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ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ ЦИТОКИНОВ ВО ФРАКЦИЯХ 
КЛЕТОК КОСТНОГО МОЗГА, ИЗОЛИРОВАННЫХ 
С ПОМОЩЬЮ ПРОТИВОТОЧНОГО ЦЕНТРИФУГИРОВАНИЯ 
В ЭЛЮТРИАТОРНОМ РОТОРЕ 
Дударев А.Н., Непша Т.А., Городецкая А.Ю., Усынин И.Ф.
Научно-исследовательский институт биохимии ФГБНУ «Федеральный исследовательский центр 
фундаментальной и трансляционной медицины», г. Новосибирск, Россия

Резюме. По своему клеточному составу красный костный мозг состоит из чрезвычайно гетероген-
ной популяции клеток, включающей стволовые клетки, клетки ретикулярной стромы и клетки пяти 
кроветворных ростков. Для клеточной терапии и экспериментальных исследований актуальной зада-
чей является получение клеточных фракций костного мозга, обогащенных определенным типом кле-
ток. В данной работе мы исследовали уровень экспрессии мРНК генов цитокинов во фракциях клеток 
костного мозга, изолированных с помощью противоточного центрифугирования в элютриаторном 
роторе. Фракционирование клеток выполняли при скорости вращения ротора 2500 об/ мин. Отби-
рали шесть клеточных фракций (Ф): Ф-1 при скорости потока буфера 12 мл/мин, Ф-2 – 15 мл/ мин, 
Ф-3 – 19 мл/мин, Ф-4 – 23 мл/мин, Ф-5 – 50 мл/мин, Ф-6 – собирали после остановки вращения ро-
тора. Цитоморфологический анализ полученных фракций показал, что из общей популяции клеток 
в «легкой» фракции Ф-1 концентрируется 80% эритроцитов и 40% лимфоцитов, в Ф-2 – 44% лимфо-
цитов, 50% – полихроматофильных и 51% – оксифильных нормоцитов, в Ф-3 и Ф-4 – 70% нейтро-
филов и 40% – эозинофильных гранулоцитов, в Ф-6 – 64% макрофагов, 95% – мегакариоцитов, 35% 
– ретикулярных и 62% – тучных клеток. Бластные клетки разных ростков кроветворения обнаружены 
преимущественно в Ф-5. С помощью RT-PCR максимальная экспрессия генов фактора стволовых 
клеток (Scf) и гранулоцитарно-макрофагального колониестимулирующего фактора (Gm-csf) выявле-
на в «тяжелой» фракции Ф-6, фактора некроза опухолей (Tnfα) и эритропоэтина (Epo) – в Ф-4, Ф-5 
и Ф-6, макрофагального колониестимулирующего фактора (M-csf) – в Ф-3 и Ф-4. Таким образом, 
данный метод позволяет эффективно отделить «легкие» фракции лимфоцитов и эритроцитов от ос-
новной массы клеток костного мозга, что может быть использовано при аллогенной трансплантации 
клеток костного мозга для снижения риска развития острой реакции «трансплантат против хозяина». 
Другим важным преимуществом метода является возможность получить фракции «тяжелых» клеток, 
обладающих регенеративным потенциалом, с целью их использования в клеточной терапии для сти-
муляции восстановительных процессов в органах и тканях.

Ключевые слова: костный мозг, противоточное центрифугирование, цитокины, экспрессия генов, мРНК, RT-PCR
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CYTOKINE GENE EXPRESSION IN BONE MARROW CELL 
FRACTIONS ISOLATED BY COUNTERFLOW CENTRIFUGAL 
ELUTRIATION
Dudarev A.N., Nepsha T.A., Gorodetskaya A.Yu., Usynin I.F.
Research Institute of Biochemistry, Federal Research Center for Fundamental and Translational Medicine, Novosibirsk, 
Russian Federation

Abstract. Cellular contents of red bone marrow is presented by an extremely heterogeneous cell population 
including stem cells, reticular cells, and differentiationg cells of five hematopoietic lineages. The current task 
for cell therapy and experimental studies is to obtain cell fractions of bone marrow enriched with a certain type 
of cells. In this paper we investigated the level of cytokine mRNA expression in bone marrow cell fractions 
isolated by counterflow centrifugation in an elutriator rotor. The marrow cell fractions were isolated at a rotor 
speed of 2500 rpm. Six cell fractions (F-1 to F-6) were collected: F-1, at a buffer flow rate of 12 mL/min; 
F-2, at 15 mL/min; F-3, at 19 mL/min; F-4, at 23 mL/min; F-5, at 50 mL/min. Fraction 6 was collected 
after stopping the rotation. Cytomorphological analysis of the fractions showed that erythrocytes (80%) and 
lymphocytes (40%) are collected in the “light” fraction F-1, lymphocytes (44%), polychromatophilic (50%) 
and oxyphilic (51%) normocytes – in F-2, neutrophils (70%) and eosinophilic granulocytes (40%) – in F-3 
and F-4, macrophages (64%), megakaryocytes (95%), reticular (35%) and mast cells (62%) – in F-6. Blast 
cells of different hematopoietic lineages were detected mainly in F-5. Using RT-PCR, the maximum gene 
expression of the stem cell factor (Scf) and granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (Gm-csf) was 
detected in the “heavy” fraction F-6, gene expression of tumor necrosis factor-α (Tnfα) and erythropoietin 
(Epo) – in F-4, F-5 and F-6, and gene expression of macrophage colony-stimulating factor (M-csf) – in F-3 
and F-4. Thus, this method allows to separate the “light” fractions of lymphocytes and erythrocytes from the 
bulk of bone marrow cells, which can be used in allogeneic bone marrow cell transplantation to reduce the risk 
of acute graft-versus-host disease. Another important advantage of the method is the ability to obtain fractions 
of “heavy” cells with high regenerative potential in order to use them in cell therapy in order to stimulate 
regenerative processes in organs and tissues.

Keywords: bone marrow, counterflow centrifugation, mRNA, cytokines, gene expression, RT-PCR

Работа выполнена в рамках государственного 
задания Минобрнауки Российской Федерации 
(номер темы 125030403171-3) с использованием 
оборудования ЦКП «Спектрометрические из-
мерения» и ЦКП «Протеомный анализ», ФИЦ 
ФТМ (Новосибирск, Россия).

Введение
Красный костный мозг (КМ) является цен-

тральным органом кроветворения и иммунной 
системы  [17]. По своему клеточному составу он 
состоит из чрезвычайно гетерогенной популяции 
клеток, включающей стволовые клетки, клет-
ки ретикулярной стромы и клетки пяти кровет-
ворных ростков  – эритроцитарного, грануло-
цитарного, лимфоцитарного, моноцитарного и 
мегакариоцитарного. Для клеточной терапии и 
экспериментальных исследований актуальной 
задачей является получение клеточных фракций 
КМ, обогащенных определенным типом кле-
ток. Существующие методы фракционирования 
клеток основаны на различиях клеток по разме-
рам, плавучей плотности, адгезивным свойствам, 
спектральным свойствам внутриклеточных струк

тур и специфическим антигенам на поверхности 
клеток. Одним из недостатков перечисленных 
методов является тот факт, что сам процесс фрак-
ционирования может оказывать существенное 
влияние на функциональные свойства изолиро-
ванных клеток, что ограничивает область их по-
следующего использования.

В 50-х годах прошлого столетия P.E. Lin
dahl  [14] впервые предложил принцип фракци-
онирования клеток с помощью противоточного 
центрифугирования, основанный на том, что 
разделение клеток происходит в специально 
сконструированной камере, в которой на клетки 
действует центробежная сила и направленная в 
противоположном направлении сила со сторо-
ны потока жидкости. Благодаря разработке для 
этих целей специальных элютриаторных рото-
ров, данный метод позволяет разделить клетки 
и частицы, имеющие диаметр от 2 до 50 мкм [7]. 
Основным преимуществом данного метода явля-
ется возможность быстро фракционировать гете-
рогенные популяции клеток, которые в течение 
всей процедуры находятся в наиболее оптималь-
ной питательный среде, что позволяет сохранить 
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высокую жизнеспособность полученных субпо-
пуляций клеток. 

В настоящее время метод противоточного 
центрифугирования успешно используется для 
изолирования мононуклеарных клеток из пери-
ферической крови человека с целью их примене-
ния в клеточной терапии после трансформации в 
функционально полноценные дендритные клет-
ки [20]. Использование для этих целей иммуно-
магнитного фракционирования считается менее 
производительным и более дорогостоящим мето-
дом [18]. Использование элютриаторного ротора 
показало высокую эффективность при изолиро-
вании из печени резидентных макрофагов и эн-
дотелиальных клеток  [19]. Продемонстрирована 
возможность получения из КМ субпопуляции 
стволовых клеток, способные дифференциро-
ваться в инсулин-продуцирующие клетки  [12]. 
По сравнению с фракционированием клеток в 
градиенте Ficoll-Hypaque, данный метод позво-
ляет выделить из крови жизнеспособные и функ-
ционально активные популяции лимфоцитов и 
гранулоцитов  [13]. В целом, несмотря на широ-
кое использование противоточного центрифуги-
рования для получения однородных клеточных 
суспензий, в литературе имеются лишь единич-
ные сообщения об использовании данного мето-
да для фракционирования клеток КМ [9, 11].

Цель работы  – с помощью RT-PCR иссле-
довать уровень экспрессии генов цитокинов во 
фракциях клеток КМ, полученных с помощью 
противоточного центрифугирования в элютриа-
торном роторе.

Материалы и методы
Изолирование клеток КМ 
Клетки КМ выделяли в стерильных условиях 

из диафизов бедренных и берцовых костей крыс 
линии Wistar массой 200-250 г путем промывания 
питательной средой RPMI-1640, содержащей 
10% эмбриональной сыворотки теленка [2].

Выделение фракций клеток КМ
Для получения фракций клеток КМ исполь-

зовали метод противоточного центрифугирова-
ния в камере Сандерсона элютриаторного ро-
тора JE- 5.0 центрифуги Avanti J-26XP (Beckman 
Coulter, США). Свежевыделенную суспензию 
клеток (180-230 ×  106 клеток) разводили в 15 мл 
фосфатно-солевого буферного раствора (рН 7,4) 
без ионов кальция и магния (PBS), содержаще-
го 0,1% глюкозы. С помощью шприца суспензию 
клеток медленно вводили в проточную систему 
ротора при скорости потока буфера 6 мл/ мин и 
вращении ротора со скоростью 2500 об/мин. Не 
прерывая вращение ротора (2500 об/ мин), но уве-
личивая скорость потока буфера, собирали шесть 
фракций (Ф-1–Ф-6) в объеме по 180 мл каждая: 
Ф-1 при скорости потока буфера 12 мл/ мин, Ф-2 – 

15 мл/мин, Ф-3 – 19 мл/мин, Ф-4 – 23 мл/ мин, 
Ф-5 – 50 мл/мин, Ф-6 собирали после остановки 
вращения ротора. Температуру ротора и буфера в 
течение центрифугирования поддерживали око-
ло 10 °С. Полученные фракции клеток осаждали в 
центрифуге Eppendorf 5702 в течение 10 мин: Ф-1 
при скорости 3000 об/мин, а остальные фракции 
(Ф-2–Ф-6) – при 2500 об/ мин.

Цитоморфологические исследования
Для идентификации разных типов клеток го-

товили мазки клеток и окрашивали по методу 
Романовского–Гимзы  [2]. Учитывая морфоло-
гические особенности некоторых типов клеток 
КМ крыс, проводили дифференциальный ана-
лиз клеточного состава культивируемых клеток 
в соответствии с рекомендациями Боллигера [5]. 
Для составления миелограммы подсчитывали не 
менее 1000 клеток с каждого мазка и вычисляли 
содержание каждого типа клеток в процентах. 
Идентификацию клеток проводили с помощью 
светового микроскопа Axiovert 40 CFL Zeiss (Гер-
мания), используя увеличение ×1000.

Выделение РНК и проведение реакции обратной 
транскрипции

Суммарную РНК выделяли из клеток КМ с 
использованием реагента «Лира» (ООО «Био-
лабмикс», Россия) в соответствии с инструкцией 
производителя. Концентрацию РНК определяли 
с помощью спектрофотометра NanoPhotometer 
P360 (Implen, Германия). Для анализа использова-
ли образцы, у которых отношение OD260/ OD280 
было выше 1,8. РНК обрабатывали ДНКазой 
согласно протоколу (Thermo Scientific, США). 
Синтез кДНК проводили методом обратной 
транскрипции в 20 мкл с использованием набо-
ра реактивов ОТ M-MuLV RH kit (ООО «Биолаб-
микс», Россия) в соответствии с рекомендациями 
производителя.

ПЦР в режиме реального времени (RT-PCR)
Для проведения RT-PCR использовали гото-

вую смесь BioMaster HS-qPCR SYBR Blue (2×) 
(BiolabMix, Россия) и смесь специфических пря-
мых и обратных праймеров (табл. 1) (ООО «Биос-
сет»), подобранных с использованием программ-
ного обеспечения Primer-BLAST (https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). RT- PCR 
проводили в амплификаторе LightCycler  96 
(RocheDiagnostic, Германия). Полученные дан-
ные нормировались к уровню гена Actb и рас-
считывались в относительных единицах по от-
ношению к содержанию мРНК изучаемого 
гена методом 2-ΔΔCt программного обеспечения 
LightCycler 96.

Статистическая обработка данных выполнена 
в программе SigmaPlot 12.5. Результаты представ-
лены как среднее значение ± стандартное откло-
нение 8 независимых экспериментов. Различия 
между выборками оценивали с помощью непара-
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метрического U-критерия Манна–Уитни и счи-
тали статистически значимыми при р < 0,05.

Результаты и обсуждение 
Согласно номограмме к элютриаторному ро-

тору [7], используемые нами условия центрифу-
гирования и скорости потока буфера, позволяют 
получить фракции, обогащенные клетками раз-
ных размеров: в Ф-1 собираются клетки с диа-
метром менее 7 мкм, в Ф-2 с диаметром от 7 до 
8  мкм, в Ф-3  – от 8 до 9 мкм, в Ф-4  – от 9 до 
10 мкм, в Ф-5 – от 10 до 15 мкм и в Ф-6 – с диа-
метром более 15 мкм.

Подсчет клеток во фракциях показал, что 
наибольшее количество клеток содержали Ф-1 
(39,7±2,9%) и Ф-3 (21,2±2,7%). Наименьшее ко-
личество клеток содержали Ф-5 (9,3±1,6%) и Ф-6 
(1,9±0,3%). В Ф-2 и Ф-4 содержалось 11,1±1,0 и 
16,7±1,9% клеток соответственно. В целом сум-
марный выход клеток после центрифугирования 
составлял не менее 85%. 

Цитоморфологический анализ выявил су-
щественные различия между изолированными 
фракциями по содержанию разных типов клеток 
(табл. 2). Фракция Ф-1 содержала безъядерные и 
наиболее мелкие («легкие») клетки с диаметром 
≤  7 мкм. Они были представлены преимуще-
ственно зрелыми клетками эритроидного ряда. 
В данной фракции концентрировались более 80% 
всех эритроцитов и ретикулоцитов, а также око-
ло 40% лимфоцитов. Кроме того, в ней выявле-
ны оксифильные нормоциты (21%), небольшое 
количество полихроматофильных нормоцитов 
(7%), а также малые и средние лимфоциты (5%).

В Ф-2, по сравнению с Ф-1, было значительно 
выше содержание полихроматофильных (50%) и 
оксифильных (51%) нормоцитов, а также лимфо-
бластов и пролимфоцитов (43%). По содержанию 
лимфоцитов (44%) данная фракция практически 
не отличалась от Ф-1 (табл. 2). 

В Ф-3 и Ф-4 концентрировалось наибольшее 
количество нейтрофилов (40%). Доля эозино-
фильных гранулоцитов в Ф-4 (38%) и в Ф-5 (45%) 
была выше в 8-10 раз по сравнению с Ф-3 (4%). 
Бластные клетки разных ростков кроветворения 
(эритробласт, проэритробласт, миелобласт, про-
миелоцит, монобласт, промоноцит) выявлены 
преимущественно в Ф-5. Особенностью самой 
«тяжелой» фракции Ф-6 является высокая кон-
центрация в этой фракции макрофагов (64%) и 
мегакариоцитов (95%), а также ретикулярных 
(35%) и тучных клеток (62%) (табл. 2). 

Подобные результаты получены при фрак-
ционировании клеток КМ человека  [9]. Авто-
ры разделили исходную суспензию клеток на 16 
фракций, которые по своим характеристикам 
были объединены в три фракции: малые лимфо-
цитарные клетки, ядросодержащие эритроидные 
клетки среднего размера и крупные клетки ми-
елоидного ряда. По мнению авторов, благодаря 
большому размеру пролиферирующих нормо-
бластов и комитированных клеток-предшествен-
ников данный метод позволяет эффективно от-
делить малые лимфоцитарные клетки от клеток 
эритроидных (BFU-E) и миелоидных ростков 
(CFU-GM)  [9]. Культивирование клеточных 
фракций КМ кошек позволило продемонстри-
ровать, что фракции мелкоразмерных («легких») 
клеток содержат эритроидные колонии, а более 
крупные («тяжелые») фракции клеток  – миело-
идные колонии. Предполагается, что мононукле-
арные клетки, обнаруженные во фракции мел-
коразмерных клеток, представляют собой более 
раннюю и примитивную популяцию гемопоэ-
тических клеток, требующую более длительного 
времени культивирования для полного развития 
колонии [11].

Как известно, функциональной особенно-
стью ткани КМ является высокая пролифера-
тивная активность клеток всех кроветворных 
ростков. Регуляция этого процесса находится 

ТАБЛИЦА 1. ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ ПРАЙМЕРОВ, ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ

TABLE 1. PRIMER SEQUENCES FOR ANALYSIS OF GENE EXPRESSION

Ген
Gene

Праймеры 
Primers

Прямой (5’-3’)
Forward (5’-3’)

Обратный (5’-3’)
Reverse (5’-3’)

Epo AAAGAATGAAGGTGGAAGAACAGG CGAAGCAGTGAAGTGAGGCTA
Scf GGCTTTGCTTTTGGAGCCTT ACACCTCTTGAAACTCTCTCTCT
Gm-csf GTGCTCTGGAGAACGAAAAGAAC GCGCCATTGAGTTTGGTGAG
M-csf AGTGAGGGATTTTTGACCCAG AGATGAACCATCCGTCTTCTC
Tnfαα GCGTGTTCATCCGTTCTCTACC TACTTCAGCGTCTCGTGTGTTTCT
Nup153 ATCCCCTGCTTTGCACTGTCAGC GCCCCACCATATGTTGTTTTGCC
Actb AGGGAAATCGTGCGTGACAT CCATACCCAGGAAGGAAGGC



113

Фракции клеток костного мозга
Bone marrow cell fractions2026, Vol. 28,  1

2026, Т. 28, № 1

ТАБЛИЦА 2. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ КЛЕТОК КОСТНОГО МОЗГА МЕЖДУ ФРАКЦИЯМИ КЛЕТОК, ИЗОЛИРОВАННЫХ 
С ПОМОЩЬЮ ПРОТИВОТОЧНОГО ЦЕНТРИФУГИРОВАНИЯ В ЭЛЮТРИАТОРНОМ РОТОРЕ

TABLE 2. DISTRIBUTION OF BONE MARROW CELLS BETWEEN FRACTIONS ISOLATED BY COUNTERFLOW 
CENTRIFUGATION IN ELUTRIATOR ROTOR

Клеточные элементы
Cell types

Количество клеточных элементов во фракции, % 
Number of cells in the fraction, %

Ф-1 / F-1 Ф-2 / F-2 Ф-3 / F-3 Ф-4 / F-4 Ф-5 / F-5 Ф-6 / F-6
Эритробласты
Erythroblasts 0,0±0,0 0,0±0,0 21,6±4,1 16,3±1,6 53,5±6,0 8,6±3,1

Проэритробласты
Proerythroblasts 0,0±0,0 17,6±6,5 17,4±3,8 25,1±7,9 35,2±9,3 4,7±2,3

Базофильные нормоциты
Basophilic normocytes 0,0±0,0 16,0±7,0 23,4±2,8 17,9±8,2 17,1±6,5 25,6±10,1

Полихроматофильные нормоциты
Polychromatophilic normocytes 7,2±0,9 49,7±10,2 16,4±3,7 3,3±1,3 8,9±2,7 14,5±2,3

Оксифильные нормоциты
Oxyphilic normocytes 21,0±8,1 50,7±6,1 6,4±1,9 1,5±0,7 4,6±1,4 15,9±2,4

Эритроциты и ретикулоциты
Erythrocytes and reticulocytes 83,9±3,7 8,1±2,3 2,5±0,6 0,5±0,1 1,4±0,6 3,7±0,5

Миелобласты и промиелоциты
Myeloblasts and promyelocytes 0,0±0,0 1,1±0,2 8,1±0,3 14,2±6,1 61,0±3,5 15,6±6,6

Миелоциты и метамиелоциты
Myelocytes and metamyelocytes 0,0±0,0 1,0±0,1 22,3±8,2 20,4±6,9 37,0±6,3 19,4±4,8

Нейтрофилы
Neutrophils 0,0±0,0 2,4±0,5 32,5±6,3 37,7±1,9 13,4±1,6 14,0±4,0

Эозинофильные гранулоциты
Eosinophilic granulocytes 0,0±0,0 0,0±0,0 4,4±0,9 38,7±7,5 45,6±12,7 11,3±1,9

Тучные клетки
Mast cells 0,0±0,0 0,0±0,0 2,9±0,7 4,5±0,8 31,0±6,5 61,5±10,0

Монобласты и промоноциты
Monoblasts and promonocytes 0,0±0,0 12,3±4,5 17,3±0,7 19,9±2,7 27,3±4,3 23,2±4,1

Моноциты
Monocytes 0,0±0,0 21,6±4,7 33,0±6,0 14,4±2,8 14,3±2,3 16,6±4,1

Макрофаги
Macrophages 0,0±0,0 7,3±0,7 5,2±1,8 6,8±2,7 16,6±4,0 64,1±2,0

Лимфобласты и пролимфоциты
Lymphoblasts and prolymphocytes 5,0±0,3 43,3±12,4 29,6±14,0 7,4±2,4 9,6±4,0 5,1±0,9

Лимфоциты
Lymphocytes 40,1±3,4 44,3±10,3 6,7±2,2 3,9±1,7 2,1±0,4 3,0±0,5

Плазматические клетки
Plasma cells 0,0±0,0 0,0±0,0 38,9±6,1 18,4±4,3 27,4±6,1 15,3±3,2

Мегакариоциты
Megakaryocytes 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 4,5±2,4 95,5±9,9

Ретикулярные клетки
Reticular cells 0,0±0,0 10,3±4,7 4,0±1,4 18,2±3,6 39,7±14,7 28,4±8,0

Примечание. Данные представлены в процентах от суммарного количества данного типа клеток, принятого за 100%.

Note. Data are presented as a percentage of the total number of this cell type, taken as 100%.

под контролем широкого спектра факторов, 
среди которых наиболее изученными являются 
гемопоэтические факторы роста  [1]. Учитывая 
значительные различия, обнаруженные между 
изолированными фракциями по клеточному со-

ставу, нами было проведено их сравнение по экс-
прессии генов ключевых цитокинов, участвую-
щих в регуляции кроветворения в КМ. Для этого 
в свежевыделенных фракциях клеток с помощью 
RT-PCR (табл.  1) оценивали уровень экспрессии 
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матричной РНК (мРНК) фактора стволовых кле-
ток (SCF), эритропоэтина (Epo), макрофагально-
го колониестимулирующего фактора (M-CSF), 
гранулоцитарно-макрофагального колониести-
мулирующего фактора (GM-CSF) и фактора не-
кроза опухолей (TNFα). Главными источниками 
этих цитокинов в КМ являются макрофаги, эн-
дотелиальные клетки, лимфоциты и клетки стро-
мы. 

Учитывая высокую степень гетерогенности 
КМ по клеточному составу, на начальных этапах 
работы в качестве референсных генов мы ис-
пользовали ген актина (Actb) и ген гипоксантин-

гуанинфосфорибозилтрансферазы (Hprt1). Од-
нако из-за отсутствия значимых различий между 
фракциями по уровню экспрессии этих генов все 
результаты рассчитаны на основе Actb. Наимень-
ший уровень экспрессии всех целевых генов, от-
носительно референсного гена, обнаружен во 
фракции Ф-1, что можно объяснить содержа-
нием в данной фракции большого количества 
безъядерных клеток (эритроцитов) (табл. 2). Учи-
тывая данный факт, все результаты, представлен-
ные на рисунке 1, для наглядности выражены в 
% относительно уровня экспрессии генов в Ф-1, 
принятого за 100%. 

Рисунок 1. Экспрессия генов цитокинов во фракциях клеток КМ, изолированных с помощью противоточного 
центрифугирования в элютриаторном роторе
Примечание. Результаты представлены в процентах от уровня экспрессии гена во фракции Ф-1, принятого за 100%. * – р < 0,05 
по сравнению с Ф-1.
Figure 1. Cytokine gene expression in fractions of bone marrow cells isolated by counterflow centrifugation in an elutriator rotor
Note. Results are presented as a percentage of the gene expression level in the F-1 fraction, taken as 100%.*, р < 0.05 as compared to F-1.
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Наибольший уровень экспрессии гена, коди-
рующего цитокин TNFα, выявлен в «тяжелых» 
фракциях (Ф-4, Ф-5 и Ф-6). Так, в Ф-5 и Ф-6 
этот показатель был в 20-30 раз выше, чем в Ф-1 
(р < 0,05) (рис. 1). Подобные, хотя и менее выра-
женные, различия между фракциями обнаруже-
ны для гена Epo. Максимальная экспрессия генов 
Scf и Gm-csf выявлена в Ф-6 (рис.  1). В отличие от 
перечисленных выше генов, максимальный уро-
вень экспрессии гена M-csf обнаружен во фрак-
циях Ф-3 и Ф-4, что, вероятно, связано с высо-
ким содержанием в этих фракциях нейтрофилов 
(табл. 2), активно продуцирующих данный цито-
кин [6]. 

В качестве гена, связанного с синтезом струк-
турных белков клетки, нами была исследована 
экспрессия нуклеопорина (Nup153). Данный бе-
лок входит в состав комплекса ядерной поры, 
которая участвует в контроле транспорта мо-
лекул между ядром и цитоплазмой. Известно, 
что NUP153 участвует в транспорте мРНК и его 
экспрессия зависит от фаз клеточного цикла [8]. 
Максимальный уровень экспрессии гена нукле-
опорина так же, как и цитокинов, нами выявлен 
во фракциях «тяжелых» клеток (Ф-6) (рис.  1). 
Обнаруженный факт, вероятно, связан с высо-
кой метаболической активностью этих клеток, 
основной функциональной ролью которых явля-
ется синтез и секреция регуляторных цитокинов. 
В целом, хотя паттерны экспрессии исследован-
ных генов во фракциях клеток не совпадали, наи-
более высокий их уровень обнаружен в «тяжелых» 
фракциях клеток, обогащенных макрофагами, 
мегакариоцитами, ретикулярными и тучными 
клетками. 

Заключение
Использование противоточного центрифуги-

рования для фракционирования клеток КМ по-
зволяет эффективно отделить «легкую» фракцию 
лимфоцитов и эритроцитов от основной массы 
клеток КМ. Данный метод может быть исполь-
зован при аллогенной трансплантации клеток 
КМ для снижения риска развития острой реак-
ции «трансплантат против хозяина», связанной 
с иммунологическим конфликтом между до-
норскими лимфоцитами и клетками реципиен-
та  [10]. Другим важным преимуществом метода 
является возможность получить фракции «тяже-
лых» клеток с высокой экспрессией генов цито-
кинов, обладающих регуляторным действием на 
клетки не только КМ, но и других органов и тка-
ней. Известно, что TNFα оказывает регулятор-
ное действие на клеточный цикл в гепатоцитах 
и ускоряет регенерацию печени  [15], GM-CSF 
стимулирует пролиферацию эндотелиальных кле
ток  [4], Epo оказывает прямое нейропротектор-
ное действие  [3], а подкожное введение мышам 
с инфарктом миокарда SCF повышает их выжи-
ваемость и стимулирует регенерацию миокар-
да  [16]. С учетом полученных результатов, авто-
рами планируется проведение экспериментов 
на совместных культурах фракций клеток КМ с 
различными типами клеток (гепатоциты, фибро-
бласты, нервные клетки и др.). Данный подход 
позволит выявить фракции клеток КМ с наибо-
лее выраженным регенеративным потенциалом 
с целью их использования в клеточной терапии 
для стимуляции восстановительных процессов в 
органах и тканях.
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