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Введение
Одним из способов индукции диффе-

ренцировки стволовых клеток является 
их кокультивирование с дифференциро-
ванными клетками. Дифференцирован-
ные клетки секретируют регуляторные 
молекулы и формируют со стволовыми 
клетками межклеточные контакты, что 
и является стимулом к дифференциров-
ке стволовых клеток. Наиболее часто 

кокультивирование используется для 
терминальных этапов дифференциров-
ки стволовых клеток, причём, как пра-
вило, совместно с добавлением в куль-
туральную среду экзогенных ростовых 
факторов. Влияние кокультивирования 
на ранних этапах дифференцировки 
эмбриональных стволовых клеток из-
учено мало. Ранее нами было показа-
но, что при кокультивировании мЭСК 

В зрелом монослое адипоцитов, крупных сферических светоотражающих клеток, проделали 
скребком бесклеточные дорожки 1-5 мм ширины. Плоские веретенообразные свето-поглощающие 
клетки, мигрирующие с границ дорожек, покрыли их монослоем через 8-10 дней.  Новый монослой 
морфологически стабилен в течение нескольких недель после образования и резко отличен от 
старого – его клетки плоские и темные, без свето-отражающих включений (жировых капель). 
Если к адипоцитарному монослою с прорытыми бесклеточными дорожками добавить мышиные 
эмбриональные стволовые клетки (мЭСК), то формирующийся к 6-7 дню новый монослой содержит 
блестящие точки, и к 15-20 дню превращается в сплошной блестящий ковер молодых адипоцитов, 
наполненных по периферии каждой клетки циркулярно расположенными мелкими светоотражающими 
липидными капельками. Обсуждается вопрос об истинной или индуктивной дифференцировке, как 
причине данного явления.
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с эндотелиоцитами можно добиться 
эффективной дифференцировки при 
условии длительной копролиферации и 
многократного пересева культуры [1]. В 
настоящей работе мы изучали диффе-
ренцировку в случае, если возможность 
многократного пересева отсутствует. В 
качестве матричной культуры мы взяли 
адипоциты, полученные дифференци-
ровкой из культуры преадипоцитов 3Т3-
L1. В настоящее время для дифференци-
ровки ЭСК в адипоциты используется 
многостадийная методика, имитирую-
щая адипоцитарную дифференцировку 
ходе эмбриогенеза [2, 7]. По этой мето-
дике, вначале из ЭСК формируются эм-
бриоидные тельца, которые затем куль-
тивируются в присутствии ретиноевой 
кислоты, а на последнем этапе - в при-
сутствии инсулина и трийодтиронина. 
При этом образуется смешанная попу-
ляция клеток, с долей адипоцитов око-
ло 15%. Для получения более чистой 
культуры необходимы дополнительные 
этапы, включающие сортировку клеток 
с активированной флуоресценцией [5]. 
Недавно было показано, что возможна  
эффективная прямая дифференцировка 
ЭСК в адипоциты без промежуточных 
этапов с помощью введения в ЭСК ма-
лой интерферирующей РНК, подавля-
ющей экспрессию гена Oct4 [3]. Целью 
нашей работы было выяснить, возмож-
на ли прямая дифференцировка мЭСК 
в адипоциты под влиянием кокультуры 
зрелых адипоцитов, а также насколько 
гомогенна полученная культура потом-
ков мЭСК.

Методы
Получение и культивирование 

адипозных клеток. Адипозные клет-
ки получали из 3T3-L1 преадипоцитов 

как описано ранее [4] с небольшими 
изменениями. 3T3-L1 клетки были лю-
безно предоставлены доктором Knut-
son (University of Texas Health Science 
Center at Houston) и культивировались 
в 100 мм чашках Петри в среде ДМЕМ 
(Cellgro) содержащей 10% фетальной 
сыворотки телят (Sigma). Для проведе-
ния дифференцировки преадипоциты 
растили до достижения 100% конфлу-
энтности.  Через два дня после дости-
жения 100% конфлуэнтности клетки 
помещали в свежую среду объёмом 3.5 
мл, содержащую 10% фетальной сыво-
ротки телят, 0.5 мМ изобутилметилк-
сантин (Sigma),  1 пгр. дексаметазон на 
1 мл (Sigma) и  10  пгр.  инсулина на 
1 мл  (Elanco). Каждые два дня среда 
менялась на свежую такого же соста-
ва. На седьмой день более 90% клеток 
экспрессировало адипозный фенотип. 
Клеточный монослой адипоцитов ис-
пользовался в экспериментах в возра-
сте 7-10 дней культивирования после 
начала дифференцировки. За 48 часов 
перед началом эксперимента клетки 
переносили в среду, не содержащую 
инсулина (ДМЕМ и 10% фетальной 
сыворотки), среда менялась трижды 
перед началом экспериментов по ко-
культивированию. 

Кокультивирование мЭСК и ади-
поцитов. Несколько дорожек, лишён-
ных клеток, шириной 1-5-мм и длиной 
50-100-мм, были сделаны на каждой 
чашке с адипоцитами методом механи-
ческого соскрёба стерильным шпате-
лем. Каждый эксперимент повторялся 
3 раза. Плашки засевались 5x103- 1x104  
мЭСК, в то время как контроль оставал-
ся незасеянным. Среду меняли каждый 
второй день. Культуру после начала экс-
перимента не пересевали. 
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Результаты и их обсуждение
Для изучения дифференцировки 

мЭСК в присутствии зрелых адипоци-
тов мы использовали чашки с моносло-
ем зрелых адипоцитов, полученные, как 
описано в материалах и методах. В мо-
нослое адипоцитов с помощью шпателя 
делали дорожки, лишённые клеток. Уже 
через день после соскреба в образовав-
шемся просвете можно наблюдать мор-
фологически отличные от адипоцитов 
плоские веретенообразные свето-погло-
щающие клетки, мигрирующие с границ 
дорожек. Это адипоциты, подвергшиеся 
частичной дедифференцировке при по-
тере части клеточных контактов и при-
обретшие свойства преадипоцитов.  В 
дальнейшем дорожки постепенно запол-
няются этими клетками, оставаясь мор-
фологически стабильными, т.е. сохраняя 
отмеченный выше диморфизм: круглые 
крупные жиросодержащие зрелые ади-
поциты и темные плоские веретеноо-
разные преадипоциты.  К части чашек 
с дорожками мы добавляли ЭСК мыши.  
В этом случае преадипоциты и мЭСК 
копролиферировали вместе на свобод-
ных поверхностях. По нашим данным, 
копролиферация ЭСК с детерминиро-
ванными клетками (в данном случае, с 
преадипоцитами) способствует диффе-
ренцировке ЭСК по этому же пути [1]. 
На рис. 1 показаны контрольные и засе-
янные дорожки через одну-пять недель 
после соскрёба; панели слева показыва-
ют незасеянные ЭСК области, справа - 
засеянные. Клетки в засеянных каналах 
растут более быстро; очень хорошо вид-
на их диморфность: наряду с описанны-
ми выше темными веретенообразными 
клетками появляются новые клеточные 
кластеры, образованные маленькими, 
ярко блестящими клетками, заполнен-

ными липидными каплями (рис. 1 Е, 
вставка). Эти клетки морфологически 
неотличимы от терминально дифферен-
цированных адипоцитов.  Мы полагаем, 
что кластеры блестящих круглых кле-
ток получены из мЭСК, в то время как 
тёмные веретенообразные клетки про-
исходят из клеток матрицы (адипозного 
слоя).  Неспособность преадипоцитов в 
присутствии кокультуры зрелых адипо-
цитов к терминальной дифференциров-
ке подтверждается и в недавней работе 
доктора Song с коллегами [6]. Почему 
делящиеся потомки клеток матрицы не 
переходят к конечной стадии дифферен-
цировки – экспрессии жировых капель, 
а потомки мЭСК – их быстро экспрес-
сируют? Вероятно, потомки мЭСК, 
детерминируясь по адипоцитарному 
пути, развивают мощные внутренние 
сигналы к дифференцировке в данном 
направлении и уже не могут остановить 
начавшуюся дифференцировку на про-
межуточных стадиях (преадипоциты), 
быстро достигая конечной стадии, в то 
время как пролиферирующие клетки 
матрицы, не имеют таких сигналов. В 
следующие недели липидные капли в 
ярко блестящих круглых клетках увели-
чились в количестве, формируя кольца 
на поверхности каждой клетки, и выро-
сли в размерах. На рисунке 2 показаны 
молодые, только что сформировавшие-
ся (слева) и старые, предсуществующие 
(справа) адипоциты при увеличении 
450x.

Множественное формирование кле-
ток со светящимися кольцами из капель 
на плашке, засеянной мЭС клетками, 
наблюдалось на всей области соскрёба, 
(рисунок 1 Е-К), в то время как дорожки 
в контрольных чашках зарастали сплошь 
темными клетками; иногда мы находили 
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Рис. 1. Не засеянные (A-Д) и засеянные мЭСК (Е-К) адипоциты через 1 (A, Е), 2 (Б,Ж),  
3 (В,З) и 5 (Г, Д и К) недель после соскрёба дорожки при увеличении 100x (A-В, Е-З),  
40x (Г, И), и 200x (Д, К).

М.В. Ковина, Л. Зильберман, Ю.М. Ходарович



Biomedicine • № 4, 2013111

Рис. 2. Фотография с высоким разрешением 
старых (А) и молодых (Б) адипоцитов; уве-
личение 450x.

Рис. 3.  А, Б - Эмбриональные тельца, сфор-
мировавшиеся в исходном монослое зрелых 
адипоцитов за 3 недели кокультивирования 
с 104 мЭСК. В - начальная стадия образова-
ния эмбрионального тельца в молодом слое 
адипоцитов, выросшем на месте соскреба, 4 
недели с момента засева мЭСК.  Увеличение 
40x (А) и 100х (Б и В). 

только одну-две молодые адпоцитарные 
клетки на всей контрольной чашке (ри-
сунок 1 Г,Д). Стволовые клетки не росли 
ни в свежей среде для роста адипоцитов, 
ни в прекондиционной среде. Таким 
образом, направленная дифференци-
ровка мЭСК в адипоциты под влиянием 
матричной культуры является наиболее 
вероятным объяснением наблюдаемых 
результатов. При дальнейшем культи-
вировании клеток, параллельно с про-
цессом образования адипоцитарного 
монослоя в бесклеточных дорожках, 
засеянных ЭСК, к концу второй недели 
после начала эксперимента мы заме-
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чали в толще старого слоя адипоцитов 
многочисленные кругообразные расхо-
ждения адипоцитарного слоя. В центре 
образующихся четко очерченных кругов 
и овалов через 3-4 недели после засева 
начинается биение (рисунок 3 АБ). С 
некоторым запозданием, начиная с 4-5 
недели, подобный же процесс начина-
ется и в новом слое образовавшихся 
молодых адипоцитов (рисунок 3Д), на-
рушая, таким образом, диморфное одно-
образие молодого монослоя внедрением 
растущих эмбриональных телец. Таким 
образом, через 4-7 недель после высева 
на адипоцитарную культуру, ЭСК фор-
мировали многочисленные бьющиеся 
эмбриональные тельца без добавления 
нами в среду индукторов кардиомиоци-
тарной дифференцировки. В отсутствии 
кокультуры адипоцитов образование эм-
бриональных телец идёт существенно 
менее эффективно. Увеличение эффек-
тивности образования эмбриональных 
телец при длительном кокультивирова-
нии без пересева мы ранее наблюдали и 
при кокультивировании мЭСК и эндоте-
лиоцитов [1].  Таким образом, в отсут-
ствии пересева кокультуры,  наряду с 
образованием дифференцированных по-
томков мЭСК появляются разросшиеся 
колонии мЭСК, которые, под влиянием 
кокультуры, эффективно образуют бью-
щиеся эмбриональные тельца.

Выводы
Беспересевное кокультивирование 

мЭСК и адипоцитов приводит к направ-
ленной дифференцировке мЭСК в ади-
позном направлении, причем первые 2-3 
недели молодая кокультура, растущая 
на свободной поверхности, сохраняет 
строгий биморфизм – в ней присутст-
вуют только плоские темные веретено-

образные клетки (предположительно, 
преадипоциты) и молодые адипоциты, 
экспрессирующие светоотражающие 
жировые включения.  В последующие 
недели, при отсутствии пересева, в ко-
культуре начинают появляться гетеро-
генные колонии, содержащие, в частно-
сти, бьющиеся островки клеток. Таким 
образом, направленная дифференциров-
ка мЭСК в направлении кокультуры на-
блюдается только в условиях копроли-
ферации используемых культур клеток.  
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Studying of embryonic stem cells differentiation at a 
long cocultivation with adipocits

M.V. Kovina, L. Zilberman, Yu.M. Hodarovich

In a mature monolayer  adipocits, large spherical reflecting cages, did a scraper acellular paths of 1-5 mm 
of width. The flat spindle-shaped light-absorbing cages migrating from borders of paths, covered them with a 
monolayer in 8-10 days. The new monolayer is morphologically stable within several weeks after education 
and is sharply other than the old – its cage flat and dark, without reflecting inclusions (fatty drops). If to an 
adipotsitarny monolayer with the dug acellular paths to add mouse embryonic stem cells (MESK), the new 
monolayer which was formed to 6-7 day contains brilliant points, and by 15-20 day turns into a continuous 
brilliant carpet young адипоцитов, filled on the periphery of each cage tsirkulyarno the located small reflect-
ing lipidic droplets. The question of a true or inductive differentiation, as to the reason of this phenomenon 
is discussed.

Key words: differentiation, contact differentiation, kokultivirovaniye, embryonic stem cells, adipocits.
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