-
торая отражает число молекул (в усл. ед.) на клетку. Для анализа данных использовали програм-
му Weasel версии 3.0.2 (WEHI, Австралия).

Методы статистической обработки данных. Данные представлены в виде медианы (Ме) 
и интерквартильного размаха между 25-й и 75-й процентилями. Статистическую обработку про-
водили с использованием программы Statistica версии 10. 

Результаты и их обсуждение. В перечень молекул, экспрессию которых исследовали у МСК ОВ, 
были включены 37 маркеров, специфичных для клеток различного происхождения и степени диф
ференцировки. Выбор маркеров обусловлен ранее полученными данными о иммуносупрессив-
ных свойствах МСК ОВ [16, 17] и терапевтической эффективности клеточных биопрепаратов [12–15]. 

В таблице представлены сведения о принадлежности исследуемых антигенов к различным 
функциональным группам и о типах клеток, для которых они специфичны.

Перечень исследованных маркеров мезенхимальных стволовых клеток (МСК)  
обонятельной выстилки носовой полости человека

Маркер Клетки, для которых характерна экспрессия Функция

Молекулы межклеточных взаимодействий, рецепторы, ферменты
CD10 Предшественники В-клеток, МСК и др. Металлопротеаза (модуляция клеточного ответа 

на действие биологически активных пептидов)
CD11b 
(интегрин αM)

Клетки миелоидного ряда, субпопуляции  
В- и T-лимфоцитов

Рецептор для фрагмента iC3b 3-го компонента 
комплемента, фибриногена, фактора X  
и ICAM-1 

CD11c Моноциты, макрофаги, ДК, гранулоциты,  
субпопуляции В- и T-лимфоцитов

Адгезивная молекула, связанная с CD18 

CD14 Миелоидные клетки Корецептор к липополисахариду
CD15 Клетки миелоидного ряда Маркер миелоидных клеток, молекула адгезии 
CD31 Эндотелиальные клетки Один из основных маркеров эндотелиальных 

клеток
CD33 Моноциты, макрофаги, ДК, гранулоциты Семейство белков Siglec группы лектинов 
CD34 ГСК, эндотелиальные клетки Молекула межклеточной адгезии, играющая 

роль на ранних этапах кроветворения 
CD45 Все гемопоэтические клетки Регуляция и дифференцировка клеточного роста 
CD54  
(ICAM-1)

Клетки миелоидного ряда, эндотелиальные 
клетки, субпопуляции Т- и В-клеток

Молекула клеточной адгезии 

CD62L Т- и В-лимфоциты, АПК Молекула клеточной адгезии
CD71 Клетки эритроидного ряда, ГСК Рецептор трансферрина 1



44

Маркер Клетки, для которых характерна экспрессия Функция

CD73 Клетки соединительных тканей и других тканей 
мезодермального происхождения

Мембранный фермент 5'-нуклеотидаза  
(пуринергическая передача сигналов,  
участие в иммуносупресии)

CD90 МСК, тимоциты, НСК Маркер клеток-предшественников  
(участие в процессах роста и регенерации  
нейронов, адгезии, апоптоза Т-клеток) 

CD105 
(эндоглин)

Макрофаги, гладкомышечные клетки сосудов, 
МСК 

Гликопротеин (входит в состав TGF-β  
рецепторного комплекса, играет важную роль  
в ангиогенезе)

CD106 
(VCAM-1)

Лейкоциты, эндотелиальные клетки Молекула клеточной адгезии (участвует  
в адгезии лейкоцитов и эндотелиальных  
клеток, передаче сигналов)

CD117 (c-kit) ГСК, тучные клетки Цитокиновая рецепторная тирозинкиназа  
III типа, рецептор для фактора роста  
стволовых клеток

CD123 ГСК, плазмацитоидные ДК, базофилы Рецептор к интерлейкину-3 
CD133/2 ГСК, предшественники эндотелия, стволовые 

раковые клетки
Гликопротеин (организация топографии  
плазматической мембраны, канцерогенез) 

CD141 Эндотелиальные клетки Рецептор тромбина
CD209  
(DC-SIGN)

Преимущественно АПК (макрофаги, ДК) Паттерн-распознающий рецептор

Молекулы, обладающие стимулирующими и ингибирующими свойствами  
по отношению к активности иммунокомпетентных клеток

CD40 Все АПК Костимулирующая молекула, рецептор к CD154 
CD80 (В7-1) АПК: ДК, активированные В-лимфоциты,  

моноциты, макрофаги
Костимулирующая молекула, рецептор  
для молекул CD28 и CD152 (CTLA-4)CD86 (В7-2)

CD273(В7-DC) Макрофаги, ДК, МСК Коингибиторная молекула, рецептор для PD-1 
(снижают пролиферативную активность 
Т-лимфоцитов) 

CD274 (B7-H1)

CD279 (PD-1) Макрофаги, ДК, Т- и В-лимфоциты Регуляция иммунного ответа
Tim-3 Т-лимфоциты Негативный регулятор Т-клеточного ответа

Молекулы главного комплекса гистосовместимости
HLA-ABC 
(MHC-I)

Все ядросодержащие клетки Антигенпредставляющая молекула  
для цитозольных эндогенных пептидов

HLA-DR 
(MHC-II)

Все АПК: макрофаги, ДК, В-клетки и др. Антигенпредставляющая молекула  
для эндосомальных экзогенных пептидов

Маркеры клеточных популяций нервной ткани
Нестин Недифференцированные стволовые  

и прогениторные НСК
Белки цитоскелета

Виментин Клетки тканей мезодермального происхождения, 
НСК

β-III-тубулин Незрелые нейроны
GFAP Клетки глии, НСК
MAP-2 Зрелые нейроны
p75NTR Нейроны различной степени дифференцировки, 

глиальные клетки, НСК
Тирозиновая киназа, низкоаффинный рецептор 
нейротрофинов, пролиферация, миграция,  
дифференцировка нейральных СПК

O4 Предшественники олигодендроцитов Галактоцереброзид (участие в формировании 
миелиновых оболочек)

П р и м е ч а н и е. ДК – дендритные клетки, ГСК  – гемопоэтические стволовые клетки, АПК – антигенпредстав-
ляющие клетки, НСК  – нейральные стволовые клетки.

Результаты проведенного анализа показали, что клетки культур ОВ, выделенные и накоплен-
ные ex vivo по ранее оптимизированной методике, обладают рядом общих фенотипических мар-
керов и функциональных свойств, позволяющих классифицировать их, согласно критериям 
Международного общества по клеточной терапии (International Society for Cellular Therapy), как 

Окончание таблицы
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МСК [7]. Так, МСК ОВ характеризовались: 1) фибробластоподобной морфологией; 2) адгезией  
к подложке при росте в условиях культуры; 3) экспрессией адгезивных молекул CD90, CD105  
и CD73 всеми клетками популяции, отсутствием экспрессии маркера эндотелия CD31 и пан-
лейкоцитарного маркера CD45; 4) дифференцировочным потенциалом [18]. Также показано, что 
при отсутствии молекул главного комплекса гистосовместимости (ГКГ) II типа (HLA-DR) МСК ОВ 
экспрессируют молекулы ГКГ I типа (HLA-ABC).

Уникальной особенностью МСК ОВ по сравнению с другими хорошо изученными типами 
МСК является их локализация в нейрогенной области – периферическом отделе обонятельного 
анализатора. В связи с этим фенотипические свойства МСК ОВ могут иметь свои особенности 
по сравнению с другими типами хорошо изученных МСК, например с МСК костного мозга, жи-
ровой ткани. 

На первом этапе исследования была изучена экспрессия МСК ОВ наиболее типичных марке-
ров гемопоэтических стволовых клеток (ГСК): CD34, CD117 и CD133 (рис. 1). По характеру экс-
прессии указанных молекул выделяют поздние, средние и ранние популяции ГСК [19]. В целом, 
данные литературы свидетельствуют, что в большинстве случаев для МСК не свойственна экс-
прессия данных маркеров [8]. Помимо этого, оценивали наличие на поверхности МСК ОВ дру-
гих молекул: CD123 (α-субъединица рецептора к интерлейкину-3), CD71 (рецептор к трансфер-
рину), которые не являются специфичными для ГСК, но часто определяются на их мембране. 

Нами показано, что молекулы CD71, CD117, CD123 и CD133 отсутствовали на поверхности 
МСК ОВ. В то же время в 11 из 15 образцов клеток отмечено наличие молекулы CD34 (до 30 % 
клеток в культуре) с невысокой интенсивностью экспрессии, составляющей 1,84 [1,40–1,88] усл. ед. 
Следует отметить, что динамика экспрессии CD34 не была стабильной в процессе культивирова-
ния МСК ОВ. Возможно, наличие CD34 зависит от пассажного уровня культуры и фазы ее роста. 
Данное предположение требует проведения дополнительных исследований. 

Среди молекул, опосредующих межклеточные взаимодействия, адгезию к внеклеточному 
матриксу, на мембране МСК ОВ выявлены молекулы CD11b, CD54 и CD106. Известно, что моле-
кулы клеточной адгезии ICAM-1 (CD54) и VCAM-1 (CD106) характерны также для лейкоцитов  
и клеток эндотелия. Согласно результатам экспериментальных исследований других авторов, 
данные молекулы играют важную роль на начальных стадиях реализации механизмов иммуно-
супрессии с участием МСК. Будучи активированными сигналами воспалительного микроокру-
жения, МСК начинают секрецию хемокинов для привлечения Т-лимфоцитов, одновременно  
в МСК индуцируется синтез ICAM-1 и VCAM-1. Белки адгезии в свою очередь обеспечивают 
установление непосредственных межклеточных контактов между Т-лимфоцитами и МСК. В ре-
зультате на небольшом межклеточном расстоянии становится возможным ингибирование функ-
циональной активности лимфоцитов по принципу паракринного механизма. Имеются данные, 
что у МСК с нокаутированными генами белков ICAM-1 и VCAM-1 значительно снижается спо-
собность к иммуносупрессии [20].

Заслуживает также внимания тот факт, что на МСК ОВ зарегистрирована слабая экспрессия 
маркера CD11b – интегрина αM (1,65 [1,53–2,52] усл. ед.), который участвует в адгезии и мигра-
ции лейкоцитов при воспалении. Помимо этого известно, что CD11b наряду с молекулой CD18 
входит в состав рецепторного комплекса Mac-1 (CR3), который распознает компоненты системы 
комплемента C3b и C4b. Функция CD11b в МСК ОВ в настоящее время не ясна. Возможно, на-
личие данного интегрина связано с иммуномодулирующей активностью клеток. В то же время 
экспрессии молекулы CD11c (интегрин αX) на поверхности МСК ОВ не наблюдалось. 

Изучение других исследуемых маркеров показало наличие экспрессии МСК ОВ мембранной 
металло-эндопептидазы – молекулы CD10, которая выявляется во множестве тканей, особенно  
в почках. CD10 инактивирует множество ростовых факторов, цитокинов, сигнальных белков. 

Экспрессия тромбомодулина (CD141, BDCA-3) – одного из белков, типичных для клеток эн-
дотелия, моноцитов/макрофагов и субпопуляций ДК, на исследованных МСК ОВ отсутствовала. 
Другие анализируемые молекулы, свойственные рецепторному аппарату клеток миелоидного 
ряда – CD15, CD33 и CD62L, также не определялись на поверхности МСК ОВ. 
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Среди ранее выявленных биологических активностей МСК ОВ особо стоит отметить их  
иммуномодулирующие свойства по отношению к клеткам иммунной системы [16, 17]. Так как 
механизм иммуносупресии в организме реализуется в ходе сложных межклеточных взаимо

Рис. 1. Типичные гистограммы флуоресценции, иллюстрирующие экспрессию разных молекул на поверхности 
МСК ОВ. Представлены значения относительной интенсивности флуоресценции
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действий, следующим этапом работы стало выявление на поверхности МСК ОВ молекул, спо-
собных принимать участие в процессах прямой и опосредованной активации, костимуляции  
и коингибировании иммуннокомпетентных клеток. 

К антигенам данной группы в первую очередь относят молекулы семейства B7, которые об-
ладают костимуляторными свойствами и опосредуют коингибирование межклеточных взаимо-
действий. К костимуляторным молекулам относят такие маркеры, как B7-1 (CD80) и B7-2 (CD86), 
а к коингибиторным – B7-DC (CD273, PD-L2), B7-H1 (CD274, PD-L1), B7-H2 (CD275, ICOS-L),  
B7-H3 (CD276) [21]. Лигандами CD80 и CD86 являются молекулы Т-клеток – CD28 и CD152 (CLTA-4), 
а коингибиторных молекул CD273, CD274, CD275 и CD276 – молекулы PD-1/2 и ICOS (CD278).  
В организме человека указанные маркеры выявлены в основном на антигенпрезентирующих 
клетках (АПК), хотя иногда они могут экспрессироваться фиброцитами и эндотелиальными 
клетками, также способными к презентации антигенов [22, 23]. 

Экспрессия еще одной костимуляторной молекулы – CD40 не ограничена АПК, данный мар-
кер экспрессируется субпопуляциями Т-клеток, эпителиальными и эндотелиальными клетками, 
ГСК и клетками-предшественниками, тучными клетками, гладкомышечными клетками и др. 
При взаимодействии CD40 со своим лигандом – молекулой CD154 (CD40L) отмечаются актива-
ция CD40+ клетки, усиление экспрессии рецепторов к фактору некроза опухолей, продукция  
оксида азота и активных форм кислорода и др. [24].

Следует отметить, что в ряде исследований установлено наличие способности МСК к анти-
генпредставлению [25, 26]. Нами была исследована экспрессия МСК ОВ ряда костимуляторных 
молекул, а также молекул главного комплекса гистосовместимости II класса (HLA-DR). Уста
новлено, что из костимуляторных молекул на поверхности МСК ОВ присутствует лишь антиген 
CD40 (4,12 [2,06–17,4] усл. ед.), а экспрессии CD80 и CD86 не выявлено ни в одной из исследован-
ных культур клеток. 

Отсутствие молекул HLA-DR и CD80/CD86 на мембране МСК ОВ, очевидно, указывает на 
невозможность функционирования МСК ОВ в качестве антигенпредставляющей клетки. В то же 
время наличие молекулы CD40 на МСК ОВ, указывает, скорее всего, на готовность клеток к ак-
тивации при контакте с CD154+ Т-лимфоцитами либо под действием sCD40L, продуцируемого 
тромбоцитами.

Среди всех коингибирующих молекул важнейшая роль принадлежит белку PD-1 (programmed 
cell death 1). Это протеин изначально был обнаружен на линиях Т-клеток тимуса, в которых  
выявлено усиление экспрессии этого белка в ответ на стимуляцию проапоптотическими факто-
рами [27].

PD-1 (CD279) принадлежит к CD28-семейству иммунорецепторов и экспрессируется преиму-
щественно активированными Т- и В-клетками, хотя наличие белка установлено также в моно-
цитах, макрофагах и даже в ДК [28].

При взаимодействии PD-1 со своими лигандами – коингибиторными молекулами PD-L1 (CD274, 
B7-H1) или PD-L2 (CD273, B7-DC) отмечается подавление ответа Т- и B-клеток на антигенную 
стимуляцию, преимущественно за счет активации тирозин фосфатазы SHP-2, а кроме того, про-
исходит индукция апоптоза [28].

Что касается иммуносупрессивных свойств МСК ОВ, нами показано, что все клетки в куль-
туре экспрессировали молекулу CD273 при относительной интенсивности экспрессии, равной 
36,5 [23,97–52,42] усл. ед., а относительное число CD274+ клеток всегда было выше 90 %, хотя 
интенсивность экспрессии была слабее. Таким образом, наличие молекул CD273 и CD274 на 
МСК ОВ может объяснять их иммуномодулирующие свойства [16, 17, 29, 30]. Вместе с тем от-
сутствие молекулы PD-1 на поверхности МСК ОВ указывает на резистентность исследованных 
мезенхимальных клеток к апоптозу под влиянием PD-1L+ клеток.

Следует также отметить наличие на МСК ОВ молекулы Tim-3 (3,0 [2,6–3,2] усл. ед.). Эта мо-
лекула, связываясь с галектином-9 на поверхности клеток, вызывает апоптоз последних и может 
опосредовать иммуносупрессивное действие МСК ОВ [31].

В ряде публикаций приводятся данные о том, что МСК ОВ характеризуются повышенной экс-
прессией нейроспецифичных генов [18]. Кроме того, ранее отмечалось, что еще одной особенностью, 
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сближающей МСК ОВ и нейральные стволовые клетки (НСК), является способность к образова-
нию цитосфер при росте в культуре [10, 18].

Проведенный нами фенотипический анализ показал, что для МСК ОВ свойственны феноти-
пические признаки НСК [32, 33]. Так, в цитоскелете МСК ОВ было выявлено совместное присут-
ствие белков цитоскелета – нестина и виментина. Из перечня белков, отличающих более диффе-
ренцированные популяции клеток нервной ткани, в МСК ОВ зарегистрирован маркер незрелых 
нейронов – β-3-тубулин и низкоафинный рецептор нейротрофинов – p75NTR (рис. 2), а кроме того, 
выявлены молекулы глиального кислого фибриллярного белка (GFAP) – маркера глии и проге-
ниторных нейральных клеток. В то же время показано отсутствие белка зрелых нейронов – 
MAP-2 и маркера олигодендроцитов – О4 [34]. 

Полученные данные свидетельствуют о том, что стволовые клетки соеденительнотканной 
подложки ОВ имеют двойственную природу, поскольку сочетают в себе признаки не только 
МСК, но и НСК. Вероятно, это свойство МСК ОВ позволило данному типу клеток положительно 
зарекомендовать себя в ходе экспериментальных исследований, посвященных терапии заболева-
ний, связанных с повреждениями нервной ткани [12–15].

Выводы

1. Показано, что в обонятельной области слизистой оболочки носа присутствует популяция 
тканеспецифичных стволовых клеток, которую по совокупным признакам фенотипа можно от-
нести к МСК. Причем МСК ОВ сочетают в себе фенотипические признаки как мезенхимальных, 
так и нейральных стволовых и прогениторных клеток. 

2. Среди белков, принимающих участие в модуляции функциональной активности клеток 
иммунитета, в МСК ОВ выявлены высокая экспрессия коингибиторных молекул CD273 и CD274 
и отсутствие молекулы PD-1. Это указывает на наличие у МСК ОВ высокого иммуносупрессив-
ного потенциала при резистентности самих исследованных мезенхимальных клеток к апоптозу.

3. МСК ОВ не экспрессируют костимуляторные молекулы CD80 и CD86, что наряду с отсут-
ствием на поверхности исследованных клеток молекул HLA-DR свидетельствует о невозможно-
сти антигенпредставления.

4. Установлено, что МСК ОВ присуща экспрессия белков клеточной адгезии CD11b, ICAM-1 
и VCAM-1, которые, обеспечивая межклеточное взаимодействие, участвуют в регуляции функ-
ций различных клеток иммунной системы.

Таким образом, спектр выявленных в МСК ОВ молекул свидетельствует, что биопрепараты 
на основе данного типа стволовых клеток в перспективе могут применяться в клеточной тера-
пии повреждений нервной ткани и в лечении аутоиммунных заболеваний.

Рис. 2. Типичные гистограммы флуоресценции, иллюстрирующие экспрессию маркеров клеточных популяций 
нервной ткани на поверхности МСК ОВ. Представлены значения относительной интенсивности флуоресценции
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IMMUNOPHENOTYPE OF HUMAN OLFACTORY MUCOSA-DERIVED MESENCHYMAL STEM CELLS

Summary

The data obtained indicate that hOM-MSCs belong to the MSC-superfamily according to the pattern of antigen expression 
(CD90+CD105+CD73+/CD31–CD45–HLA-DR–). Some neuronal stem/progenitor markers (nestin, b3-tubulin, vimentin, p75, 
GFAP) were observed in the analyzed cells, suggesting that hOM-MSCs may represent a distinct tissue-specific population  
of stem cells. The presence of co-inhibitory molecules may explain the immunosuppressive effect of MSC on human T-cells. 


