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Проведена оценка безопасности и эффективности выделения из периферической крови мобилизиро-
ванных клеток костного мозга с использованием процедуры цитафереза на сепараторе клеток Haemonetics, 
MCS+.  Проводилась  оценка  гемопоэтических  и эндотелиальных  прогениторных  стволовых  клеток  полу-
ченных на сепараторе клеток крови, оценка структурной целостности клеток. Учитывая количество клеток 
с фенотипом гемопоэтических и эндотелиальных прогениторных клеток, мононуклераные клетки мобили-
зованные и полученные предложенным нами способом, могут служить источником стволовых клеток для 
стимуляции ангиогенеза и лимфангиогенеза.
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Mobilized  from  bone marrow  cells  have  been  isolated  from  peripheral  blood  by  a procedure  cytapheresis 
(separator Haemonetics, MCS +). An assessment of safety and efficacy procedure of  isolation of  these cells has 
been carried out. An assessment of hematopoietic and endothelial progenitor stem cells obtained by a separator has 
been carried out. An assessment of these cells revealed intact of their structure. The cells with the hematopoietic 
and  endothelial  progenitor  phenotype  have  been  isolated  by  a procedure  cytapheresis  in  enough  quantity.  The 
mononuclear cells mobilized and obtained suggested method could use as a source of stem cells for the stimulation 
of angiogenesis and lymphangiogenesis.
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Сегодня  в мире  активно  обсуждаются 
вопросы  клеточной  медицины  и биотехно-
логии.  Современная  медицина  рассматри-
вает  методики  лечения  с использованием 
плюрипотентных  аутоклеток пациента при 
различных  патологиях  как  одни  из  самых 
перспективных [5, 7]. Наряду с гемопоэти-
ческими клетками, перспективно использо-
вание  мультипотентных  мезенхимальных 
стромальных клеток костного мозга. Муль-
типотентные мезенхимальные стромальные 
клетки  костного  мозга  были  обнаружены 
среди  адгезивной  фракции  клеток  стромы 
костного  мозга  [2,  5].  в экспериментах  in 
vitro  была  показана  высокая  пролифера-
тивная активность этих клеток,  а также их 
способность  дифференцироваться  в жиро-
вую,  костную,  хрящевую,  нейрональную 
и мышечную ткань [1, 3]. в отдельных экс-
периментах  удавалось  дифференцировать 
эти  клетки  в кардиомиоциты,  гепатоциты, 
инсулин-продуцирующие клетки [2, 8]. 

в  настоящее  время  в клинических  ис-
пытаниях  преимущественно  используют-
ся  аутологичные  мультипотентные  мезен-
химальные  стромальные  клетки  аспирата 
костного  мозга.  Процедура  получения  ма-
териала  достаточно  болезненна  и травма-
тична и может вызвать ряд нежелательных 

реакций [4, 6]. в изученной литературе мы 
не  нашли  однозначного  ответа  на  вопрос, 
какую методику получения прогениторных 
клеток  безопаснее  и лучше  использовать. 
в то  же  время  ясно,  что  это  должен  быть 
аутологичный  материал,  методы  получе-
ния клеток максимально безопасными и на-
сколько  это  возможно,  минимально  инва-
зивными.

цель исследования. Оценить  безопас-
ность  и эффективность  выделения  из  пе-
риферической  крови  мобилизированных 
клеток  костного  мозга  с использованием 
процедуры  цитафереза  на  сепараторе  кле-
ток Haemonetics, MCS+.

материалы и методы исследования
в исследование входило 33 пациента с различной 

терапевтической  патологией,  в рамках  протоколов 
одобренных локальным этическим комитетом НИИ-
КЭЛ СО РАМН,  протоколы №35 от  29.08.2007 «хи-
рургические и клеточные методики лечения больных 
с облитерирующим  атеросклерозом»,  протокол  № 
7 от  10.10.2007 “Изучение  эффективности  лечения 
больных с постмастэктомической лимфедемой с при-
менением мобилизированных под действием нейпо-
гена малых лимфоцитов». введение пациентам пре-
парата Нейпоген(G-CSF) п/к в течение 5 дней в дозе 
10мкг/кг  веса  для  увеличения  пула  прогениторных 
клеток  в периферической  крови  путем  их  мобили-
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зации  из  костного  мозга.  Проводится  ежедневный 
скрининг количества лейкоцитов, тромбоцитов, свер-
тываемости  периферической  крови  ежедневно.  На 
6 сутки  с целью  сбора  периферических  прогенитор-
ных  клеток  использовали  аппаратный  цитаферез  на 
сепараторе клеток крови «Haemonetics», MCS+, про-
токол PBSC, сет REF 971 E (Haemonetics Corporation, 
США). 

Методика  проведения  процедуры  аппаратного 
цитафереза.  После  катетеризации  периферической 
вены  пациенту  внутривенно  капельно  переливали 
250 мл раствора кристаллоидов (0,9 процентный рас-
твор NaCl + гепарин 100 ед/кг). Скорость перфузии со-
ставляла от 30 мл/мин до 50 мл/мин, объем перфузи-
руемой крови за процедуру зависел от концентрации 
получаемых  лимфоцитов  и составлял  от  30 до  40  % 
объема  циркулирующей  крови.  Скорость  центрифу-
ги,  количество  используемого  антикоагулянта  опре-
делялись  автоматически,  в рамках  протокола  PBSC. 
во время процедуры цитафереза осуществлялся мо-
ниторинг  артериального  давления,  пульса,  сатура-
ции («NIHON KOHDEN», Japan). Полученная взвесь 
клеток  в дальнейшем  отстаивалась  при  температуре 
37 гр.Цельсия  во  флаконе  в течение  1-1,5 ч.  Сбор 
прогениторных клеток из флакона и осаждение кле-
ток 8-10 мин в центрифуге при 1.5тыс об/мин. Работа 
проводится в стерильных условиях с использованием 
ламинарных  боксов  (II  класс  микробиологической 
безопасности)  с использованием  стерильной  (гам-
ма-облучение) одноразовой посуды. Отмывка и сбор 
клеточной  суспензии.  выделение  фракции  прогени-
торных клеток осуществлялось на градиенте плотно-
сти фиколла-верографина. Оценивалась  структурная 
целостность  клеток.  С этой  целью  выделенную  из 
крови  взвесь  клеток  фиксировали  в 2,5 %  растворе 
глютаральдегида  на  фосфатном  буфере,  затем  в 1 % 
растворе  ОsО4 на  фосфатном  буфере,  дегидратиро-

вали в этиловом спирте возрастающей концентрации 
и заключали в эпон. Из полученных блоков готовили 
полутонкие  срезы  толщиной  1 мкм,  окрашивали  то-
луидиновым голубым, изучали под световым микро-
скопом и выбирали необходимые участки для иссле-
дования в электронном микроскопе. Из отобранного 
материала  получали  ультратонкие  срезы  толщиной 
35-45 нм  на  ультратоме LKB-8800,  контрастировали 
насыщенным  водным  раствором  уранилацетата,  ци-
тратом  свинца  и изучали  в электронном микроскопе 
JEМ 1010. Лимфоциты фотографировали при увели-
чении 6000 в электронном микроскопе. Морфометри-
ческие исследования лимфоцитов выполняли в соот-
ветствии с общепринятыми принципами и методами 
при  увеличении  в 48000 и использовании  открытой 
тестовой  системы. Статистическую обработку коли-
чественных показателей проводили с помощью кри-
терия  Стьюдента,  достоверность  различия  считали 
при Р≤0,05. в полученной взвеси клеток 63+17*106/
мл, p<0.05., определяли содержание цитокинов моно-
нуклеарных клеток. Содержание в супернатантах ци-
токинов оценивали методом ИФА (вектор-бест). 

Результаты исследования  
и их обсуждение

Процедуры,  связанные  с протоколом 
исследования,  переносились  хорошо,  не 
зарегистрировано осложнений,  как  во  вре-
мя  мобилизации  клеток  из  костного  моз-
га,  так  и во  время  процедуры  цитафереза. 
Переносимость  процедуры  пациентами 
оценивалась,  как  удовлетворительная.  Ис-
следование  показало,  что  момнонуклеары, 
полученные  на  сепараторе  клеток  крови 
Haemonetics  MCS+,  сохраняли  структур-
ную целостность (рис. 1). 

Рис. 1. Ультраструктура выделенных из крови мононуклеаров

в цитоплазме клеток отмечали немного-
численные цистерны гранулярного эндоплаз-
матического ретикулума, комплекса гольджи, 
прикрепленные и свободные полисомальные 
рибосомы, лизосомы. Немногочисленные ми-

тохондрии  имели  хорошо  выраженные  кри-
сты. Ядро имело обычное для мононклеаров 
распределение гетерохроматина. Плазматиче-
ская мембрана клеток образовывала выросты 
и микроворсинки (рис. 2).
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Рис. 2. Ультраструктура выделенных из крови лимфоцитов. Увеличение 12000

Количество  гемопоэтических  и эндоте-
лиальных прогениторных стволовых клеток 
полученных на сепараторе клеток крови со-
ставило:

– CD 34+: 45,0+3,1·10,6/мл.
– CD34+/133+: 1,0+0,10·10,6/мл. 
– CD34+/VEGFR2: 2,0+0,14·10,6/мл.

заключение
Таким  образом,  методика  выделения 

мононуклеаров  на  сепараторе  клеток  кро-
ви  Haemonetics,  МСS+  не  приводят  к на-
рушению  структуры  клеток,  не  вызывает 
повреждения  мононуклеарных  клеток.  Яв-
ляется  малоинвазивной  и безопасной  ме-
тодикой  для  пациента,  что  немаловажно 
в клиническом  аспекте.  Учитывая  количе-
ство  клеток  с фенотипом  гемопоэтических 
и эндотелиальных  прогениторных  клеток, 
мононуклераные  клетки  мобилизованные 
и полученные  предложенным  нами  спосо-
бом, могут служить источником стволовых 
клеток для стимуляции ангиогенеза и лим-
фангиогенеза. 
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