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РЕЗЮМЕ: Мезенхимальные стволовые клетки (МСК) имеют широкий спектр возмож-
ности применения в медицине, при этом их источником традиционно является костный 
мозг. В настоящей статье рассматриваются свойства стволовых клеток, полученных из 
пульпы зуба, оценивается их иммунофенотипическое соответствие клеткам из костного 
мозга. Фенотипирование клеток проводили методом проточной цитометрии с помощью 
специфических маркеров экспрессии поверхностных антигенов, которые подтверждали 
соответствие фенотипа исследуемых клеток культурам МСК. Оценивается также способ-
ность к хондрогенной и остеогенной дифференцировке в условиях in vitro с последующей 
окраской для подтверждения ее успешного завершения. В результате проведенного имму-
ноцитохимического исследования на экспрессию поверхностных маркерных белков CD90, 
CD105, CD73, CD44, CD45, CD14, CD117, CD34 было подтверждено соответствие фенотипа 
исследуемых клеток культурам МСК. Экспрессия CD34, CD45, характерная для гемопоэ-
тических стволовых клеток, в исследуемых культурах не наблюдалась. Дифференциров-
ку клеток одной из проб запустили в ростовых средах в культуральном шестилуночном 
планшете и культивировали в течение 21 дня; на 22-й день оценивали дифференцировку 
клеток. Для выявления хондрогенной дифференцировки клетки окрашивали альциановым 
синим, а для остеогенной дифференцировки — ализариновым красным, что по специфи-
ческой окраске позволяло визуализировать соответствующие структуры и подтверждать 
процессы клеточной дифференцировки. По результатам морфологического исследования 
стволовые клетки, содержащиеся в пульпе зуба, соответствуют по морфологии и иммуно-
фенотипу МСК, полученным из костного мозга и пупочного канатика. МСК, полученные 
из пульпы зуба, перспективно использовать в травматологии, челюстно-лицевой хирур-
гии, стоматологии, а также при лечении термических поражений и различных заболевани-
ях (болезнь Паркинсона, болезнь Альцгеймера, сахарный диабет 1-го типа и т.д.), при этом 
стволовые клетки можно выделять не только из пульпы молочных зубов, но и из пульпы 
постоянных при экстракции зуба по показаниям ортодонта. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: стволовые клетки; пульпа зуба; проточная цитометрия; 
иммунофенотип; дифференцировка.
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ABSTRACT: Mesenchymal stem cells have a wide range of applications in medicine; 
traditionally, bone marrow is their source. This article discusses the properties of stem cells 
derived from tooth pulp, evaluates their immunophenotypic correspondence to cells from bone 
marrow. The methods are a cytometer study of the expression of surface antigens that confirm 
the phenotype of the studied cells according to the cultures of mesenchymal stem cells, the 
ability to chondrogenic and osteogenic differentiation in vitro is also evaluated, followed by 
staining to confirm its successful completion. As a result of an immunocytochemical study on 
the expression of surface marker proteins CD90, CD105, CD73, CD44, CD45, CD14, CD117, 
CD34, the phenotype of the studied cells was confirmed to correspond to mesenchymal stem cell 
cultures. Expression of CD34, CD45, characteristic of hematopoietic stem cells, was not observed 
in the studied cultures. The differentiation of the cells of one of the samples was started in growth 
media in a culture 6 well plate and cultured for 21 days. On day 22, differentiation was evaluated. 
To detect chondrogenic differentiation, cells were stained with Alcian blue, and for osteogenic 
differentiation, they were stained with Alizarin red, which stained the corresponding structures, 
which confirmed the successful differentiation. Thus, the stem cells contained in the pulp of 
the tooth correspond according to the morphology and immunophenotype of MSCs from the 
bone marrow and umbilical cord. That confirms the possibility of their use on a par with MSCs 
from other sources. MSCs from tooth pulp can be used in traumatology, maxillofacial surgery, 
dentistry, as well as in the treatment of burn wounds and various diseases (Parkinson’s disease, 
Alzheimer’s disease, diabetes mellitus, etc.). Stem cells can be isolated not only from the pulp 
of deciduous teeth, but also from the pulp of constants during tooth extraction according to the 
indications of the orthodontist.
KEY WORDS: stem cells; tooth pulp; fl ow cytometry; immunophenotype; differentiation.

дования этих клеток. Традиционно основным 
источником МСК является костный мозг, но в 
настоящее время метод получения стволовых 
клеток из альтернативных источников приоб-
ретает популярность [2, 6, 10]. Выделенные 
МСК из пульпы зуба также можно применять 
при лечении разных заболеваний и патологий. 

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Изучение свойств стволовых клеток, полу-
ченных из пульпы зуба, и сравнение их с ме-
зенхимальными стволовыми клетками, полу-
ченными из других источников.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалом для нашего исследования по-
служили МСК из пульпы молочного зуба, пре-
доставленные Покровским банком стволовых 
клеток. Перед началом исследования клетки 
культивировали в стандартных условиях, ме-
няя культуральную среду раз в три дня. Затем 
запустили хондрогенную и остеогенную диф-
ференцировку клеток одной из проб в росто-

ВВЕДЕНИЕ

Мезенхимальные стволовые клетки 
(МСК) — это клетки, являющиеся предше-
ственниками целого ряда клеток различных 
тканей. Они содержатся в костном мозге, жи-
ровой ткани, а также в зубной пульпе. Зубная 
пульпа — это ткань, формирующая внутрен-
нюю структуру зуба; в ней содержатся ство-
ловые клетки, которые могут дифференциро-
ваться в клетки жировой, костной, мышечной, 
хрящевой и нервной тканей. Наличие этого 
свойства у МСК нашло применение в меди-
цине при лечении разных заболеваний и па-
тологий (сахарный диабет 1-го типа, цирроз 
печени, травмы, ортопедические патологии 
и т.д.), а также в реконструктивной хирургии 
и трансплантологии. Такой широкий спектр 
применения МКС обусловлен их способно-
стью подавлять воспалительные процессы, 
усиливать пролиферацию клеток в месте 
трансплантации, стимулировать рост сосу-
дов. Важным преимуществом данных клеток 
является возможность их культивирования in 
vitro, что позволяет значительно увеличивать 
их количество и дает возможности для иссле-
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вых средах в культуральном шестилуночном 
планшете и культивировали в течение 21 дня. 
На 22-й день дифференцировку оценили.

Выявление дифференцировки. Непосред-
ственно перед исследованием клетки зафик-
сировали 4% параформальдегидом в течение 
10 минут. После этого клетки отмывали PBS 
2 раза. Для выявления хондрогенной диффе-
ренцировки клетки окрашивали альциановым 
синим, а для остеогенной дифференциров-
ки — ализариновым красным. Инкубация по-
сле окрашивания длилась 45 минут при тем-
пературе +4 °С. Затем клетки промыли водой 
2 раза и оставили в водном растворе для ана-
лиза. Окрашенные клетки просматривали на 
инвертированном световом микроскопе.

Проточная цитофлуориметрия. Принцип 
метода проточной цитометрии основан на ре-
гистрации флюоресценции и светорассеяния 
от каждой отдельно взятой клетки в клеточ-
ной суспензии. Клетки одна за другой прохо-
дят через тонкий капилляр, облучаются лазер-
ным лучом, при этом регистрируется флюо-
ресценция и рассеянное лазерное излучение 
каждой клетки. Полученный сигнал передает-
ся на компьютер, обрабатывается, и получен-
ные данные отображаются в виде различных 
графиков и гистограмм [1].

Отдельная проба клеток была использо-
вана для анализа на проточном цитометре. 
В культуральный матрац добавили трипсин 
для смыва клеток с твердой подложки в су-
спензию. Затем клетки отмыли от трипсина с 
помощью PBS. Пробу разделили на три про-
бирки, в полученную суспензию клеток вно-
сили моноколональные антитела, меченные 
флуоресцентными красителями: флуоресцеи-
ном–изотиоционатом (FITC), фикоэритрином 
(PE), фикоэритрином–цианином 5 (PC 5), фико-
эритрином–цианином 7 (PC 7). Для выявления 
жизнеспособности клеток пробу окрашивали 
пропидия йодидом (PI). Затем потребовалась 
инкубация клеток в темноте после окрашива-
ния в течение 20 минут. Далее в каждую пробу 
внесли по 4 мл PBS и вортексировали. Пробир-
ки центрифугировали в течение 7 минут. Сли-
вали супернатант и доводили PBS до 200 мкл. 
Исследование выполняли на проточном цито-
флуориметре FC 500 (Beckman Coulter, USA).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Результаты дифференцировки клеток
В результате окрашивания клеток альциа-

новым синим (хондрогенная дифференциров-
ка) и ализариновым красным (остеогенная 

дифференцировка) в соответствующих лун-
ках культурального планшета визуализирова-
ны соответствующие клеточные структуры, 
что подтверждало успешную хондрогенную 
и остеогенную дифференцировку МСК, выде-
ленных из пульпы зуба (рис. 1–3).
Результаты проточной цитометрии

Исследование выполняли на проточном 
цитофлуориметре FC 500 (Beckman Coulter, 
USA) на базе Покровского банка стволовых 
клеток. Уровень жизнеспособности исследуе-

Рис. 1. Нативная культура МСК из пульпы молочного 
зуба (микрофотография, без окраски, ×80)

Fig. 1. The native culture of MSCs from the pulp of a milk 
tooth (microphotography, unpainted, ×80)

Неокрашенные стволовые клетки

Рис. 2. Хондрогенная дифференцировка. Альциановый 
синий связывается с мукополисахаридами (микро-
фотография, окраска альциановым синим, ×80)

Fig. 2. Chondrogenic differentiation. Alcian blue binds to 
mucopolysaccharides (microphotography, alcian 
blue, ×80)

Альциановый синий связывается с мукополисахаридами
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мого образца довольно высокий и составляет 
более 95% живых клеток (рис. 4).

Полученные культуры клеток были иссле-
дованы на экспрессию поверхностных маркер-
ных белков CD90, CD105, CD73, CD44,CD45, 
CD14, CD117, CD34.

Экспрессия CD34, CD45, характерная для 
гемопоэтических стволовых клеток, в иссле-
дуемых культурах не наблюдалась (рис. 5, 6).

Экспрессия CD14 присутствует в незначи-
тельном количестве (3,5%) (рис. 7). 

Экспрессия CD117, характерная для опухо-
левых клеток, также отсутствовала в исследу-
емых образцах (рис. 8).

Рис. 3. Остеогенная дифференцировка. Ализариновый 
красный связывается с центрами кальцификации 
(микрофотография, окраска ализариновым крас-
ным, ×80)

Fig. 3. Osteogenic differentiation. Alizarin red binds to 
calcification centers (microphotography, alizarin 
red, ×80)

Ализариновый красный связывается с центрами кальцификации

Рис. 4. Жизнеспособность клеток составила более 95%. 
Для выявления жизнеспособности клеток пробу 
окрашивали пропидия йодидом

Fig. 4. Cell viability was over 95%. To identify cell viability, 
the sample was stained with propidium iodide

Рис. 5. Экспрессия CD34
Fig. 5. Expression of CD34

Рис. 6. Экспрессия CD45
Fig. 6. Expression of CD45

Рис. 7. Экспрессия CD14
Fig. 7. Expression of CD14
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Экспрессия CD90, CD105, CD73, CD44 
характеризуется высоким уровнем в иссле-
дуемых клетках. CD90, CD105, CD73, CD44 
являются поверхностными белками муль-
типотентных клеток мезенхимального ряда 
(рис. 9–12). 

Их уровень экспрессии соответствует МСК 
из костного мозга и пупочного канатика. 

Таким образом, в результате проведенного 
иммуноцитохимического исследования было 
подтверждено соответствие фенотипа иссле-
дуемых клеток культурам МСК.

Окрашивание подтвердило успешную 
хондрогенную и остеогенную дифференци-
ровку.

Исследованием на цитометре подтвержде-
но соответствие фенотипа исследуемых кле-
ток культурам МСК.

Рис. 8. Экспрессия CD117
Fig. 8. Expression of CD17

Рис. 9. Экспрессия CD44
Fig. 9. Expression of CD44

Рис. 10. Экспрессия CD73
Fig. 10. Expression of CD73

Рис. 11. Экспрессия CD90
Fig. 11. Expression of CD90

Рис. 12. Экспрессия CD105
Fig. 12. Expression of CD105
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ВЫВОДЫ

Стволовые клетки, содержащиеся в пуль-
пе зуба, соответствуют по морфологии и 
иммунофенотипу МСК из костного мозга и 
пупочного канатика. Таким образом, это под-
тверждает возможность их использования на-
равне с МСК из других источников.

Следовательно, МСК из пульпы зуба могут 
применяться в травматологии, челюстно-ли-
цевой хирургии, стоматологии, лечении ожо-
говых ран и при лечении других различных 
заболеваний (болезнь Паркинсона, болезнь 
Альцгеймера, сахарный диабет 1-го типа 
и т.д.) [5–9]. 

Стволовые клетки можно выделить не 
только из пульпы молочных зубов, но также 
и из пульпы постоянных при удалении зуба 
по показаниям ортодонта. Такие стволовые 
клетки можно заготавливать во время сме-
ны молочных зубов (или при удалении зуба) 
и хранить в криобанке для дальнейшего ис-
пользования. Заготовленные клетки подойдут 
не только «хозяину» зуба, но и всем его род-
ственникам. [3, 4]. 
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