
47

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy 1'2017  ТОм 16    vol. 16

Оригинальные статьи

ХарактериСтика СтволовыХ клеток  
коСтноГо моЗГа ПаЦиентов С оСлоЖненным 

СаХарным диаБетом

л. П. николаева1, д. в. черданцев1, к. С. титов2, 3

1 ГБОУ ВПО «Красноярский государственный медицинский университет им. проф. В. Ф. Войно-Ясенецкого»  
Минздрава России; Россия, 660077 Красноярск, ул. П. Железняка, 1;  

2 ГБУЗ «Московский клинический научный центр Департамента здравоохранения г. Москвы»;  
Россия, 111123 Москва, ш. Энтузиастов, 86; 

3 ФГБОУ «ВО РНИМУ им. Н.И. Пирогова» Минздрава России;117997 Москва, ул. Островитянова, 1

Контакты: Людмила Петровна Николаева lpnikolaeva@yandex.ru

Введение. Увеличение численности больных с сахарным диабетом и большое количество ампутаций нижних конечностей 
заставляет искать новые методы лечения данных пациентов.
Материалы и методы. В исследование включено 17 пациентов с осложненной формой сахарного диабета. У пациентов ис-
следовался костный мозг сразу же после ампутации нижней конечности. В лаборатории определяли количество гемопоэти-
ческих и мезенхимальных стволовых клеток с использованием специфических маркеров. Проводилась иммуногистохимическая 
оценка всех образцов костного мозга.
Результаты и заключение. Полученные данные показывают биологическую ценность костного мозга, удаляемого при ампу-
тации нижней конечности пациента с осложненным сахарным диабетом. Простота получения костного мозга делает эту 
процедуру доступной в хирургической практике. Гемопоэтические и мезенхимальные стволовые клетки можно использовать 
в аутологичной клеточной терапии для пациента.
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Introduction. An increase in patients with diabetes and a large number of amputations of limbs make the search for new treatments 
for these patients.
Materials and methods. The study included 17 patients with complicated forms of diabetes. Patients were studied in the bone marrow 
immediately after surgery – the amputation of the limb. The number of hematopoietic stem cells and mesenchymal stem cells using specific 
markers were determined in the laboratory. The immunohistochemical characteristics of bone marrow were carried out for all samples.
Results and conclusion. The obtained results indicate the biological value of bone marrow removed with amputation of the lower limb of the pa-
tient with complicated diabetes mellitus. The ease of obtaining bone marrow makes the procedure approachable in surgical practice. The pres-
ence of hematopoietic and mesenchymal stem cells provides the opportunity to use them in autologous cell therapy for patient.
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Введение
По данным статистических исследований, каждые 

10–15 лет число заболевающих сахарным диабетом 
удваивается. Примерно 40–60 % всех нетравматиче-
ских ампутаций нижних конечностей проводится 
у больных с осложненным сахарным диабетом [1, 2]. 
Спустя 15–20 лет после начала болезни у 80 % боль-

ных сахарным диабетом ампутируются одна или обе 
нижние конечности [3]. В 40 % наблюдений после 
первой ампутации на уровне бедра или голени больные 
теряют подвижность и могут передвигаться только 
в пределах дома. С увеличением возраста больных 
прослеживается тенденция увеличения доли боль-
ших ампутаций: так, у лиц в возрасте от 65 до 74 лет 
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ампутации голени и бедра составляют 32 и 18 %, у лиц 
старше 75 лет – 34 и 28 % соответственно [4]. Уровень 
ампутации определяет летальность. Высокие ампу-
тации приводят к ограничению социальной адапта-
ции пациентов, существенно сокращают продолжи-
тельность жизни больных в результате поражения 
контралатеральной конечности и присоединения 
различного рода осложнений [5]. Нижняя конеч-
ность, удаляемая во время вынужденной ампута-
ции, – важное депо костного мозга: в полости бе-
дренной кости находится около 25 % всего костного 
мозга. Важной особенностью костного мозга являет-
ся одновременная принадлежность 2 регуляторным 
системам организма – системе крови и иммунной 
системе, клетки которых участвуют в обеспечении 
адаптивных реакций [6]. В настоящее время доказа-
но, что восстановление поврежденного органа про-
исходит не только за счет активации органных реги-
онарных стволовых клеток, но и за счет миграции 
мезенхимальных стволовых клеток из других орга-
нов, прежде всего из костного мозга, в зону повреж-
дения. При ампутации конечности иммунная система 
сокращена на четверть, и то, как долго сохранится 
созданный иммунодефицит, зависит от индивидуаль-
ных особенностей пациента [7]. Во время вынужден-
ной ампутации конечности важно снизить потери 
костного мозга.

Применение тканевых и клеточных технологий 
уже вышло из разряда доклинических исследований. 
Ближайшая задача биомедицинских исследований 
в этой области – применение инновационных кле-
точных технологий [8]. Большинство известных 
технологий забора костного мозга у живых лиц 
для последующей трансплантации ткани костного 
мозга [9] или выделенного концентрата стволовых 
клеток предполагает использование методик инва-
зивной трепанобиопсии [10]. Впервые мезенхималь-
ные стволовые клетки были обнаружены именно 
в костном мозге [11]. В последние годы во всем мире 
началось интенсивное изучение стволовых клеток 
из различных источников. Стволовые клетки можно 
использовать при многих заболеваниях, в том числе 
при сахарном диабете. Аутологичные стволовые 
клетки, полученные из костного мозга, применяют-
ся для лечения заболеваний сердца [12]. Цель лече-
ния сахарного диабета – предупреждение его ослож-
нений, снижение уровня вводимого инсулина 
и нормализация уровня глюкозы в крови [13]. Уже 
проводятся пилотные исследования по применению 
аллогенных мезенхимальных стволовых клеток при 
сахарном диабете [14]. Стволовые клетки, получен-
ные из ампутированной конечности, можно исполь-
зовать для конкретного больного с целью улучшить 
качество его жизни и обеспечить профилактику 
дальнейших осложнений сахарного диабета.

Цель исследования – количественный и качест-
венный анализ мезенхимальных и гемопоэтических 
стволовых клеток в образцах костного мозга ампути-
рованных конечностей у пациентов с осложненным 
сахарным диабетом.

Материалы и методы
В исследование включено 17 больных диабетом 

2-го типа, осложненного синдромом диабетической 
стопы. Возраст пациентов – 55–65 лет. Исследуемые 
образцы костного мозга получали сразу же после 
ампутации нижней конечности. В операционной 
извлекали костный мозг из бедренной кости в сте-
рильную пробирку, которую транспортировали в ла-
бораторию.

Для анализа проходят следующие этапы:
• гомогенизация и разведение образца;
• очистка клеток костного мозга от конгломератов 

клеток и жировой ткани;
• анализ образцов для определения количества ме-

зенхимальных стволовых клеток костного мозга;
• анализ образцов для определения количества ге-

мопоэтических стволовых клеток костного мозга.
Для разрушения конгломератов клеток и перево-

да клеток в суспензионное состояние костный мозг 
подвергался мягкому гомогенизированию с добавле-
нием фосфатного буфера. Удаление конгломератов 
клеток и жировой ткани проводили посредством 
отстаивания образца в течение 10 мин, при этом жир 
костного мозга поднимался в верхний слой. Не за-
трагивая верхний слой, в новую пробирку отбирали 
нижнюю фазу, содержащую ядерные клетки костно-
го мозга, и 2 раза отмывали центрифугированием 
при 400g в течение 5 мин в фосфатном буфере. Оса-
док клеток ресуспендировали в 300 мкл фосфатного 
буфера, их количество подсчитывали в камере Горя-
ева. Суспензию клеток разводили фосфатным буфе-
ром до концентрации 1 × 107 клеток/мл.

Для количественного определения гемопоэтиче-
ских и мезенхимальных стволовых клеток костного 
мозга использовали пробирки BD Trucount™ Tubes 
для подсчета абсолютного количества лейкоцитов.

Для определения количества гемопоэтических ство-
ловых клеток костного мозга анализ образцов про-
водили согласно рекомендации фирмы-производи-
теля BD Biosciences. Гемопоэтические стволовые 
клетки должны быть положительными по маркерам 
CD34, CD90, CD49f. Для составления панели антител 
были использованы конъюгаты антител, рекомендо-
ванные фирмой-производителем BD Biosciences. 
Анализ выполняли на проточном цитофлуориметре 
BD FACSCanto II (рис. 1).

Проведено гейтирование мезенхимальных ство-
ловых клеток по положительной экспрессии CD90, 
CD105, CD73 и отрицательной – CD34, CD11b, 
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CD19, CD45 и HLA-DR. Клетки были анализирова-
ны на проточном цитофлуориметре с использовани-
ем набора Human MSC Analysis Kit (BD Biosciences).

Согласно рекомендациям Международного об-
щества клеточной терапии, мезенхимальные клетки 
костного мозга должны быть положительными по мар-
керам CD73, CD90, CD105 и отрицательными по CD34, 
CD45, CD14 или CD11b, CD19 или CD79б, и HLA-DR. 
Для определения количества мезенхимальных клеток 
костного мозга использовали набор Human MSC 
Analysis Kit (BD Biosciences). Набор содержит конъ-
югированные антитела к маркерам мезенхимальных 
стволовых клеток (FITC CD90, PerCP-Су5.5 CD105 
и APC CD73) и смесь антител отрицательного кон-
троля (PE CD45, PE CD34, PE CD11b, PE CD19 и РЕ 
HLA-DR).

Результаты
Исследовано 15 образцов костного мозга паци-

ентов, перенесших ампутацию нижней конечности 
по поводу осложненного течения сахарного диабета. 
Количество полученного костного мозга зависит 
от уровня ампутации, который определялся индиви-
дуально [9]. Наибольшее количество костного мозга 
(до 200–250 мл) получали при ампутации конечности 
на уровне верхней трети бедра. Количество клеток 
в костном мозге зависит от количества костного 
мозга и составляло примерно от 0,5 до 75,0 млн кле-
ток. Содержание мезенхимальных стволовые клетки 
костного мозга составляло от 0,3 до 0,9 %, гемопоэ-
тических стволовых клеток костного мозга – от 0,01 
до 0,8 %. В среднем содержание мезенхимальных 
и гемопоэтических клеток в костном мозге ампути-
рованной конечности одинаково, незначительно 

преобладают мезенхимальные клетки. Стоит отме-
тить, что содержание стволовых клеток в костном 
мозге бедренной кости не зависит от возраста. Срав-
нение количества стволовых клеток в костном мозге 
у больных пожилого возраста и молодых пациентов, 
когда ампутация конечности проводилась вследствие 
травматического повреждения конечности и невоз-
можности ее сохранить, показало отсутствие боль-
шого отличия.

Иммуногистохимическая характеристика  
костного мозга
При проведении иммуногистохимического ана-

лиза костного мозга трубчатых костей было установ-
лено, что клеточность костного мозга составляет в сред-
нем от 50 до 80 % в различных участках. В участках 
клеточного строения костного мозга определяются 
клетки реактивного окружения, представленные 
расположенными вблизи капилляров гистиоцитами, 
эозинофилами, плазматическими клетками, единич-
ными тучными клетками. Иммуногистоархитекто-
ника костного мозга сохранена.

Определяются многочисленные клетки грануло-
поэза различной степени зрелости со смещением 
в сторону незрелых промежуточных форм. Клетки 
эритропоэза представлены небольшими скоплениями 
эритробластов, формирующих эритропоэтические 
островки, состоящие из различных клеточных форм; 
в составе части скоплений определяются клетки ма-
крофагального ряда. Мегакариоциты имеют морфо-
логию зрелых клеток, распределены в центральных 
отделах костномозговых ячеек, часто вблизи сосудов 
синусоидного типа, без формирования кластеров. 
Лимфоидные элементы распределены диффузно, 

рис. 1. Определение мезенхимальных стволовых клеток
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не формируют скоплений и агрегатов, имеют морфо-
логию типа малого лимфоцита. Сосуды синусоидного 
типа содержат дифференцированные клеточные формы. 
При иммуногистохимическом исследовании в образ-
цах определяются экспрессирующие CD34 клетки 
с мононуклеарной морфологией, распределенные 
дискретно, без кластерообразования. При 400-крат-
ном увеличении в костном мозге бедренной кости 
число CD34+ клеток составляет в среднем 6–8 клеток 
в поле зрения (рис. 2), в костном мозге подвздошной 
кости – в среднем 3–4 клетки в поле зрения.

Заключение
Полученные данные показывают биологическую 

ценность костного мозга, удаляемого при ампутации 
нижней конечности у пациента с осложненным са-
харным диабетом. Благодаря простоте получение 
костного мозга доступно в хирургической практике. 
Гемопоэтические и мезенхимальные стволовые клет-
ки можно использовать в аутологичной клеточной 
терапии пациента. Клеточные технологии развивают-
ся стремительно и возможности применения стволо-
вых клеток костного мозга при различных заболева-
ниях, в том числе для аллогенной клеточной терапии, 

рис. 2. Иммуногистохимическое исследование костного мозга бедренной 
кости с антителами к CD34 с окрашиванием гематоксилином, × 400

расширяются очень быстро. В хирургической прак-
тике клеточная терапия становится реальной.
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