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Изучался эффект воздействия излучения гелий-неонового лазера, излучения крайне высоких частот 
(КВЧ) c длиной волны 7,1 мм, а также лазеро-индуцированных гидродинамических процессов на про-
лиферацию стволовых клеток стромы костного мозга in vitro в состояниях «норма» и «ослабленное». 
Ослабление клеток достигалось их культивированием на питательных средах с пониженным содержа-
нием сыворотки эмбрионов коров. Показано, что использованные физические воздействия могут усили-
вать пролиферативную активность стволовых клеток, причем эффект усиления наиболее выражен при 
воздействии на «ослабленные» стволовые клетки.
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Все возрастающий интерес к изуче-
нию биологии и свойств стволовых кле-
ток, в частности, стволовых стромаль-
ных клеток костного мозга или мульти-
потентных мезенхимальных стромаль-
ных клеток (ММСК) вызван их широ-
ким терапевтическим потенциалом, от-
крывающим серьезные перспективы их 
использования в различных областях ре-
генеративной медицины [1]. При транс-
плантации в организм выращенные in 
vitro ММСК способны образовывать раз-
личные ткани мезенхимального происхо-
ждения [14]. С развитием клеточных тех-
нологий эти клетки все более успешно 
используются в медицинской практике 
(травматологии и ортопедии, челюстно-
лицевой хирургии, стоматологии и др.) 

для восстановления целостности кост-
ной ткани, гиалинового хряща суставов, 
сухожильно-связочного аппарата и дру-
гих тканей [7, 10].

Очевидно, что эксплантация костно-
го мозга в культуру ткани нарушает ми-
кроокружение ММСК. Перенос этих 
клеток из своей естественной ниши, под-
держивающей их стволовой статус, в но-
вую нишу, например, в тканеинженерную 
конструкцию [2] может привести к изме-
нению их статуса. Как следствие, может 
иметь место «ослабление» ММСК, неже-
лательное изменение их регенераторно-
го и дифференцировочного потенциала. 
Для восстановления возможных измене-
ний свойств ММСК, наступивших при их 
извлечении из естественной ниши, в этой 
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работе используются «физические» воз-
действия на клетки, включая воздействие 
низкоинтенсивным электромагнитным 
излучением и лазероиндуцированными 
гидродинамическими процессами.

В настоящее время воздействие низ-
коинтенсивным электромагнитным из-
лучением широко используется в меди-
цинской практике для лечения различ-
ных заболеваний. Наибольшее распро-
странение получили лазерная терапия, 
основанная на применении низкоинтен-
сивного лазерного излучения видимого и 
ближнего инфракрасного диапазонов [6], 
и КВЧ — терапия, использующая волны 
миллиметрового диапазона [9]. Стреми-
тельное распространение этих методов 
воздействия связано с их высокой тера-
певтической эффективностью. Действие 
низкоинтенсивного лазерного излуче-
ния на различные биологические объек-
ты исследовалось на молекулярном, суб-
клеточном, клеточном и организменном 
уровнях [3, 13, 15].

Лазероиндуцированные гидродинами-
ческие (ЛИГ) процессы при воздействии 
лазерного излучения умеренной мощно-
сти (1-5 Вт) на водонасыщенные биотка-
ни в последнее время также стали эф-
фективно использоваться в регенератив-
ной медицине [4, 8]. Механизм терапев-
тического действия лазероиндуцирован-
ных гидродинамических процессов об-
условлен образованием и схлопывани-
ем парогазовых пузырьков в водонасы-
щенной ткани вблизи торца оптическо-
го транспортного волокна (через кото-
рое лазерное излучение вводится в био-
ткань), что приводит к возникновению 
в зоне лазерного воздействия кумуля-
тивных микроструй и генерации мощ-
ных низкочастотных механических ко-
лебаний среды [12, 16]. Возникшие ме-
ханические колебания среды вследствие 

эффектов механобиологии и запускают 
процесс регенерации ткани [5].

Проведенные ранее исследования по 
воздействию на биологические объек-
ты низкоинтенсивного лазерного излуче-
ния показали, что результат воздействия 
значительно зависит от состояния самих 
биологических объектов [13]. Так, при 
воздействии на биологические объекты, 
состояние которых характеризуется как 
«норма», различные контролируемые ха-
рактеристики (такие как, например, ин-
дукция интерферона лейкоцитами) до и 
после воздействия достоверно не отли-
чаются. Иная картина наблюдается при 
воздействии низкоинтенсивного излу-
чения на биологические объекты, нахо-
дящиеся в «ослабленном» состоянии. В 
этом случае после воздействия низкоин-
тенсивного излучения большинство кон-
тролируемых характеристик изменяют-
ся в сторону значений, характерных для 
биообъектов в состоянии «норма».

В этой работе, являющейся продол-
жением наших исследований физиче-
ских воздействий на ММСК [11], изуча-
ется влияние ряда используемых в совре-
менной медицине физических полей на 
изменение пролиферативной активности 
ММСК in vitro в состояниях, условно ха-
рактеризующихся как «норма» и «осла-
бленное».

Материалы и методы

Для сравнительного изучения проли-
феративной активности ММСК костного 
мозга в состояниях «норма» и «ослаблен-
ное» под воздействием низкоинтенсив-
ных полей нами была разработана мето-
дика получения штаммов ММСК в изме-
ненном («ослабленном») состоянии. Ко-
лонии фибробластов, сформированные 
к 12-14 дню после эксплантации костно-
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го мозга человека, обрабатывали 0,25% 
раствором трипсина, снимали с пласти-
ка и подвергали пассированию в опти-
мальных условиях культивирования — в 
среде, состоящей из 80% среды α-MEM, 
20% сыворотки эмбрионов коров (СЭК) 
с добавлением антибиотиков. Спустя не-
сколько дней в культуральных флаконах 
образовывался конфлюентный слой кле-
ток, состоящий из фибробластов. При 
последующих пассажах культура кле-
ток разделялась на две части и эксплан-
тировалась в культуральные флаконы с 
питательной средой различного состава. 
В первом случае культуральная среда со-
стояла из 80% среды α-MEM и 20% СЭК 
и обозначалась нами как «норма», в дру-
гом — из 97% среды α-MEM и 3% СЭК 
и была обозначена нами как «ослаблен-
ная». В дальнейшем, мы вели эти культу-
ры параллельно до IV-VI пассажа. Такое 
значительное уменьшение СЭК приво-
дило к стабильному снижению (пример-
но в 3 раза) пролиферации клеток. Перед 
облучением ММСК низкоинтенсивными 
полями клетки обрабатывались 0,25% 
трипсином и снимались с пластика. Су-
спензии ММСК объемом 3 мл разлива-
лись по пластиковым пробиркам с диаме-
тром 15 мм. В каждой из пробирок содер-
жалось около 3х105 клеток.

Облучение суспензии «нормальных» 
и «ослабленных» клеток проводили сле-
дующими полями:

— излучением He-Ne лазера (лазер-
ный аппарат ЛГН-213-1, длина волны 
0,63мкм, мощность 0,8 мВт, интенсив-
ность облучения 0,4 мВт/см2, время воз-
действия 60 с);

— КВЧ — излучением (аппарат «Ак-
вастин» фирмы ИРЭ-Полюс, длина вол-
ны 7,1 мм, интенсивность облучения 5 
мВт/см2, время воздействия 10 с, 30 с и 
60 с);

— полем ЛИГ (использовался воло-
конный лазерный аппарат ЛС-0,97 фир-
мы ИРЭ-Полюс, длина волны 0,97мкм, 
мощность 3 Вт, время воздействия 60 с).

Использовались следующие методи-
ки облучений. Для воздействия излуче-
нием He-Ne лазера использовался расхо-
дящийся лазерный луч, образованный с 
помощью линзы с фокусным расстояни-
ем 10 мм. Пробирка с культурой ММСК 
устанавливалась на расстоянии 40 см от 
линзы, где интенсивность облучения со-
ответствовала выбранному значению 0,4 
мВт/см2. Для воздействия КВЧ — излу-
чением предварительно отцентрифуги-
рованные пробирки с суспензией ММСК 
располагались внутри конусной антенны 
КВЧ аппарата таким образом, чтобы за-
уженное дно пробирки устанавливалось 
на излучающем торце головки аппарата. 
При воздействии полем ЛИГ пробирка с 
клеточной суспензией устанавливалась в 
кювету с водой. Там же в воде на рассто-
янии около 5 мм от пробирки закреплял-
ся фрагмент куриной кости, в которой 
кварцевым волокном аппарата ЛС-0,97 
прожигались (формировались) лазерные 
каналы. Формирование каналов проводи-
лось контактно кварцевым волокном ди-
аметром 400 мкм. При этом вблизи торца 
волокна развивались активные гидроди-
намические процессы, которые порож-
дали широкополосные акустические сиг-
налы [9, 12], воздействующие на ММСК 
в пробирке. Контроль параметров ла-
зерного излучения проводился с помо-
щью измерителя мощности FieldMaster 
(Coherent, США).

Фибробласты из каждой облученной 
пробирки и пробирок с контролем экс-
плантировали в три культуральных фла-
кона площадью 25 см2. Клетки выра-
щивались в инкубаторе при 37ºC в ат-
мосфере 5% CO2 в течение 5 дней. Для 
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определения пролиферативной актив-
ности ММСК культуры обрабатыва-
лись раствором TrypLe, затем прово-
дился подсчет выросших фибробластов 
с помощью счетчика клеток Countess™ 
Automated Cell Counter (Invitrogen). По 
результатам измерений вычислялись 
средние значения и стандартные откло-
нения. Существование различий между 
отдельными выборками проверяли с по-
мощью U-критерия Манна-Уитни.

Результаты и их обсуждение

На рисунках 1 и 2 представлены по-
лученные результаты. Как видно из ри-
сунков, средние значения количества вы-
росших фибробластов практически для 

всех экспериментов выше контрольных 
значений. Наибольшее отличие от кон-
троля (уровень значимости р≤0,01) заре-
гистрировано при воздействии на «осла-
бленные» клетки с помощью ЛИГ и КВЧ 
(при времени воздействия 10 с и 30 с). 
При этом пролиферативная активность 
ММСК при воздействии на суспензию 
«ослабленных» клеток за счет процессов 
ЛИГ в течение 60 с (рис. 1б) и КВЧ излу-
чением в течение 10 с (рис. 2б) возросла 
на 30%. Увеличение времени воздействия 
КВЧ излучением до 30 с (рис. 2б) приве-

ло к усилению пролиферативной актив-
ности ММСК по сравнению с контролем 
до 40%. Однако дальнейшее увеличение 
времени воздействия КВЧ излучения до 

Рис. 1. Пролиферация «нормальных» (а) и «ослабленных» (б) MМСК после облучения полем ЛИГ 
и низкоинтенсивным излучением He-Ne лазера.

Рис. 2. Пролиферация «нормальных» (а) и «ослабленных» (б) MМСК после облучения КВЧ излуче-
нием при различных временах воздействия.
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60 с привело к нивелированию позитив-
ного эффекта. Таким образом, резуль-
таты наших исследований, проведенных 
на ММСК, показывают, что эффект от 
воздействия на клетки различными фи-
зическими факторами существенно за-
висит от состояния самих клеток. Такие 
воздействия, практически не действуют 
на ММСК в состоянии «норма», но уве-
личивают пролиферативную активность 
клеток, находящихся в «ослабленном» 
состоянии.

Выводы

Используемые нами факторы физи-
ческого воздействия на ММСК (электро-
магнитное излучение гелий-неонового 
лазера, КВЧ излучение крайне и интен-
сивные акустические волны, генерируе-
мые в условиях лазеро-индуцированной 
гидродинамики) увеличивают их проли-
феративную активность. Максималь-
ный эффект усиления наблюдался при 
воздействии на «ослабленные» ММСК, 
культивирование которых проводилось 
на питательных средах с дефицитом 
СЭК. Полученные результаты открыва-
ют новые возможности терапевтическо-
го применения указанных физических 
воздействий, в частности, при использо-
вании ММСК в клеточных технологиях 
и тканевой инженерии.

Работа выполнена при поддержке 
РФФИ (проекты 10-02-01472, 09-02-
00714, 10-02-00672).
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Effect of hydrodynamic processes and low-intensity 
radiation with wavelengths 0,63 μm and 7,1 mm

on the proliferative activity of bone marrow
stromal stem cells in vitro

R.K Chailakhyan, V.I Yusupov, J.V. Gerasimov, P.A. Sobolev, A.H. Tambiev,
N.N. Vorobieva, A.P. Sviridov, V.N.Bagratashvili

The effects of He-Ne laser and extremely high frequency (wavelength 7,1mm) radiations as well as of 
laser induced hydrodynamic processes on the proliferation of bone marrow stromal stem cells in vitro were 
studied. We have tested stem cells in states «normal» and «suppressed». Suppression of cells was realized by 
reduction of cow embryo serum concentration in a nutrient medium of cultivated cells. It is shown that applied 
physical impacts have minor effects on «normal» bone marrow stromal stem cells, but stimulate proliferation 
of «suppressed» cells.

Key words: stem cells, bone marrow stromal stem cells, laser radiation, extremely high frequency, laser 
induced hydrodynamical field

Влияние гидродинамических процессов и низкоинтенсивного излучения с длинами волн 0,63 мкм и 
7,1 мм на пролиферативную активность стволовых клеток стромы костного мозга in vitro


