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Количественная и качественная оценка 
стволовых клеток кадаверного костного мозга

В.Б. Хватов, Н.В. Боровкова, Е.Г. Колокольчикова, О.И. Конюшко, 
Н.А. Колтовой, И.Н. Пономарев, М.Г. Минина, А.С. Перцев, М.Ш. Хубутия

НИИ скорой помощи им. Н.В. Склифосовского, Москва

Quantitative and qualitative assessment of cadaver bone marrow stem cells

V.B. Khvatov, N.V. Borovkova, E.G. Kolokolchikova, O.I. Konyushko, 
N.A. Koltovoy, I.N. Ponomarev, M.G. Minina, A.S. Pertsev, M.Sh. Khubutia 

N.V. Sklifosovsky Research Institute of Emergency Care, Moscow

Stem cell transplantation is a major tool of modern renegerative medicine. Stem cells can be obtained from the bone marrow (BM) of dead

subjects. 

Objective: to provide a morphofunctional characterization of the cells obtained from the bone marrow of dead donor tissues by aspiration

methods. 

Materials and methods. BM samples were taken from 17 adult cadaver subjects, who had suddenly died from myocardial infarction or

pulmonary artery embolism, not later than 6 hours after sudden death. BM was simultaneously taken (from the iliac bones on different

sides) in 10 donors by aspiration and aspiration-washing methods within an hour. In 7 donors, BM sampling was made by the aspira-

tion method (for 30 min) and then by the aspiration-washing (Valeri Borisovich khvatov khvatov@yandex.ru) method (for the following

30 min). 

Results. The count of CD45lowCD34+-cells obtained by the aspiration and aspiration-washing methods for taking BM differs insignificantly. The

morphological pattern of the BM taken from live donors and cadavers is similar. When the aspiration and aspiration-washing methods are con-

currently used, the total yield of viable hematopoietic stem cells averaged 99.8±25.0 × 106 cells. 

Conclusion. BM sampling from donor tissues in the first 6 hours of death yields viable, functionally active hematopoietic stem cells. Both the

aspiration method and the aspiration-washing one may be used to sample BM from dead donor tissues. The successive use of aspiration and

aspiration-washing is most efficacious. This combination of the methods enables one to obtain a BM suspension containing the therapeutic dose

of hematopoietic stem cells. 

Key words: donor tissues, hematopoietic stem cells, bone marrow, morphological study, immunological study. 
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Введение
В трансфузионной медицине можно выделить не-

сколько взаимосвязанных научно-практических направ-

лений: компонентная гемотерапия, экстракорпоральная

гемокоррекция, аутогемотрансфузионное пособие, «ко-

личественная» трансфузиология и клеточные технологии

[1—3]. При этом ведущую роль в хирургической практике

отводят трансплантационной составляющей — пересадке

тканей и клеток [4—6], исключительно перспективной

для репаративной медицины. Значимость пересадки тка-

ней и клеток для восстановления и воссоздания у челове-

ка искусственных органов взамен больных или утрачен-

ных определена Приказом Министра здравоохранения

Российской Федерации № 325 от 25.07.2003 г. «О разви-

тии клеточных технологий в Российской Федерации».

Клетки являются универсальным стабильным модулем

для любых клеточных реконструкций, что позволяет соз-

дать устойчивые ростки новой здоровой ткани в больных

органах. Клеточная трансплантология предполагает вве-

дение клеток в больной организм для его лечения. Она

может проводиться для замещения нефункционирующей

или дефектной ткани или клеточной популяции, для сти-

муляции собственных стволовых клеток организма и уси-

ления репаративной регенерации и даже для адресной

доставки лекарственных средств, генетических конструк-

ций и биомолекул. Трансплантация клеток служит основ-

ным инструментом современной регенеративной меди-

цины и включает следующие последовательные этапы:

выделение клеток из ткани, их очистку, фракционирова-

ние, культивирование, ген-модификацию и т. п., введе-

ние в организм реципиента.

В гематологии эффективно используют трансплан-

тацию костного мозга (КМ). В последние годы клетки-

предшественники все чаще применяют в терапии раз-

личных заболеваний в травматологии, сосудистой хи-

рургии, иммунологии и других областях медицины [7—

9]. КМ получают у добровольцев путем аспирации из

крыла подвздошной кости или грудины под общим

обезболиванием. 

Другим источником стволовых клеток служит пупо-

винная кровь. Однако доза заготавливаемых клеток, как

при заборе КМ у живого донора, так и при использова-

нии пуповины, ограничена. Большой объем стволовых

клеток можно получить из кадаверного КМ [10].

В настоящее время разработан

ряд методов получения КМ от умер-

ших доноров тканей и органов, осно-

ванных на двух различных принци-

пах: сепарации из фрагментирован-

ных костей, предварительно извле-

ченных из тела донора, или аспира-

ции КМ из кости без ее извлечения.

Недостатки методов, в основе кото-

рых лежит предварительная фраг-

ментация кости, — это трудоемкость

и значительная продолжительность

процедуры, травматизация клеток

КМ, контакт полученного костного

мозга с окружающей средой. Недо-

статки аспирационных методов по-

лучения КМ связаны с отсутствием

у умерших доноров давления в кро-

веносном русле и необходимостью создания большого

разрежения в аспирационной системе для адекватной ас-

пирации КМ. 

Целью настоящего исследования явилась морфо-

функциональная характеристика клеток, получаемых

из КМ умерших доноров тканей аспирационными ме-

тодами.

Материал и методы
Исследование проведено с включением материала от

17 доноров тканей на базе отделения консервирования

тканей НИИ скорой помощи им. Н.В. Склифосовского.

Причиной внезапной остановки сердца были инфаркт

миокарда (7 случаев) и тромбоэмболия легочной артерии

(10 случаев). Возраст умерших варьировал от 46 до 65 лет.

Забор КМ осуществлялся не позднее 6 ч от момента вне-

запной смерти. Заготовка КМ проводилась одновремен-

но, из симметричных участков крыльев подвздошных ко-

стей с одной стороны аспирационным, с другой — аспи-

рационно-вымывным методом [11, 12]. Простая аспира-

ция проводилась через 1 или 2 троакара. Для аспирации

с вымыванием использовались 2 троакара: по одному вво-

дился перфузирующий раствор, по второму проводилась

аспирация. Для перфузии использовали раствор NaCl

0,9% с добавлением гепарина (1000 МЕ на 450 мл раство-

ра) либо раствор Рингера. Для адекватной аспирации КМ

в системе для сбора КМ создавалось рабочее разрежение

0,6—0,7 атмосфер. Длительность процедуры составляла

в среднем 60 мин.

В течение 4,0±0,3 ч от момента заготовки полученный

биоматериал обследовался. Концентрацию лейкоцитов

в образце КМ определяли на гематологическом анализато-

ре. Содержание стволовых гемопоэтических клеток оцени-

вали с помощью моноклональных антител CD45 и CD34 на

проточном цитометре. Для оценки жизнеспособности кле-

ток применяли ДНК-специфический краситель 7-(амино)-

актиномицин D (7AAD). Морфологическое исследование

клеток КМ проводили в мазках, окрашенных азур-эозином

по Романовскому.

Из полученного КМ магнитной сепарацией (с помо-

щью набора Dynal CD34 progenitor cell selection system)

выделяли гемопоэтические стволовые клетки. Выделен-

ную фракцию гемопоэтических стволовых клеток

помещали в пластиковые флаконы (Nunc, Дания) и пло-

щадью ростовой поверхности 25 см2. Для культивирова-

Таблица 1. С р а в н и т е л ь н а я  х а р а к т е р и с т и к а  
в з в е с и  К М ,  п о л у ч е н н о й  а с п и р а ц и о н н ы м  
и а с п и р а ц и о н н о - в ы м ы в н ы м  м е т о д о м

Показатель
Метод

аспирация, Х±m аспирация с вымыванием, Х±m
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Объем КМ взвеси, мл 137,5±38,3 270,0±49,8*

Концентрация лейкоцитов, × 109/л 36,1±6,4 20,8±4,4

Общее количество лейкоцитов 3,5±0,7 4,1±0,7
в КМ-взвеси, × 109 клеток

Содержание CD45lowCD34+-клеток, % 0,69±0,10 0,76±0,08

Общее количество полученных 26,0±6,7 32,2±6,9
CD45lowCD34+-клеток, × 106 клеток

*р<0,05.
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ния клеток использовали среду ДМЕМ рН 7,2 (произ-

водство ГУ ИПВЭ им. М.П. Чумакова РАМН) с добавле-

нием 20% сыворотки эмбрионов крупного рогатого ско-

та («БиолоТ», Россия). Смену среды проводили ежене-

дельно.

Статистическую обработку результатов проводили на

ЭВМ с помощью программы SPSS методами описатель-

ной статистики и Т-теста для сравнения независимых

выборок.

Результаты и обсуждение
Результаты исследования образцов КМ, полученных

аспирационным и аспирационно-вымывным методами,

отражены в табл. 1. Несмотря на то что объем взвеси

КМ, получаемой при аспирационно-вымывном методе,

вдвое превышает объем взвеси КМ, получаемой при ас-

пирации, общее количество CD45lowCD34+-клеток раз-

личается несущественно. В 2 случаях объем взвеси КМ,

полученный аспирационным методом в течение 60 мин,

составил менее 25 мл при концентрации клеток до 78,0 ×
109/л, что, возможно, было связано с внутрисосудистым

свертыванием крови.

Установлено, что большую часть объема взвеси КМ

при классической аспирации получали за первые 30 мин,

в остальное время поступление аспирата по каналам бы-

ло незначительным. В связи с этим проведены 7 экспе-

риментов, в которых в течение 30 мин проводилась клас-

сическая аспирация из крыльев подвздошной кости

с обеих сторон через 4 троакара. Далее она переводилась

на аспирацию с вымыванием путем выключения одного

из каналов из аспирации и подведением через него пер-

фузионного раствора. В табл. 2 представлены результаты

забора КМ, полученные при комбинации классической

аспирации из 2 троакаров (30 мин) с последующей аспи-

рацией с вымыванием (30 мин). Общий выход жизнеспо-

собных гемопоэтических стволовых клеток при исполь-

зовании комбинации классического аспирационного

метода с аспирационно-вымывным составил в среднем

99,8±25,0 × 106 клеток и был сопоставим с терапевтиче-

ской дозой, применяемой при клеточной терапии у гема-

тологических больных (1—2 × 106/кг).

Среднее содержание жизнеспособных клеток во взвеси

КМ, полученной классическим аспирационным методом,

составило 88,2±4,0%, а аспирационно-вымывным —

72,4±7,3%.

При цитологическом исследовании КМ в мазках, ок-

рашенных азур-эозином по Романовскому, наблюдали

большое количество эритроцитов, преимущественно нор-

мального строения. Небольшую часть эритроцитов соста-

вляли эхиноциты (рис. 1). На рис. 2, 3 представлены клет-

ки эритроидного, миелоидного, моноцитарного, мегака-

риоцитарного рядов на разных стадиях развития. Бо’ль-

шая часть клеток имела нормальную структуру, что свиде-

тельствовало о сохранении костным мозгом жизнеспо-

собности. Последнее положение подтверждено исследо-

Рис. 1. Клетки костного мозга. 
Препарат окрашен 

азур-эозином по Романовскому. 
В поле зрения — 

много эритроцитов, 
единичные клетки 

гранулоцитарного ряда 
и лимфоцит

Рис. 2. Мегакариоциты и эритробласты
на разных стадиях развития.

Мегакариоцит, от цитоплазмы 
которого отшнуровываются 

пластинки — тромбоциты, имеет
очень крупные размеры, ядро 

в виде больших сегментов и обширную
светлую цитоплазму

Рис. 3. Пролиферативная 
активность клеток 

кадаверного КМ. 
Клетки КМ находятся 

в состоянии митотической 
активности. 

Справа — клетка 
в телофазе митоза

Таблица 2. К о л и ч е с т в е н н а я  х а р а к т е р и с т и к а  в з в е с и  К М ,  
п о л у ч е н н о й  к о м б и н а ц и е й  м е т о д о в

Показатель
Метод

аспирация, Х±m аспирация с вымыванием, Х±m комбинация методов, Х±m

Объем взвеси КМ, мл 389,3±119,1 390,0±82,3 779,3±196,7

Концентрация лейкоцитов, × 109/л 34,9±4,7 20,0±3,3 25,1±2,2

Общее количество лейкоцитов, × 109 клеток 12,4±3,9 6,1±1,0 18,5±4,7

Содержание CD45lowCD34+-клеток, % 0,6±0,1 0,6±0,1 0,6±0,1

Общее количество полученных 65,5±22,4 34,3±7,0 99,8±25,0
CD45lowCD34+ клеток, × 106 клеток
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ванием жизнеспособности клеток с использованием витального красителя

7AAD (рис. 4).

Функциональную активность гемопоэтических стволовых клеток получен-

ного КМ исследовали в культуре клеток, наблюдая в течение 5 нед. За это вре-

мя клетки остались жизнеспособными. При микроскопии в культуре отмеча-

лось деление клеток. При этом наблюдали как одиночные клетки, так и группы

из 2—4 клеток, а также цепочки из 5—6 клеток округлой формы с крупными яд-

рами. Добавление в среду интерлейкина-1β в концентрации 10 мкг/мл приводи-

ло к усилению пролиферативной активности клеток, и по мере увеличения сро-

ка культивирования на ростовой поверхности увеличивалось количество не-

больших групп сцепленных клеток. При изменении графика смены среды про-

исходило накопление детрита, который был равномерно распределен между

клетками и не мешал их делению.

Выводы
Заготовка КМ от доноров тканей в первые 6 ч от момента смерти позво-

ляет получить клеточную взвесь с жизнеспособными, функционально ак-

тивными стволовыми гемопоэтическими клетками. Морфологическая кар-

тина получаемой КМ-взвеси сравнима с КМ живых доноров. Для заготовки

КМ от умершего донора тканей можно использовать как классический ас-

пирационный, так и аспирационно-вымывной методы. Наиболее эффек-

тивно последовательное использование аспирации и аспирации с вымыва-

нием. Такая комбинация методов позволяет получить КМ-взвесь с содержа-

нием терапевтической дозы гемопоэтических стволовых клеток (до

99,8±25,0 млн клеток).
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Л И Т Е Р А Т У Р А

Рис. 4. Препарат КМ, флюоресцентная
микрофотография. Окраска клеток

моноклональными антителами CD45
(меченные FITC, зеленая окраска)

и CD34 (меченные фикоэретрином, синяя
окраска), витальный краситель 7AAD

(красная окраска). Большое количество
жизнеспособных клеток (красный цвет)

и незначительное число погибших. 
Зеленым цветом (CD45) окрашены 

лейкоциты. Стволовые гемопоэтиче-
ские клетки окрашены в зеленый 

и синий цвет одновременно


