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FGFR – фактор роста фибробластов и его соответствующий рецептор; миРНК – 
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I. ВВЕДЕНИЕ
В обзоре будут рассмотрены основные свойства и возможные нап-
рав ления использования эмбриональных стволовых (ЭС) клеток 
мле ко питающих, включая человека. Выделение ЭС клеток мыши и 
соз дание соответствующих клеточных линий открыло новые воз мож-
ности как для изучения биологии развития млекопитающих и функ ций 
генов на уровне целого организма, так и механизмов направлен ной 
диф ференцировки этих клеток с дальнейшей разработкой под ходов 
к клеточной терапии [1, 2].
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Поэтому основное внимание в настоящем обзоре будет уделено 
проблемам направленной дифференцировки ЭС клеток в различные 
клеточные типы и перспективам их использования в практической 
медицине.

При иньекции в бластоцисты ЭС клетки способны участвовать в 
обра зовании всех тканей зародыша, включая генеративные, давая начало 
развитию химерных животных [3]. Манипуляции с ЭС клетками мыши 
в сочетании с методом гомологичной рекомбинации, позволяющим 
направ ленно изменять геном ЭС клеток, дает возможность создавать 
транс генных животных с заданным (измененным) генотипом. Такой 
подход был впервые осуществлен Томасом и Капеччи [4] в 1987 г., 
когда на ЭС клетках мыши с помощью гомологичной рекомбинации 
была продемонстрирована инактивация (нокаутирование) гена. 
Даль нейшие работы по генетическим модификациям ЭС клеток и 
целе направленному изменению структуры генов живых организмов 
полу чили международное признание. Наиболее значительный вклад 
в развитие этого научного направления внесли: M.Капеччи, M.Эванс, 
O.Смитис. В 2007 г. они были удостоены Нобелевской премии в 
области физиологии и медицины за: «… открытие принципов введе-
ния специфических генетических модификаций в мышах с исполь-
зо ванием эмбриональных стволовых клеток».

Основными свойствами ЭС клеток являются: их плюрипотент-
ность, то есть способность к дифференцировке во все известные виды 
сома тических клеток, встречающихся в живом организме, в условиях 
in vivo и in vitro, а также неограниченный пролиферативный потен циал 
с сохра нением исходного фенотипа [3, 5, 6]. Основные направле ния 
диф фе ренцировки ЭС клеток в производные трех зародышевых лист-
ков (эктодерму, мезодерму и энтодерму) представлены на рис. 1.

Рис. 1. Основные направления дифференцировки ЭС клеток.
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Относительно недавно было 
по ка зано, что они могут диффе-
рен ци роваться не только в сома ти-
ческие клетки, но и в клетки заро-
ды шевого пути [7–9]. Исходя из 
этого, в дальнейшем изложении мы 
будем использовать термин плюри-
потентность для ЭС клеток, в отли-
чие от термина мультипотентность, 
который используется для харак те-
ристики стволовых клеток, присут-
ствующих в большинстве тка ней 
взрос лого организма и способных 
к дифференцировке лишь в ограни-
ченное количество видов клеток.

В настоящее время выделяют три типа ЭС клеток млекопи тающих:
1. Клетки, изолированные из внутренней клеточной массы блас-

тоцисты млекопитающих [1, 2]. Именно эти клетки принято называть 
ЭС клетками.

2. Клетки эмбриональных карцином, впервые полученные из тера-
то карцином, состоящие из смеси дифференцированных клеток раз лич-
ных зародышевых слоев и недифференцированных стволовых клеток 
[10]. Явным недостатком, ограничивающим использование этих 
кле ток являются кариотипическая нестабильность и низкая степень 
учас тия в эмбриональном развитии при переносе их в бластоцисту 
реципиентов.

3. Первичные половые клетки зародыша [11, 12]. ЭС клетки, обла-
даю щие высокой пролиферативной активностью и способные при 
определенных условиях в течение длительного времени поддержи-
ваться в культуре в недифференцированном состоянии.

Для сохранения недифференцированного фенотипа ЭС клеток в 
культуре требуется наличие так назывемого фидерного, или питаю-
щего слоя, который может быть представлен первичными эмбрио-
наль ными фибробластами или перевиваемыми фибробластами мыши 
линии STO [1]. На рис. 2 показаны ЭС клетки мыши, растущие на 
фидере из эмбриональных фибробластов мыши.

Все описанные к настоящему времени линии ЭС клеток сходны 
по своим морфологическим характеристикам: все они имеют крупное 
ядро, содержащее преимущественно эухроматин и несколько ядры-
шек. Им свойственно высокое ядерно-цитоплазматическое отно ше-
ние – цитоплазма представлена узким ободком, окружающим ядро. 

Рис. 2. Колонии ЭС клеток мыши на 
фидерном слое из эмбриональных 
фибробластов мыши. 
 а – колонии, сформированные 
ЭС клетками; б – клетки фидер ного 
слоя (х400).
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Особенностью ЭС клеток является 
высокая активность эндогенной 
щелоч ной фосфатазы (рис. 3), слу-
жа щая одним из общепринятых 
тестов, который свидетельствует 
о сохранении этими клетками плю-
рипотентного статуса.

На рис. 3 видно, что окра ши ва-
ются колонии, сформи ро ван ные 
недифферен циро ван ными ЭС клет-
ками. Клетки фидерного слоя не 
дают положительной реакции на 
активность щелочной фосфа тазы. 
Для ЭС клеток характерен также 
высокий уровень тело ме раз ной ак-
тив ности, который коррелирует со 
степенью их недифферен циро ван-
ного состояния.

Ниже рассмотрим свойства некоторых наиболее изученных ЭС 
клеток и путях их дифференцировки.

II. ХАРАКТЕРИСТИКИ ЭМБРИОНАЛЬНЫХ 
СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК

ЭМБРИОНАЛЬНЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ МЫШИ
Первые линии ЭС клеток мыши были получены в начале 80-х годов 
XX века [1, 2]. Большинство из них были выделены из эмбрио нов 
мышей на стадии бластоцисты инбредной линии 129/Sv. Такими 
линиями являются ЭС клетки линий: R1, W9.5, AB-1, CP-1, CCE, CC.1, 
PJ1-5, E14, D3 [13]. Кариотипический анализ 35 линий ЭС клеток 
мыши показал, что 25 из них имеют кариотип ХУ, а остальные ХО и 
ХХ. Предполагается, что ЭС клетки предпочтительней образуются 
из клеток с мужским кариотипом, так как вторая Х хромосома может 
быть дестабилизатором плюрипотентности [14]. В основном все ЭС 
клетки имеют нормальный кариотип (2n = 40), а его изменения ведут 
к потере плюрипотентности [15].

ЭС клетки мыши обладают высокой пролиферативной актив-
ностью и способностью поддерживаться в недифференцированном 
сос тоянии в течение длительного времени в культуре, при этом, 
как указывалось выше, они сохраняют нормальный и стабильный 
карио тип. Для ЭС клеток мыши характерно относительно короткое 

Рис. 3. Выявление активности ще-
лоч ной фосфатазы в культурах ЭС 
клеток мыши, растущих на фи дер-
ном слое из эмбриональных фиб ро-
бластов мыши (х200).
 а – окрашенные колонии, сфор-
миро ванные ЭС клетками; б – неок-
ра шенные клетки фи дер ного слоя.
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время удвоения клеточной популяции (примерно 12–15 ч), с очень 
корот кой фазой G1. В этих популяциях преобладают клетки среднего 
раз мера (10–12 мкм); при пересеве они проявляют адгезивные и 
про ли фе ративные свойства, и, контактируя с фидером, формируют 
нормальные по внешнему виду монослойные колонии, способные при 
определенных условиях к дифференцировке в эмбриоидные тела. В 
начале дифференцировки ЭС клеток происходит возрастание экспрес-
сии циклина D, удлиняется G1-фаза и, естественно, замедляется 
ско рость клеточных делений [16].

Как уже отмечалось, для сохранения недифференцированного 
фено типа ЭС клеток мыши в условиях in vitro клетки культивируют 
на фидерном слое, в качестве которого обычно используют первичные 
эмбриональ ные фибробласты, инактивированные митомицином С 
или гамма-облучением. Другой метод предупреждения дифференци-
ровки ЭС клеток заключается в добавлении в культуральную среду 
(в отсутст вие фидерного слоя) специфического ростового фактора 
LIF (фак тор, ингибирующий лейкемию).

Некоторые свойства фактора, ингибирующего лейкемию
LIF относится к классу цитокинов и представляет собой гемопо-
эти ческий регулятор, индуцирующий дифференцировку клеток 
миело ид ной лейкемии линии M1. Установлено, что клетки фидера 
из первичных эмбриональных фибробластов сами продуцируют LIF, 
обеспечивая этим поддержание недифференцированного состояния 
ЭС клеток [17]. В присутствии эмбриональной сыворотки крупного 
рога того скота рекомбинантный LIF может частично выполнять 
функ ции фидерного слоя, обеспечивая рост и пролиферацию ЭС 
клеток [6].

LIF является членом семейства интерлейкина-6 (IL-6), к которому 
относятся также: интерлейкин-11 (IL-11), онкостатин М, цилиарный 
нейротрофический фактор (CNTF) и кардиотрофин (СТ-1).

Действие LIF на клетки осуществляется посредством его взаимо-
действия с соответствующим рецептором, представленным на 
плазматических мембранах гетеродимерным комплексом белков 
gp130 и LIFR. Вначале LIF взаимодействует со своим рецептором 
LIFR, затем с gp130, формируя, таким образом, тримерный комплекс 
[18], активирующий сигнальный путь транскрипционного фактора 
STAT3. Последний считается одним из основных в поддержании 
плюри потентности ЭС клеток [19, 20]. Помимо сигнального пути, 
связанного с транскрипционным фактором STAT3, в поддержании 
недиф ференцированного статуса ЭС клеток может быть вовлечен 
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BMP-SMAD путь. Недавно было по ка зано, что в среде, не содер жа-
щей сыво ротки, LIF способен блокировать нейро нальную дифферен-
ци ровку ЭС клеток мыши, сохраняя их плю ри потентность лишь в 
слабой сте пени. Однако совместное действие LIF и BMP сохраняет 
плю рипо тент ность ЭС клеток. Авторы предпола гают, что основной 
вклад BMP свя зан с ин дук цией экспрессии Id генов с учас тием SMAD 
пути [21]. Следует также отметить, что су щест вуют еще два пути, 
обес печи ваю щие поддержание недифферен ци рован ного состояния 
ЭС клеток: сигнальный путь ERK и Wnt-1 [22, 23].

Поверхностные антигены и поддержание плюрипотентности
Для ЭС клеток мыши характерна способность к экспрессии поверх -
ностного антигена SSEA-1, прослеживаемая начиная с вось микле точ-
ной стадии эмбриона мыши до клеток внутренней клеточ ной массы 
бластоцисты [24].

На рис. 4 показана иммунофлуоресцентная детекция SSEA-1 
анти гена на поверхности ЭС клеток мыши. Полная окраска кластеров 
клеток свидетельствует о том, что большинство клеток находится в 
недиф ференцированном состоянии и сохраняет свои плюрипотент-
ные свойства. Ранее для подтверждения недифференцированного 
фено типа ЭС клеток мыши использовали маркер ЕСМА-7, а для 
диффе ренцирующихся – маркер TROMA-1. Как уже отмечалось, ЭC 
клетки мыши отличаются высоким уровнем экспрессии эндогенной 
щелоч ной фосфатазы (см. рис. 3) и теломеразы, которая необходима 
для подд ер жания их пролиферативной активности [25, 26].

В наших совместных экспериментах с коллегами из Московской 
медицинской академии им. И.М.Сеченова впервые были обнару-

жены кальциевые каналы в ЭС клет-
ках мыши и исследованы их харак-
те ристики [27]. Было установлено, 
что на поверхности ЭС клеток прак-
ти чески отсутствуют потенциалза-
ви симые ионные каналы. В то же 
время полученные результаты свиде-
тель ствовали о наличии в ЭС клетках 
внутриклеточного депо кальция боль-
шой емкости, на которое оказывал 
влия ние тапсигаргин (специфический 
ингибитор кальциевой АТРазы внутри-
кле точных кальциевых депо). Риано-
дин-чувствительное депо раз вито в 
этих клетках относительно слабо.

Рис. 4. Иммунофлуоресцентная 
детекция SSEA-1 антигена в 
культурах ЭС клеток мыши, 
рас тущих на фидерном слое из 
эмбрио нальных фибробластов 
мыши (х400).
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Для сохранения плюрипотентности ЭС клеток мыши необходима 
экспрессия ряда транскрипционных факторов, в частности Oct-4, 
Nanog, Rex-1 [28–31]. Oct-4 – член семейства POU-белков, необходи-
мый для формирования внутренней клеточной массы бластоцист, 
экспрес сируется на ранних стадиях развития эмбрионов мыши [32]. 
Однако при повышении его экспрессии происходит дифференцировка 
ЭС клеток в мезодермальном и эндодермальном направлении, а его 
отсутствие приводит к образованию трофэктодермы [28]. Транс крип-
ционный фактор Nanog также участвует в поддержании плюрипо-
тентности ЭС клеток мыши; повышение его экспрессии способствует 
сохранению недифференцированного состояния ЭС клеток в отсутст-
вие фактора LIF и соответствующей активации фактора STAT3. 
Сохранение плюрипотентности ЭС клеток с повышенной экспрессией 
Nanog в отсутствие фактора LIF требует экспрессии Oct-4, так как 
при отстутствии последнего клетки начинают дифференцироваться 
[31, 33]. Гордеевой с сотр. [30] был проведен сравнительный анализ 
экспрес сии гомеобокссодержащих транскрипционных факторов Oct-4, 
Paх-6, Prox-1, Ptx-2 в ЭС клетках мыши. В этой работе была впер вые 
выявлена экспрессия генов Prox-1, Ptx-2 на начальных стадиях диффе-
ренцировки клеток, что может свидетельствовать о важной роли этих 
генов в эмбриогенезе.

Относительно недавно было установлено, что некоторые нейро-
трофины (BDNF, NT-3 и NT-4) способны поддерживать как проли-
фе рацию, так и плюрипотентность ЭС клеток человека в культуре; 
кроме того, обнаружено, что они предотвращают апоптоз этих клеток 
[34]. Эффекты нейротрофинов на клетки осуществляются через 
сиг нальный путь передачи информации, включающий, в частности, 
акти вацию фосфатидилинозитол-3-киназы.

Формирование эмбриоидных тел. 
Начальные стадии дифференцировки

В отсутствие фидерного слоя и фактора LIF ЭС клетки формируют 
эмбриоид ные тела, которые представляют собой зачатки эндодермы, 
экто дермы и мезодермы, напоминая при этом постимплантационное 
эмбриональное развитие. После прикрепления эмбриоидного тела к 
адгезивному субстрату разрушается система плотных контактов между 
поверхностными клетками, что влечет за собой нарушение целост-
ности базальной мембраны и установлению контакта внутренних 
клеток с подложкой. Затем происходит миграция внутренних клеток из 
эмбриоидного тела и их активная пролиферация с последующей диф-
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ференцировкой в широкий спектр 
тканей, такие как мышечная, нерв-
ная, эпителиальная и др. [6]. ЭС 
клетки мыши способны форми -
ровать эмбриоидные тела двух типов: 
простые и цистические [5, 35].

На рис. 5 (а, б) представлены 
эмбриоидные тела, сформиро ван-
ные ЭС клетками мыши, растущие 
на желатиновой подложке, а также 
начальные этапы дифференцировки 
этих клеток, сопровождающиеся 
раз рывом оболочки эмбриоидного 
тела и миграцией клеток из внут-
рен ней полости по подложке [4б].

Следует отметить, что диффе-
рен цировка ЭС клеток может про-
ис хо дить как спонтанно, так и 
под действием ряда ростовых фак-
то ров и различных химических 
соединений. Способность ЭС кле-
ток к диф фе ренцировке in vitro 
позво ляет использовать их как мо-
дель для иссле дования процессов 
эмбрио генеза и соответствующей 
клеточ ной диф ференцировки в раз-
ные типы тканей.

ЭМБРИОНАЛЬНЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ ЧЕЛОВЕКА
Колоссальным достижением конца 90-х годов прошлого века яви-
лось получение и выведение в культуру ЭС клеток человека. Клетки 
были выделены из предимплантационных бластоцист, опло дотво-
рен ных in vitro путем извлечения из них внутренней клеточной 
массы, которую затем помещали на фидерный слой, с последующим 
нара щиванием клеток, из которых уже в дальнейшем получали соот-
ветствующие клеточные линии [25, 36–39].

На рис. 6 представлены ЭС клетки человека, растущие на фидер-
ном слое эмбриональных фибробластов мыши.

При инъекции иммунодефицитным мышам линии SCID под 
кап сулу семенника ЭС клетки человека образовывали тератомы, 

Рис. 5. Эмбриоидные тела, получен-
ные из ЭС клеток мыши в культуре 
(х200). 
 А. Эмбриоидные тела на 3–4 сут ки 
после прикрепления к желатиновой 
под ложке; а – эмбриоидное тело.
 Б. Начало миграции клеток из 
эмбриоидных тел; б – стрелкой 
пока заны клетки, мигрирующие из 
эмбриоидного тела после разрыва 
внеш ней оболочки.
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содер жащие производные всех трех 
зародышевых листков [25, 36]. 
Плю ри потентность ЭС клеток чело-
века также поддерживается транс-
крип ционными факторами Oct-4 и 
Nanog [33]. Аналогично ЭС клет-
кам мыши, ЭС клетки человека в 
течение продолжительного времени 
культивирования сохраняют плюри-
потентность, высокую про ли фе-
ративную активность и, что осо бен-
но, важно нормальный карио тип 
(46XX/XY) [40]. Для этих кле ток 
также характерна высокая актив-
ность эндогенной щелочной фос фа-
тазы и теломеразы [25, 37]. Однако 
существует и ряд различий между 
ЭС клетками мыши и чело века. 
Неко торые из них представлены в 
табл. 1.

ЭС клетки человека в отличие от клеток мыши формируют 
только цистические эмбриоидные тела. Недифференцированные 
ЭС клетки человека экспрессируют специфические поверхностные 
анти гены SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81 [25, 37, 41] и не 
экспрес сируют антиген SSEA-1, характерный для ЭС клеток мыши. 
Удвоение клеточной популяции ЭС клеток человека составляет от 
30 до 35 ч, что намного дольше, чем для ЭС клеток мыши (12–15 ч) 
[40]. Для пересева ЭС клеток мыши в большинстве слу чаев исполь-
зуют трипсин, а для клеток человека применяется в основ ном 
механический метод диссоциации, так как ферментативная обработка 
этих клеток нередко приводит к хромосомным абберациям [35]. 
Правда, относительно недавно было продемонстрировано получение 
17 линий ЭС клеток человека с нормальным кариотипом при 
ферментативной обработке клеток [42]. При культивировании ЭС 
клеток человека in vitro также достаточно часто используется фидер 
из мышиных эмбриональных фибробластов, который выделяет 
необходимые для них факторы роста. Однако было показано, что 
LIF лишь слабо тормозит дифференцировку этих клеток, несмотря 
на то, что в ЭС клетках человека происходит активация LIF/STAT3-
сиг нального пути, но она, видимо, недостаточна для сохранения 
плюри потентного статуса этих клеток [25, 36, 43]. Главное отличие 

Рис. 6. Колонии ЭС клеток че ло-
века линии hESM03, расту щие 
на фидерном слое из эмбриональ-
ных фибробластов мыши (х400). 
Фотография любезно пре до став-
лена сотрудником Инсти тута общей 
генетики РАН М.А. Лагарьковой.
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ЭС клеток человека заключается в том, что они спонтанно или под 
действием BMP-4 способны дифференцироваться в клетки троф-
эк тодермы [25, 44]. По-видимому, внутренняя клеточная масса 
бластоцисты человека может сохранять способность к генерации 
трофэк тодермы. В пользу этого предположения свидетельствуют 
данные о том, что снижение уровня экспрессии Oct4 в ЭС клетках 
чело века приводит к повышению экспрессии трофэктодермальных 
(таких, как Cdx2) и экстраэмбриональных эндодермальных маркеров, 
таких как GATA-6 [45]. Подавление экспрессии гена Nanog с помощью 
РНК интерференции также сопровождалось повышенной экспрес сией 
трофэктодермальных маркеров в этих клетках [46].

Для использования в перспективе ЭС клеток человека в клеточ-
ной терапии необходимо соблюдать очень строгие условия их куль-
ти вирования. Полностью должна быть исключена возможность 
зара жения клеток человека патогенными микроорганизмами и 
ретро вирусами, другими патогенами, которые могут присутствовать 
как в эмбриональной сыворотке, так и в клетках фидерного слоя. В 
связи с этим в настоящее время проводятся интенсивные работы 
по получению новых линий ЭС клеток человека, способных расти 
на безфидерной подложке с использованием синтетических сред 
с заменителями сыворотки, что существенным образом позволяет 
стан дар тизовать процедуру культивирования [48].

Таблица. 1.
Сравнение некоторых свойств ЭС клеток мыши и человека

Свойства и маркеры
клеток

ЭС клеток
мыши

ЭС клеток
человека

Источник 
литературы

Oct-4 + + [24, 25, 28–30]
Nanog + + [28, 31, 33, 36]
SSEA-1 + – [24, 25, 41]
SSEA-3/4 – + [25, 37, 41]
TRA-1-60/81 – – [25, 37, 41]
LIF-рецептор + ± [6, 19, 20, 25, 36]
Щелочная фосфатаза + + [25, 26]
Теломеразная активность + + [25, 26]
Образование эмбриоид-
ных тел

Простые, 
цистические Цистические [5, 29, 30, 35]
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ДРУГИЕ ЭМБРИОНАЛЬНЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ
Плюрипотентные стволовые клетки были получены и из других 
животных, таких как курица [48], хомячок [49], кролик [50], крыса 
[51, 52], норка [53], свинья [54], овца [55], из крупного рогатого скота 
[56–58] и ряда приматов [59–63].

Однако только ЭС клетки цыпленка и мыши способны диф фе рен-
цироваться в клетки зародышевого пути. Для развития исследо ваний 
на ЭС клетках человека важно было иметь линии ЭС клеток и из 
других приматов. ЭС клетки обезьян характеризуются типичными 
мар керами ЭС клеток человека, сохраняя нормальный кариотип 
и высокую пролиферативную активность in vitro [60]. Эти линии 
могут служить удобной модельной системой для исследования ЭС 
кле ток человека. Кроме того, линия ЭС клеток обезьяны (Cyno-1), 
выде ленная из бластоцисты, полученной партеногенетическим 
путем in vivo, проявила многие свойства, присущие ЭС клеткам 
человека – высокую активность теломеразы и щелочной фосфатазы, 
экспрессию соответствующих клеточных маркеров (Oct-4, SSEA-3, 
SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81) и способность дифференцироваться 
в различные типы клеток. Эти результаты позволяют надеяться, что 
ЭС клетки, полученные партеногенетическим путем, могут служить 
источ ником для аутологической терапии, исключая необходимость 
создания эмбрионов. Однако использование линий, полученных этим 
способом, имеет и свои ограничения, поскольку в них могут проис-
ходить нарушения в экспрессии генов импринтинга [65].

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ЭС КЛЕТОК
ЭС клетки в настоящее время используются как в сугубо фундамен-
тальных научных исследованиях, так и в прикладных целях (рис. 7).

Со времени открытия ЭС клетки использовали для исследования 
начальных этапов эмбрионального развития различных видов живых 
существ, особенно млекопитающих, а также, в последнее время, для 
их клонирования. В ряде экспериментов было продемонстрировано, 
что ЭС клетки in vitro в основном повторяют все стадии начального 
раз вития, которые протекают в нормальном эмбрионе in vivo.

ЭС клетки были с успехом применены для получения химерных 
животных. Как уже упоминалось, на модели ЭС клеток мыши были в 
основном разработаны методы гомологичной рекомбинации, которые 
поз волили чрезвычайно точно вносить изменения в геном живых кле-
ток и затем наблюдать за функциями измененных генов уже на уровне 
целого организма [4, 13]. 

Наиболее интенсивно развивающимся направлением примене ния 
ЭС клеток в последние годы является их направленная диффе рен-
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цировка в определенные типы клеток. Особенно это касается кле ток 
человека, что связано, как указано на рис. 7, с возможностью их 
при ме нения как для клеточной трансплантации, так и для создания 
кле точных моделей для тестирования лекарственных препаратов.

III. НАПРАВЛЕННАЯ ДИФФЕРЕНЦИРОВКА 
ЭМБРИОНАЛЬНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК 

И ФАКТОРЫ, ВЛИЯЮЩИЕ НА ЭТОТ ПРОЦЕСС
Исследование дифференцировки ЭС клеток и особенно их нап рав-
ленной дифференцировки в определенные виды клеток живых 
организмов представляет не только чисто научный теоретический 
инте рес, но и дает надежду на разработку в перспективе методов кле-
точ ной или тканевой терапии разнообразных тяжелых заболеваний 
человека.

Остановимся на некоторых подходах к регуляции дифференци-
ровки ЭС клеток, которые суммированы на рис. 8.

Надо отметить, что если на первых этапах развития этих под-
хо дов основное внимание уделялось поиску и использованию раз-
лич ных факторов роста и дифференцировки, то в последние годы 
все большее и большее внимание уделяется генетическим моди фи-
кациям ЭС клеток для индукции определенных видов клеточной 
диф ференцировки.

Ниже приведен перечень условий, которые следует выполнять при 
разработке подходов к направленной дифференцировке ЭС кле ток 

Рис. 7. Направления использования ЭС клеток в биологии и медицине.
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для их дальнейшего использования при трансплантации соот вет ст-
вую щему реципиенту (в частности, человеку):

1. Необходимо обеспечить возможность наращивания большого 
коли чества недифференцированных ЭС клеток.

2. На следующем этапе необходимо провести дифференцировку 
клеток и получить максимально возможное количество клеток опре-
де ленного типа (в идеале их гомогенную популяцию), пригодных для 
трансплантации.

3. Для решения указанных выше задач необходима разработка 
стандартизированных условий как наращивания ЭС клеток, так и их 
после дующей дифференцировки, без которых невозможно получение 
вос производимых результатов.

Для изучения путей направленной дифференцировки ЭС клеток 
и влияния клеточного окружения на этот процесс in vivo используют 
их пересадку в различные органы взрослых животных (мозг, печень, 
сердце и т.д.) с последующим наблюдением за судьбой этих клеток. С 
этой целью используют так называемые маркированные с помощью 
флуоресцентных белков линии ЭС клеток. Клетки, экспрессирующие 
такие белки, легко детектируются на срезах органов и тканей с 
помощью флуоресцентной микроскопии.

На рис. 9 показаны ЭС клетки линии R1, трансфицированные 
плаз мидами, содержащими гены разных флуоресцентных белков: 
«зеленого», «красного» и «синего». Чрезвычайно перспективным 
явля ется использование генов, находящихся под регулируемыми 

Рис. 8. Способы индукции направленной дифференцировки ЭС клеток in vitro.
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промоторами. В частности, на рис. 9 (В, Г) показана экспрессия 
«синего» белка, находящегося под контролем промотора гена белка 
«теплового шока». На рисунке видно отсутствие окраски транс фици-
рованных клеток при их инкубации при 37оС и появление синего 
свечения при инкубации культур клеток при 40оС [66].

Рис. 9. ЭС клетки мыши линии R1, трансфицированные векторами, несущими 
гены «цветных» белков. (Данные получены в сотрудничестве с Л.И. Корочкиным 
и его коллегами из Института биологии гена РАН).
 А. ЭС клетки, трансфицированные плазмидой, несущей ген «красного» белка 
под контролем цитомегаловирусного промотора.
 Б. ЭС клетки, трансфицированные плазмидой, несущей ген «зеленого» белка 
под контролем цитомегаловирусного промотора.
 В и Г. ЭС клетки, трансфицированные плазмидой, несущей ген «синего» 
белка под контролем промотора белка теплового шока. В. Клетки, растущие 
при температуре 37оС.
 Г. Те же клетки после их инкубации при температуре 40оС (х200).
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ КЛЕТОК ФИДЕРНОГО СЛОЯ
Клетки фидерного слоя могут быть с успехом применены для ин дук-
ции дифференцировки ЭС клеток, что не так давно было проде монст-
рировано в работе Шмита с соавт. [67].

ЭС клетки мыши культивировали на подложке стромальных кле-
ток линии ОР9, экспрессирующих дельта-1 лиганд, необходимый для 
активации соответствующих Notch рецепторов, присутствующих на 
ЭС клетках. В ходе экспериментов авторам удалось добиться диффе-
ренцировки клеток в Т-лимфоциты, которые экспрессировали на 
своей поверхности специфические для этого типа клеток маркеры. 
Более того, функциональность полученных Т-лимфоцитов была 
дока зана при их трансплантации иммунодефицитным мышам-ре-
ци пиентам, лишенным этих клеток. Таким образом, данный под-
ход представляется достаточно перспективным, как с точки зре-
ния возможности наращивания неограниченного числа клеток, 
необходимых для эксперимента, так и возможности добиваться их 
диф ференцировки в заданном направлении с большим выходом 
«нужных» клеток.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ФАКТОРОВ РОСТА И ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ
В настоящее время для индукции дифференцировки ЭС клеток по 
определенному пути широко используются различные химические 
соединения. Одним из первых соединений такого ряда была ретиное вая 
кислота – производное витамина А. 
Интересно отметить, что раз ные 
концент рации ретиноевой кис-
лоты определяют преиму щест-
венную дифференцировку ЭС кле-
ток либо в нейрональном, либо в 
миоген ном направлении. 

На рис. 10 показана диффе-
рен цировка ЭС клеток мыши в 
ней ро нальном направлении под 
действием ретиноевой кислоты 
(1 мкМ), добавленной к клеточным 
культурам на стадии образования 
эмбриоид ных тел.

Исследования генетического 
контроля миогенной и эпители аль-
ной дифференцировки ЭС клеток 
показало, что последовательность 

Рис. 10. Индукция нейрональной 
диф ференцировки в культуре ЭС 
кле ток мыши после их обработки 
ретиноевой кислотой (1 мкМ). Имму-
но флуоресцентная детекция клеток с 
помощью антител против β-III-тубу-
лина (х200).
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экспрессии тканеспецифических генов в них такая же, как и в про цессе 
нормального развития [68, 69].

Ниже будут рассмотрены пути и способы дифференцировки этих 
клеток в некоторые клеточные виды под действием факторов роста 
и дифференцировки.

Дифференцировка в кардиомиоциты
Известно, что в ведущих странах мира, таких как США, Россия, 
Китай и Индия, смертность от сердечно-сосудистых заболеваний 
зани мает первое место. Так, например, от этих болезней в нашей 
стране в год умирает до 1 000 000 человек. Поэтому одним из важных 
направлений индукции дифференцировки ЭС клеток является 
полу чение кардиомиоцитов in vitro. Это связано с потенциальной 
воз можностью наработки достаточно больших количеств клеток 
для заместительной терапии при тяжелых патологиях сердечной 
мышцы. Важно отметить, что дифференцировку ЭС клеток в 
кардио миоциты in vitro достаточно просто наблюдать по появлению 
спон танно сокращающихся кластеров клеток. В большинстве совре-
менных протоколов, описывающих дифференцировку ЭС клеток в 
кардиомиоциты, начальные стадии манипулирования с клетками вклю-
чают стадию получения эмбриоидных тел в отсутствие LIF [70].

Существует несколько факторов, влияющих на дифференцировку 
ЭС клеток в кардиомиоциты: тип линии ЭС клеток, исходное коли-
чество клеток в эмбриоидном теле, состав среды, наличие сыво ротки, 
ростовых факторов и других добавок, а также время посева эмбриоид-
ных тел. Среди условий, способствующих дифференцировке ЭС клеток 
мыши и человека в кардиогенном направлении, следует отметить 
следующие: ретиноевую кислоту (10 нМ) [71], диметилсульфоксид 
(0,5–1,5%) [72], 5-азодезоксицитидин [73] и аскорбиновую кислоту [74]. 
Относительно недавно было обнаружено стимулирующее действие 
окиси азота на дифференцировку ЭС клеток мыши в кардиомиоциты 
[75]. На начальных стадиях наблюдается быстрое увеличение облас-
тей спон танных сокращений с последующим уменьшением скорости 
сокращений. В зависимости от количества клеток на начальных ста диях 
и их агрегации изменения в скорости спонтанных сокращений могут 
продолжаться от нескольких дней до 1 месяца. Важно понимать, что 
полностью дифференцированные кардиомиоциты часто прекращают 
спонтанные сокращения, при этом они могут поддерживаться 
в культуре длительное время. Таким образом, в зависимости от 
длитель ности культивирования условно можно выделить три ста-
дии дифференцировки: раннюю (появление пейсмейкер-подоб ных 
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клеток и первичных кардиомиоцитов), промежуточную и тер ми-
нальную дифференцированные клетки желудочка и предсер дия). 
Были разработаны как методы дифференцировки ЭС кле ток в кар дио-
миоциты, так и способы получения обогащенных кар дио мио цитами 
популяций дифференцирующихся клеток [76].

Дифференцировка в клетки нервной системы
В настоящее время достаточно хорошо изучена направленная 
дифференцировка ЭС клеток по эктодермальному пути, по которому 
протекает и дифференцировка клеток нервной системы. Больше всего 
исследований ведется по получению из ЭС клеток нервной ткани. 
Кроме этого, были получены и другие элементы эктодермы, а именно 
клетки, экспрессирующие маркеры кератиноцитов [69]. Из этих кле-
ток удалось получить структуры, похожие на кожу эмбрионов, что 
гово рит об их способности нормально функционировать в составе 
ткани [77]. Образование клеток кожных тканей регулируется, в 
част ности, посредством фактора BMP4 [78]. Интересно отметить, 
что добав ление BMP4 к культуре клеток, дифференцирующихся по 
нейро экто дермальному пути, приводит к ингибированию развития 
нерв ной ткани и дифференцировке клеток в кератиноциты.

Дифференцировка ЭС клеток по нейроэктодермальному пути 
чрезвычайно трудна для изучения по нескольким причинам, обус-
лов ленным в значительной степени чрезвычайной сложностью 
строе ния нервной системы млекопитающих. Вместе с тем, учиты-
вая практическую невозможность изучения начальных этапов диф-
фе ренцирующихся по нейроэктодермальному пути клеток in vivo, 
особенно у человека, ЭС клетки следует считать уникальной моделью 
этих процессов, так как при своей дифференцировке в нейро гли аль-
ном направлении in vitro они проходят те же стадии, что и при раз ви-
тии in vivo [79, 80].

Следует иметь в виду, что при таком направлении дифференци-
ровки происходит образование клеток разных типов: собственно ней-
ронов и глиальных клеток. Кроме того, из так называемого «общего 
пула» предшественников глиальных клеток в последствии образуются 
разные дифференцированные клетки, такие как астроциты (также 
подразделяющиеся на несколько видов), олигодендроциты и клетки 
Шванна. Популяция собственно нейронов, образовавшихся в ходе 
дифференцировки, также не однородна – она состоит из нейро нов 
различной ергичности, включающей дофаминергические, холин ер-
гические, ГАМК-ергические, глутаматергические нейроны и т.д. В 
этом плане дифференцировка ЭС клеток в кардиомиоциты пред став-
ляется более «простой» задачей.
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Если рассматривать направленную дифференцировку ЭС клеток, 
и особенно ЭС клеток человека, в качестве источника для их после-
дующей транслантации в мозг, то становятся понятными жесткие 
кри терии, предъявляемые к методическим регламентам такой диф-
ференцировки.

Дифференцировку ЭС клеток человека в нейрональном направле-
нии удалось получить в системе искусственных трехмерных носите-
лей, состоящих из полигидроксиэфиров [81]. Совместная обработка 
ЭС клеток NGF (фактор роста нервов) и NT-3 (нейротрофин-3) в 
такой системе приводила к существенному увеличению количества 
как нестин-положительных (нейрональные предшественники), так и 
бета-III-тубулин-положительных клеток (собственно нейроны). Кроме 
того, в дифференцирующихся культурах наблюдались структуры, 
напоминающие сосуды. Эффективную дифференцировку ЭС клеток 
человека в нейрональном направлении разработали Джерард и 
соавт. [82]. Метод был основан на блокировании сигнализации, осу-
щест вляемой в клетках ВМР, с помощью его антагониста nog gin на 
ранних стадиях дифференцировки. Такой подход при дли тельном 
культивировании позволил получить до 90% клеток, кото рые 
экспрессировали маркеры предшественников нейронов, такие как 
нестин и PSA-NCAM (молекула адгезии нервных клеток). Даль-
ней шее культивирование приводило к появлению зрелых нервных 
клеток, экспрессирующих МАР2 и бета-III-тубулин. Важно отметить, 
что в разработанных авторами условиях культивирования в течение 
длительного времени не происходило появление глиальных клеток. 
Только через 80 дней культивирования отмечалось появление GFAP-
поло жительных клеток.

Использование данного метода приводило к преимущественной 
дифференцировке клеток в ГАМК-ергические нейроны. Было отме-
чено лишь незначительное количество ТГ(тирозингидроксилаза)-
поло жительных клеток (предположительно дофаминергических 
нейронов) и полное отсутствие глутаматергических нейронов. 
Однако, если на определенной стадии дифференцировки (около 
40 дней культивирования) клетки обрабатывали рядом ростовых 
фак торов, таких как FGF8 (фактор роста фибробластов), GDNF 
(нейро трофический фактор глии), BDNF (нейротрофический фактор 
мозга) и аскорбиновая кислота в разных сочетаниях, то количество 
ТГ-положительных клеток существенно возрастало. Авторы делают 
вывод о возможности получения обогащенных нейрональных попу ля-
ций путем использования различных сочетаний ростовых факторов.

Модифицированный лецитином BDNF также усиливал нейро-
наль ную дифференцировку ЭС клеток как in vitro, так и in vivo [83]. 
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Дифференцировка клеток в нейрональном направлении сопровож-
да ется внутриклеточной активацией ERK 1/2 (протеинкиназы, 
регулируемые внеклеточными сигналами) [84]. Соответствующее 
подав ление активности этих киназ с помощью специфических инги-
биторов (UO126) приводило к существенному замедлению нейро-
нальной дифференцировки. Кроме того, данный ингибитор вызывал 
активацию каспазы-3, что свидетельствовало о том, что сиг наль ный 
путь передачи информации, связанный с ERK, принимает участие 
не только в процессе дифференцировки, но и в поддержании жизне-
способности клеток.

Изучение дифференцировки по нейрональному пути в ЭС клет-
ках, лишен ных JNK1, JNK2 и JNK3 протеинкиназ, (относящихся к 
семейству стресс-активируемых протеинкиназ) выявило любопыт ные 
закономерности [85]. ЭС клетки, лишенные JNK2 и JNK3 киназ, так 
же как и нормальные клетки, обладали нормальной способностью 
диф ференцироваться в нейрональном направлении, тогда как у ЭС 
клеток, лишенных JNK1, такая способность отсутствовала. В то 
же время в таких клетках наблюдалась преимущественно эпите-
лиальная дифференцировка. Оказалось, что нейрональную диффе-
рен цировку в ЭС клетках млекопитающих можно индуцировать и 
факто рами, которые синтезируются нейронами птиц. Добавление 
кон ди ционированной среды от культур корешковых нейронов дорзаль-
ных ганглиев цыпленка приводило к существенной стимуляции такой 
диф ференцировки [86].

Пептидные регуляторы нейроглиальной дифференцировки
В отличие от факторов роста и дифференцировки, которые пред-
ставляют собой достаточно большие белковые молекулы, вследствие 
чего стоимость их очень велика, регуляторные пептиды потенциально 
явля ются более привлекательными и перспективными факторами, вли-
яю щими на процессы направленной дифференцировки ЭС клеток.

Казиллис с соавт. [87] использовали для дифференцировки ЭС 
кле ток мыши два регуляторных пептида: полипептид, активирующий 
адени латциклазу из гипофиза (PACAP), и вазоактивный интестиналь-
ный полипептид (VIP). Оба пептида осуществляют свое действие 
через VPAC1 и VPAC2 рецепторы, ассоциированные с GTP-связы ваю-
щими белками. Инкубация ЭС клеток с каждым из этих пептидов в 
конеч ной концентрации 100 нМ в течение 8 дней со времени посева 
и последующего формирования ими эмбриоидных тел при во дила к 
индук ции направленной дифференцировки клеток в нейро нальном 
направ лении. Если в контрольных культурах доля клеток с нейро-
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наль ным фенотипом (положительных по окраске на нейрон-спе ци-
фическую енолазу) составляла от 10 до 25%, то после обработки 
РАСАР и VIP она возрастала до 80 и 91%, соответственно. В то же 
время РАСАР и VIP не изменяли количество О4-положительных 
кле ток (маркер на олигодендроциты). В обработанных этими пеп-
ти дами культурах не обнаружено и GFAP-положительных клеток 
(маркер астроцитов). В дифференцированных культурах процент 
ТГ-поло жительных клеток и ГАМК-положительных клеток составлял 
47 и 52% в случае индукции дифференцировки РАСАР и 54 и 42% 
в случае обработки клеток VIP, соответственно. Оба пептида сти му-
ли ровали образование нейритов и увеличивали их длину в обра бо-
танных культурах. И эти пептиды не являются исключением. Так, 
Ким с сотр. [88] показали, что агонисты мю- и каппа-опиоидных 
рецеп торов также оказывающих воздействие на клетку через сис-
тему GTP-связывающих белков, стимулируют дифференцировку 
ЭС клеток в нейрональные предшественники. Предполагается, что 
их действие осуществляется через систему соответствующих про-
теин киназ, а именно ERK. Таким образом, использование коротких 
пеп тидов может в будущем оказаться перспективным подходом к нап-
равленной дифференцировке как ЭС, так и других стволовых клеток, 
с последующим использованием их в клеточной терапии.

Гемопоэтический путь дифференцировки
Гемопоэз – это образование форменных элементов крови из ство-
ловых клеток. Стволовые клетки костного мозга дают начало двум 
путям развития: лимфоидному (В- и Т-лимфоциты) и миелоидному 
(эрит роциты, макрофаги, сегментоядерные клетки и мегакариоциты). 
При развитии эмбриона гемопоэз идет по двум независимым путям: 
первичному и вторичному. В первичном гемопоэзе, необходимом 
только для эмбрионального развития, участвуют клетки желточного 
мешка, которые продуцируют эмбриональные эритроциты и макро-
фаги, но которые не способны образовать гемопоэтические стволовые 
клетки (ГСК) и клетки лимфоидного ряда. В ходе вторичного гемо-
поэза образуются ГСК и затем все типы клеток крови, имеющиеся 
во взрослом организме. 

При культивировании в среде с эмбриональной сывороткой 
ЭС клетки подвергаются дифференцировке преимущественно по 
гемопоэти ческому пути с высокой воспроизводимостью эксперимен-
тов [89]. В образующихся эмбриоидных телах более 50% клеток 
экспрессируют рецептор Flk-1 (рецептор для VEGF), маркер, харак-
тер ный для гемопоэтических клеток и клеток кровеносных сосудов 
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[90], и более 5% способны дать стабильно размножающуюся линию 
гемопоэтических клеток. Детальное исследование кинетики диффе-
ренцировки, набора работающих генов, уровня их экспрессии и 
срав нение с данными по клеткам желточного мешка показало, что 
ЭС клетки развиваются по пути первичного гемопоэза [91–93].

Чтобы направить ЭС клетки по пути вторичного гемопоэза, 
нужно изменить условия выращивания клеток. При совместном 
культи ви ровании ЭС клеток со стромальными клетками линии OP9 
они диф фе ренцируются в B-лимфоциты под действием лимфоидных 
цитокинов [94, 95].

Клетки со свойствами ГСК были получены при выращивании 
ЭС клеток на среде, содержащей также IL-3, IL-6 и SCF (stem cell 
factor). Клетки, имеющие маркеры CD45 и c-kit, были отобраны 
и введены в бедренную кость мышам, у которых клетки кост ного 
мозга были убиты путем облучения. Через некоторое время в крови 
мышей были обнаружены клетки лимфоидного и миелоидного 
рядов, образовавшиеся из соответствующих ЭС клеток [96]. Также 
было показано, что повышенная экспрессия гена HoxB4 приводит к 
образованию ГСК, способных фукционировать in vivo [97]. ЭС клетки 
представляют собой удобную модель для изучения ранних стадий 
гемо поэтического пути, так как в составе эмбриона эта система труд-
но доступна для изучения. 

Дифференцировка ЭС клеток в инсулин-продуцирующие клетки
В настоящее время диабет встречается у 4–5% человеческой попу-
ляции и к 2010 году общее количество больных в мире может 
превысить 350 млн. Разработка подходов к направленной диффе рен-
цировке ЭС клеток в бета-клетки островков Лангерганса и после-
дующая трансплантация таких клеток чрезвычайно важны для раз-
ви тия новых методов лечения этого тяжелого заболевания. Ассади 
с соавт. [98], используя ЭС клетки человека (линия Н9), показали, 
что длительное культивирование этих клеток, сопровождающееся 
обра зо ванием эмбриоидных тел, приводит к появлению достаточно 
боль шого количества клеток, продуцирующих инсулин. До 60% 
эмбриоидных тел после19 дней дифференцировки давали положи-
тельную иммуноцитохимическую окраску на инсулин. Первые 
клетки, синтезирующие инсулин, появлялись уже на 14-й день 
куль ти ви рования. В эмбриоидных телах, дающих положительную 
окраску на инсулин, примерно 1-3% клеток имели высокий уровень 
син теза инсулина. Однако авторам не удалось выявить индукцию 
секреции инсулина под действием глюкозы. Лумельски с соавт. [99] 
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разработали 5-стадийный метод дифференцировки ЭС клеток в 
инсулин-продуцирующие. В дальнейшем Ши с соавт. [100] удалось 
усовершенствовать процедуру дифференцировки ЭС клеток и сок-
ра тить время получения бета-клеток до двух недель. Основной 
подход, использованный авторами, заключался в последовательной 
обработке ЭС клеток мыши (линия R1) различными факторами роста: 
активином А, ретиноевой кислотой и bFGF. Важным достижением 
авторов явилось получение клеток, у которых секреция инсулина 
регу лировалась добавлением глюкозы. Полученные клетки экспрес-
си ровали специфические маркеры, присутствующие на бета-клет ках 
островков Лангерганса. Введение таких клеток мышам с экспери мен-
тальным диабетом нормализовало уровень глюкозы в крови. Однако, 
как и в ряде других случаев, трансплантация таких инсулин-про-
дуцирующих клеток, довольно часто приводила к развитию у живот-
ных злокачественных опухолей.

Дифференцировка ЭС клеток в другие типы клеток
Использование сочетаний различных факторов позволяет полу чать 
преимущественную дифференцировку ЭС клеток и в другие кле-
точные типы. Так, фактор роста гепатоцитов (HGF) совместно с NGF 
существенно сдвигали направление дифференцировки ЭС клеток 
мыши в сторону образования гепатоцитов: через 15 дней культиви-
рования в присутствии этих факторов наблюдалось появление боль-
шого количества функционально активных гепатоцитов. Это было 
подтверждено детекцией экспрессии в них специфических мар керов, 
таких как альфа1-антитрипсин, альфа-фетопротеин, альбу мин и 
ядер ный фактор печеночных клеток [101]. Ингибирование TGF-β 
(трансформирующий ростовой фактор-бета) и связанного с ним пути 
сиг на лизации в ЭС клетках приводило к ингибированию диффе рен-
цировки по пути образования гладкомышечных клеток.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ГЕНЕТИЧЕСКИХ МОДИФИКАЦИЙ ЭС КЛЕТОК 
ДЛЯ ИХ НАПРАВЛЕННОЙ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ

Введение определенных генов в ЭС клетки различного проис хож-
дения позволяет не только исследовать функции этих генов, но и 
подойти к решению проблемы индукции направленной дифферен ци-
ровки и получению в итоге достаточно больших количеств кле ток 
определенного фенотипа, пригодных для клеточной терапии. Неко-
торые примеры использования генетических модификаций ЭС клеток 
суммированы в табл. 2.

Ким с соавт. [103] для получения дофаминергических нейро нов 
использовали генетическую модификацию ЭС клеток транскрип-
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цион ным фактором Nurr1 с последующей дифференцировкой кле ток 
в присутствии линии стромальных клеток РА6. В линиях кле ток с 
суперэкспрессией Nurr1 образовывалось в 2 раза больше нейро нов 
по сравнению с контрольными культурами. Кроме того, коли чество 
ТГ-положительных клеток в культурах превышало 50% от общего 
количества. Полученные ТГ-положительные клетки не только 
синтезировали и секретировали дофамин в среду, но и обла дали 
сход ными электрофизиологическими характеристиками с дофамин-
ергическими нейронами среднего мозга. Трансплантация таких 
кле ток в стриатум мыши приводила к их эффективной интеграции 
в ткань мозга.

Другой подход был реализован в работе Шим с соавт. [104]. 
Авто рами были получены линии ЭС клеток, трансфицированные 
геном bcl-xl, которые экспрессировали антиапоптотический белок, 
относящийся к семейству Bcl-2. Дифференцировка трансфициро-
ван ных клеток приводила к появлению бóльшего количества клеток, 
экспрессирующих маркеры дофаминергических нейронов, по срав не-
нию с контрольными клетками. Более того, такие клетки были менее 
чувствительны к цитотоксическому действию 1-метил-1-4-фе нил-
пиридина, известного специфического цитотоксического агента для 
дофами нергических нейронов. После пересадки клеток, экспрес си-

Таблица 2.
Примеры использования генетически модифицированных 

ЭС клеток для клеточной терапии

Заболевание Гены, трансфи ци ро-
ванные в ЭС клетки

Источник 
лите ра ту ры

Аутоиммунный энцефалит MOG и TRAIL [102]
Болезнь Паркинсона nurr1 [103]
Болезнь Паркинсона bcl-XL [104]
Диабет nkx2.2 [107]
Патологии ретины rx/rax [108]
Инсульт bcl-2 [105]
Инсульт NO synthase [75]
Патологии гемопоэза SDF-1 [109]
Патологии мышц IGF-II [106]
Метахроматическая лейкодистрофия арилсульфатаза [110]
Серповидноклеточная  анемия бета(А)-глобин [111]
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рующих ген bcl-xl, в мозг крыс с симптомами болезни Паркинсона 
наблюдалось более отчетливое восстановление нормальных поведен-
ческих симптомов по сравнению с животными, которым были пере-
сажены контрольные клетки. 

Вей с соавт. [105] использовали ЭС клетки мыши, также трансфи-
цированные геном bcl-2, для попытки коррекции нарушений в мозге 
после экспериментального инсульта. Обработка трансфицированных 
кле ток рети ноевой кислотой для индукции нейрональной дифферен-
цировки и последую щая пересадка их в полость, образованную после 
инсульта, через 1–8 недель после пересадки приводила к заполнению 
этой полости клетками, экспрессирующими маркеры нейронов, астро-
ци тов и олигодендроцитов. Более того, пересаженные клетки обла дали 
повы шенной жизнеспособностью и способностью к нейрональной 
диф фе ренцировке, а у животных, которым были пересажены эти 
клетки, наблюдалось ускоренное восстановление нарушенных функ-
ций мозга. Таким образом, генетически модифицированные ЭС клет ки 
в перспективе могут быть ценнейшим лечебным средством в терапии 
тяже лых инсультов.

С помощью генетических модификаций ЭС клеток можно 
доби ваться их дифференцировки и в другие типы клеток. Канно с 
соавт. [75] использовали аденовирусный вектор, содержащий инду-
цибельную форму NO-синтетазы для индукции дифференци ровки 
ЭС клеток мыши в кардиомиоциты. Трансфицированные клетки 
формировали примерно в 4 раза больше кластеров сокращаю щихся 
кардиомиоцитов по сравнению с контрольными культурами. К 
такому же эффекту приводила обработка ЭС клеток на стадии 
эмбриоидных тел с помощью соединений, генерирующих NO. Обра-
зовавшиеся in vitro кардиомиоциты экспрессировали антигенные 
маркеры зрелых кардиомиоцитов, такие как тропонин I и легкие 
цепи миозина. Интересно отметить, что NO не только индуцировал 
диф ференцировку ЭС клеток в кардиомиоциты, но и стимулировал 
апоптоз в недифференцированных клетках.

Индукция миогенной дифференцировки была получена после 
транс фекции ЭС клеток мыши геном IGF-II (инсулинопо доб ный 
ростовой фактор-2) [106]. Клетки, после трансфекции и соответ ст-
вующей селекции, обладали способностью экспрессировать как 
ранние (миогенин, myoD), так и поздние (дистрофин) маркеры 
скелетной мускулатуры. Трансплантация таких клеток мышам 
с повреждениями передней большеберцовой мышцы приводила 
к существенному восстановлению ее двигательных функций по 
сравнению с контролем. При этом происходило образование новых 
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миофибрилл. Авторы приходят к выводу о том, что генетические 
модификации ЭС клеток IGF-II могут быть перспективны при их 
использовании в клеточной терапии различных типов мышечных 
болезней и повреждений.

Генетические модификации ЭС клеток с помощью гена Nkx2.2 
приводили к появлению бета-клеток поджелудочной железы in vitro 
[107]. Эти клетки обладали способностью синтезировать и сек-
ре тировать инсулин в среду, а также экспрессировать некоторые 
клеточные маркеры бета-клеток (проинсулин 1, проинсулин 2 и 
PDX1). Однако авторам не удалось продемонстрировать секрецию 
инсулина под действием глюкозы.

Модификация ЭС клеток транскрипционным фактором Rx/rax 
приводила к дифференцировке части клеток в нейроны сетчатки 
глаза in vitro [108]. Причем, судя по электрофизиологическим дан-
ным, дифференцированные клетки обладали функциональной актив-
ностью.

Некоторые факторы, продуцируемые стромальными клетками, 
способны оказывать влияние на дифференцировку ЭС клеток по 
гематопоэтическому пути. Так, трансфекция ЭС клеток мыши 
фактором стромальных клеток SDF-1/CXCL12 стимулировала 
образование эритроидных, макрофагальных и мультипотентных 
предшественников гематопоэтических клеток in vitro [109].

Хорошо известно тяжелое заболевание метахроматическая лейко-
дист рофия, характеризующаяся нарушениями в обмене липидов 
и прогрессирующей демиелинизацией в ЦНС. Основная причина 
забо левания связана с недостатком фермента – арилсульфатазы 
(АС). Были получены мыши с дефицитом данного фермента, моде-
ли рующие это заболевание. ЭС клетки, трансфицированные геном 
АС, были использованы для попытки коррекции данного заболе-
вания у соответствующих мышей. После трансфекции клетки диф-
ференцировали в предшественники глиальных клеток и затем пере-
са живали в мозг АС-дефицитным мышам. Пересаженные клетки 
сох раняли свою жизнеспособность и интегрировались в различные 
отделы мозга. Через 4 недели после пересадки было обнаружено 
сущест венное (примерно на 50%) уменьшение отложений сульфатидов 
в отде лах мозга опытных животных, что свидетельствовало в пользу 
успеш ности проведенной клеточной терапии [110].

Успешное «исправление» распространенного заболевания крови 
серповидноклеточной анемии было осуществлено Ву с сотр. на модели 
мышей, экспрессирующих мутантный ген бета(S)-глобина человека 
[111]. В ЭС клетках, полученных от таких мышей, авторы с помощью 
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гомо логичной рекомбинации провели замену гена бета(S)-глобина на 
нормальный ген бета(А)-глобина с последующим получением транс-
генных животных, у которых полностью отсутствовали признаки 
пато логии. Недавно Хана с сотр. [112] также удалось получить ана-
ло гичные результаты, однако с использованием аутологичных инду-
ци рованных плюрипотентных стволовых клеток с исправленным с 
помощью метода гомологичной рекомбинации геном бета-глобина 
человека.

Модификации ЭС клеток различными вирусными генами пред-
став ляют интерес не только с точки зрения изучения функций таких 
генов и их влияния на ранние стадии эмбрионального развития и кле-
точ ной дифференцировки, но и с точки зрения создания клеточных 
моде лей для фармакологических исследований.

В ходе исследований функций различных генов вируса иммуно-
дефицита человека были получены линии ЭС клеток мыши, трансфи-
цированные регуляторными генами tat и nef этого вируса [113]. Ранее 
было показано, что ген tat, обладая онкогенным потенциалом, акти-
вирует транскрипцию некоторых клеточных генов и усиливает проли-
фе рацию клеток. Ген nef, подавляет экспрессию отдельных клеточных 
генов и снижает рост клеток, вместе с тем он кооперирует с геном 
tat при образовании фокусов трансформации [114]. Трансфекция 
этими генами ЭС клеток мыши выявила ряд интересных фактов [115]. 
Выяс нилось, что клетки, трансфицированные геном tat, обладали 
более высокой пролиферативной активностью по сравнению как с 
конт рольными, так и с клетками, трансфицированными геном nef. 
Хотя время, необходимое для образования эмбриоидных тел всеми 
линиями трансфицированных клеток, практически не отличалось 
от контрольных клеток. В культурах, трансфицированных геном 
nef, количество образующихся эмбриоидных тел примерно в 2 раза 
выше, а с геном tat – примерно в 2 раза ниже, чем в контроле. Про-
цент эмбриоидных тел с сокращающимися кардиомиоцитами был 
при мерно в 1.5 раза выше по сравнению с контрольными у клеток, 
транс фицированных геном nef, и ниже в ЭС клетках с геном tat. 
Таким образом, наблюдалась обратная корреляция между эффектами 
регуляторных генов ВИЧ на пролиферацию ЭС клеток, с одной сто-
роны, и на их дифференцировку, с другой [115].

Генетические модификации ЭС клеток позволяют влиять на самые 
ранние этапы их дифференцировки. Было изучено влияние гена pub, 
являюще гося специфическим ингибитором транскрипцион ного фак-
тора PU.1, который в свою очередь принимает участие в регуляции 
гематопоэза, на пролиферацию и начальные стадии дифференци-
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ровки ЭС клеток мыши in vitro. Для этой цели были использованы 
два под хода: повышенная экспрессия гена pub человека (hpub) и 
подав ление экспрессии эндогенного гена pub мыши с помощью РНК 
интерфе рен ции [116, 117]. Генетически модифицированные поли-
кло нальные линии ЭС клеток, трансфицированные плазмидами с 
экспрессирующимся геном hpub или плазмидами, генерирующими 
малые интерференционные РНК миРНК) для этого гена под контро-
лем цито мега ловирусного промотора, не изменяли свою пролифератив-
ную актив ность по сравнению с контрольными клетками. Подав ление 
экспрессии эндогенного гена pub с помощью миРНК в ЭС клетках 
приводило к двукратному уменьшению образования эмбриоидных 
тел, тогда как дополнительная экспрессия экзогенного гена hpub 
увели чивала их количество также примерно в 2 раза по срав нению 
с контролем. Результаты проведенных экспериментов представлены 
на рис. 11.

Полученные результаты позволяют предполагать, что ген pub 
при нимает важное участие уже на самых начальных этапах диффе рен-
цировки ЭС клеток, приводящих к образованию эмбриоидных тел.

В дальнейшем проводилась оценка влияния повышенной и пони-
женной экспрессии этого гена на спонтанную дифференцировку 
трансфицированных клеток in vitro в кардиомиоциты (рис. 12) и в 
ней роны (рис. 13).

Результаты, представленные на рис. 12, свидетельствуют о стиму-
ляции образования кластеров сокращающихся кардиомиоцитов в 
куль турах клеток с суперэкспрессией гена hpub (примерно в 2 раза 
по сравнению с контролем) и уменьшении их количества в 3–4 раза в 
куль турах с пониженной экспрессией гена pub. Интересно отметить, 
что в условиях нейрональной дифференцировки повышение и пони же-
ние экспрессии данного гена приводило к совершенно другой картине. 
Резуль таты этих экспериментов представлены на рис. 13.

Оказалось, что суперэкспрессия гена hpub приводила к сущест вен-
ному (в 2 раза) понижению количества нейронов в культурах через 
20 дней после посева клеток (рис. 13 А). В то же время понижение 
экспрес сии гена pub с помощью РНК интерференции, напротив, при-
мерно в 2,5 раза повышало количество нервных клеток (рис. 13 Б). 
Таким образом, изменение экспрессии гена pub в ЭС клетках 
ока зывает разнонаправленное влияние на их дифференцировку в 
кардио миоциты (производные мезодермы) и нейроны (производные 
эктодермы).

Использование малых интерферирующих РНК (миРНК) для 
изучения функций генов в ЭС клетках и при их дифференцировке в 
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Рис. 11. Влияние повышенной экспрессии гена hpub и пониженной экспрессии 
гена pub на образование эмбриоидных тел ЭС клетками мыши.
 А. Фотографии эмбриоидных тел в культуре через 3–4 дня после посева 
кле ток (х200).
 Контроль. Линия клеток ЭС-ДНК3. Клетки были трансфицированы конт-
рольным вектором, не несущим ген hPub. Аналогичная картина наблюдалась в 
случае контрольной линии ЭС-Ineo.
 ЭТ-hPub. Линия клеток ЭС-Pub. Клетки были трансфицированы вектором 
несущим ген hPub. 
 ЭТ-iРНК Pub. Линия клеток ЭС-iРНК. Клетки были трансфицированы 
вектором, несущим последовательность, генерирующую интерферирующую 
РНК для гена Pub.
 Б. Гистограмма количества эмбриоидных тел в трансфицированных 
культурах ЭС клеток через 3 и 6 дней культивирования.
 Серые столбики – kPub (контрольная линия ЭС-ДНК3). Черные столбики – 
Pub (линия ЭС-Pub). 
 В. Гистограмма количества эмбриоидных тел в трансфицированных 
культурах ЭС клеток через 4 и 8 дней культивирования.
 Серые столбики – iРНК (контроль) (контрольная линия ЭС- Ineo). Черные 
столбики – iРНК (линия ЭС-iРНК). По оси ординат – число эмбриоидных тел. 
По оси абсцисс – время культивирования (дни). *р < 0.05. 
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Рис. 12. Влияние повышенной экспрессии гена hpub и пониженной экспрессии 
гена pub на дифференцировку ЭС клеток мыши в кардиомиоциты.
 В таблице приведены статистические данные по влиянию повышенной 
экспрессии (линия ЭС-hpub) и пониженной экспрессии (линия ЭС-iPHK) на 
фор мирование кластеров сокращающихся кардиомиоцитов. Контрольные линии 
кле ток: ЭС-Ineo и ЭС-ДНК3. Справа на микрофотографии иммуноцитохими чес-
кое окрашивание кластеров кардиомиоцитов антителами к тропонину I (х200). 

Рис. 13. Влияние повышенной экспрессии гена hpub (А) и пониженной экспрес-
сии гена pub (Б) на процессы нейрональной дифференцировки ЭС клеток 
in vitro.
 Гистограмма количества нейронов в трансфицированных культурах ЭС 
клеток на 20-е сутки после посева.
 А. По оси ординат – количество нейронов на лунку в процентах (n  =  10). 
Се рый столбик – линия клеток ЭС-ДНК3 (контроль), черный столбик – линия 
кле ток ЭС-hPub. *р  <  0.05.
 Б. По оси ординат – количество нейронов на лунку (n  =  10). Серый столбик – 
линия клеток ЭС-Ineo, черный столбик – линия клеток ЭС-iPHK. *р  <  0.05.
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клетки различных типов получило в последнее время широкое рас-
про странение [118–120]. Так, трансфекция ЭС клеток мыши миРНК 
для генов Oct-4 и Sox-2 приводила к существенному замедлению 
их нейрональной дифференцировки [121]. Если в контрольных ЭС 
клетках количество колоний, выявляемых с помощью антител к ней-
рон-специфическому бета-III-тубулину, составляло около 90%, то при 
подавлении экспрессии гена Sox-2 – около 65%, а гена Oct -4 – всего 
45%. На моделях ЭС клеток и клеток эмбриональной кар циномы 
человека было показано, что подавление экспрессии генов Oct-4 
и Sox-2 с помощью РНК интерференции приводило к индукции 
мезодермальной дифференцировки [122].

Оказалось, что для поддержания клеток этих двух видов в недиф-
ференцированном состоянии принципиально важным является нор-
мальное функционирование системы FGF–FGFR.

В то же время, подавление экспрессии Oct-3/4 в ЭС клетках 
мыши с помощью миРНК или антисмысловых последовательностей 
приводило к ингибированию их мезодермальной, а впоследствии – и 
кардиомиоцитарной дифференцировки [123].

Подавление экспрессии гена L3/Lhx8 в ЭС клетках мыши выявило 
его специфическую роль в процессах нейрональной диффе ренци-
ровки [124]. Трансфекция ЭС клеток вектором, содержащим последо-
ва тельности, генерирующие миРНК для гена L3/Lhx8 под контролем 
Н1.2 промотора, приводила в условиях их направленной дифференци-
ровки в клетки нервной системы под действием ретиноевой кислоты к 
практически полному ингибированию образования холинергических 
нейронов, выявляемых по окраске на холинацетилтрансферазу. В то 
же время, в таких культурах не было обнаружено заметных измене-
ний в количестве образовавшихся ГАМК-ергических нейро нов. 
Индук ция экспрессии гена L3/Lhx8 восстанавливала образо ва ние 
холинергических нейронов. Авторы пришли к выводу, что этот ген 
играет ключевую роль в дифференцировке ЭС клеток в холинер ги чес-
кие нейроны и вовлечен в развитие базальных ядер переднего мозга.

Разнонаправленное влияние на экспрессию генов, заключаю щееся 
либо в подавлении, либо в стимуляции их экспрессии, позволяет выяв-
лять вовлеченность их продуктов в регуляцию процессов клеточ ной 
про лиферации, жизнеспособности и дифференцировки. Так, сти му-
ляция экспрессии хорошо известного антиапоптотического гена Bcl2 
в ЭС клетках мыши, приводила к увеличению образования гема то-
поэтических эмбриоидных тел с их последующей дифференцировкой 
в гематопоэтические колонии при их посеве в метилцеллюлозе [125]. 
В то же время у ЭС клеток, трансфицированных плазмидой, генери рую-
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щей последовательности миРНК для этого гена, существенно понижа-
лась способность к дифференцировке по гематопоэтическому пути.

Известно, что в ходе эмбриогенеза млекопитающих эмбрионы, 
особенно на ранних стадиях, развиваются в условиях ограниченного 
дос тупа кислорода. Было показано, что фактор, индуцированный ги-
поксией (HIF-1), способен ингибировать путь передачи сигнала через 
сис тему LIF-STAT3 в ЭС клетках мыши, непосредственно ингибируя 
экспрес сию LIFR, путем связывания с регуляторным элементом, при-
сут ст вующим в промоторе этого гена [126]. Суперэкспрессия HIF-1, 
а также подавление его экспрессии с помощью РНК интерференции 
подтвердили эго эффект на экспрессию LIFR. Таким образом, HIF-1 
способен стимулировать дифференцировку ЭС клеток путем ингиби-
рования LIF-STAT3 системы передачи сигнала, ответственной за 
под держание плюрипотентности ЭС клеток. 

Заслуживает внимания разработка генетических векторов, 
несу щих интерферирующие последовательности РНК, экспрессия 
кото рых может регулироваться различными факторами. Так, Ванг 
с соавт. использовали регулируемую тетрациклином плазмиду, гене-
рирующую миРНК, которая была стабильно интегрирована в ЭС 
клетки мыши [127]. С использованием этой модели авторы проде-
монст рировали индуцибельную и обратимую репрессию гена Npm1 
в этих клетках при действии специфических миРНК, которая, в свою 
очередь, приводила к подавлению пролиферации ЭС клеток. 

Возможность подавления экспрессии определенных генов, осо-
бенно ключевых для того или иного типа клеточной дифференци ровки, 
открывает перспективы получения больших количеств «гомоген ных» 
клеточ ных популяций с определенным типом дифференцировки, что 
крайне необходимо для их использования в клеточной терапии.

Для индукции дифференцировки ЭС клеток по нейрональному 
пути представляется эффективным использование генов нейротрофи-
нов, трофических факторов, оказывающих влияние на пролиферацию, 
дифференцировку клеток в нейроны определенной ергичности и на 
их жизнеспособность, о чем упоминалось ранее [34]. Результаты по 
индук ции нейрональной дифференцировки в ЭС клетках с помощью 
супер экспрессии гена ngf, кодирующего фактор роста нервов, 
представлены на рис. 14. ЭС клетки мыши были трансфицированы 
плаз мидой, содержащей ген ngf слитый с геном GFP, под контролем 
цито мегаловирусного промотора.

Хорошо видны длинные отростки формирующихся нейронов и 
ассоциаты этих клеток, по морфологии напоминающие нервные узлы. 
Иммуноцитохимическая детекция клеток была осуществлена через 24 
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дня их культивирования in vitro. В 
контрольных культурах подоб ные 
структуры не обнаруживались.

Таким образом, различные под-
ходы к генетической модификации 
ЭС клеток, включающие как подав-
ле ние экспрессии отдельных генов, 
так и их суперэкспрессию, являют-
ся перспективным направлением 
иссле дований дифференцировки 
этих клеток.

Однако использование гене-
ти чески модифицированных ЭС 
кле ток, с определенным нап рав-

ле нием клеточной дифференцировки, в клеточной терапии тяже-
лых заболеваний человека в настоящее время ограничено из-за 
недостаточной проработки отдаленных эффек тов таких модификаций 
на организм пациента, в частности риска раз ви тия опухолевых ново-
образований.

IV. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Получение ЭС клеток и разработку методов манипулирования с 
ними, безусловно, следует отнести к одному из самых замечательных 
и важных достижений науки на рубеже третьего тысячелетия. Пос-
кольку, ЭС клетки млекопитающих представляют собой прак ти-
чески неисчерпаемый источник недифференцирован ных и нетранс-
фор мированных клеток с нормальным диплоидным карио типом, 
они будут оставаться важнейшим объектом для исследо ва телей, 
занимающихся изучением путей эмбрионального развития, фор-
мирования и функционирования отдельных типов тканей в норме 
и при различных патологиях. Кроме того, ЭС клетки человека, и в 
част ности генетически модифицированные, в перспективе, безус-
ловно, найдут применение в клеточной терапии тяжелых заболеваний 
чело века.

Однако результаты последних исследований открывают совер-
шенно новые возможности в области клеточной терапии. Речь идет 
о возможности репрограммирования соматических клеток чело века 
в плюрипотентные стволовые клетки с дальнейшей их диффе рен ци-
ровкой в клетки различных типов и последующей трансплантацией 
таких клеток пациентам, страдающим различными неизлечимыми 
забо леваниями. 

Рис.14. Иммуноцитохимическое ок ра-
шивание ЭС клеток линии NGF-GFP 
антителами к бета-III-тубу лину (24 
дня культивирования), (х200).
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В 2006 г. японским исследователям Такахаши и Яманаке [128] 
удалось осуществить репрограммирование взрослых и эмбриональ ных 
фибробластов мыши в плюрипотентные стволовые клетки. Авторы 
назвали эти клетки – индуцированные плюрипотентные ство ло вые 
(iPS) клетки. На предварительных стадиях работы был осуществлен 
отбор 24 генов-кандидатов, которые могли бы участвовать в индукции 
плюрипотентности в соматических клетках и поддержании таковой в 
ЕС клетках. Репрограммирование фибробластов было осуществлено 
in vitro путем введения в эти клетки, с помощью ретровирусных век-
торов, четырех транскрипционных факторов Oct3/4, Sox2, c-Myc и 
Klf4. Полученные в результате такой обработки iPS клетки обладали 
сходной с ЭС клетками морфологией, ростовыми свойствами и 
экспрес сировали специфические маркеры, присущие ЕС клеткам. 
Транс план тация таких клеток иммунодефицитным мышам приводила 
к образованию опухолей, в которых присутствовали клетки различ-
ных тканей, производных всех трех зародышевых листков (эктодермы, 
мезодермы и энтодермы). Однако при введении iPS клеток в блас то-
цисты мышей не удалось обнаружить среди родившегося потомства 
(27 особей) химерных животных. Таким образом, была проде-
монстрирована возможность получения плюрипотентных клеток 
млекопитающих in vitro путем обработки их ограниченным коли-
чест вом определенных регуляторных факторов. Позднее, в 2007 г. 
сотруд никам этой лаборатории все-таки удалось получить химерных 
живот ных с использованием iPS клеток [129,130].

В самом начале 2008 г. Аои с сотр. [131] получили клоны iPS 
клеток из клеток печени и слизистой желудка взрослых мышей. В 
конце 2007 начале 2008 г. Такахаши с сотр. [132] и Накагава с сотр. 
[133] из той же лаборатории Киотского университета сообщили об 
успеш ной дедифференцировке фибробластов взрослого человека 
и получении iPS клеток с помощью тех же факторов (Oct3/4, Sox2, 
c-Myc и Klf4). Примерно в то же время об успешном получении iPS 
клеток человека из фибробластов, опять же с использованием указан-
ных выше факторов, сообщила и группа американских ученых [134]. 
Следует отметить, что полученные iPS клетки напоминали ЭС клетки 
человека по ряду признаков: морфологии, пролиферативной актив-
ности, экспрессии поверхностных антигенов, глобальной экспрес сии 
генов, эпигенетическому статусу генов, ответственных за плюрипо-
тентность, активности теломеразы, и, что особенно важно, имели 
нор мальный диплоидный набор хромосом. Кроме этого полученные 
клеточные линии обладали способностью к дифференцировке в раз-
личные виды клеток всех трех зародышевых листков как in vitro, так 
в тератомах. 
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Однако Накагава с сотр. [133] удалось существенно улучшить 
методику получения iPS клеток и исключить использование ретро-
вирусного вектора, содержащего ген Myc, из протокола эксперимен-
тов. По данным этих авторов, такой подход существенно снижал 
уро вень риска развития опухолей у химерных животных.

Юи с сотр. [135] получили iPS клетки из фибробластов человека 
с использованием несколько другого сочетания факторов. Авторы 
исполь зовали следующий набор факторов: Oct4, Sox2, NANOG 
и LIN28. Отсутствие Oct4 или Sox2 полностью предотвращало 
образование колоний iPS клеток, а отсутствие NANOG или LIN28 
умень шало их количество более чем в 10 раз. В итоге, полученные 
клоны iPS клеток, так же как и в вышеприведенных примерах, имели 
нор маль ный диплоидный набор хромосом и не имели существенных 
отличий от ЭС человека по морфологии, пролиферативной и теломе-
разной активности, экспрессии поверхностных антигенов, а также 
спо собности дифференцироваться в производные трех зародышевых 
листков.

Возможности получения iPS клеток и их дальнейшее использо ва-
ние для клеточной терапии различных болезней человека представлены 
на рис. 15. Следует отметить, что дедифференцировке могут под-
вер гаться не только фибробласты кожи, но и другие доступные в 
сущест венных количествах клетки, способные к пролиферации. 
Чрез вычайно важным моментом является возможность получения 
кле ток от пациентов с врожденными заболеваниями, их последующая 
дедиф ференцировка в iPS клетки и исправление генетических дефек-
тов в таких клетках с помощью гомологичной рекомбинации и после-
дующая трансплантация клеток тому же пациенту.

Однако потребуются дополнительные интенсивные исследования 
для минимизации потенциальных мутагенных эффектов при исполь-
зовании ретровирусных конструкций в процессах дедиффе рен ци-
ровки соматических клеток человека.

Эффективность применимости различных подходов, таких как ЭС 
клетки, iPS клетки и клетки, полученные после переноса ядер, для 
кле точ ной терапии остается в настоящее время не достаточно ясной. 
Потребуются дальнейшие исследования для выявления преимуществ 
использования одного из указанных выше подходов.

 Автор выражает признательность сотрудникам Лаборатории молекулярной 
генетики соматических клеток Института молекулярной генетики РАН: Е.С.Мануи-
ловой, Е.Л.Арсеньевой и Е.В.Новосадовой за предоставленные резуль таты и 
помощь в подготовке данного обзора.
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Рис. 15. Получение индуцированных плюрипотентных стволовых клеток из 
сома тических клеток человека для их дальнейшей трансплантации пациенту.
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