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Эмбриональные стволовые клетки (ЭСК),
половые клетки и клетки карциномы являются
недифференцированными клеточными линиями,
которые теоретически способны образовывать
любые типы клеток тела. Благодаря широкому
потенциалу развития и неограниченной про-
должительности жизни в культуре, они пред-
ставляют исключительный интерес для фунда-
ментальных и прикладных исследований.
Эти клетки могут проходить дифференци-

ровку in vivo и in vitro, что позволяет использо-
вать их для исследования основных процессов
в биологии развития. С ними можно проводить
генетические манипуляции и потенциально их
можно использовать для восстановления функ-
ции органов и тканей путем клеточной инжене-
рии и трансплантации.
Данные клетки характеризуются отличи-

тельным набором клеточных маркеров, вклю-
чая присутствие соответствующих антигенов,
ферментов и экспрессии определенного количе-
ства генов, участвующих в развитии. Однако
ни один из этих маркеров не является абсолют-
но характерным для данного типа клеток.
Ниже кратко изложены данные о плюрипо-

тентной природе линий полученных ЭСК и об-
суждаются возможные механизмы и функцио-
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нальные молекулы, с помощью которых до-
стигается и поддерживается плюрипотентность
в этих уникальных клетках.
Плюрипотентные стволовые клетки (СК)

временно присутствуют в период эмбриональ-
ного развития в предимплантационном эмбри-
оне (от зиготы до морулы и во внутренней кле-
точной массе бластоцисты), а также в феталь-
ных гонадах (примордиальные половые клет-
ки).
Плюрипотентные клетки могут быть полу-

чены из внутренней клеточной массы бластоци-
сты (ЭСК), примордиальных половых клеток
(эмбриональных половых клеток); из производ-
ных опухолевых зародышевых тканей — кар-
циномы (эмбриональные клетки карциномы)
[1–3].
Плюрипотентность полученных из эмбриона

СК оценивается по нескольким критериям.
Стволовые клетки могут давать начало широ-
кому кругу клеток разного типа in vitro и in
vivo, они бессмертны и могут бесконечно куль-
тивироваться с поддержанием недифференци-
рованного фенотипа.
Указанные выше СК хорошо изучены у мы-

шей и описаны у человека [4–7]. Они характе-
ризуются определенным набором поверхност-
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ных клеточных молекул, включая стадиеспеци-
фические эмбриональные антигены и актив-
ность специфических ферментов, таких как
щелочная фосфатаза и теломераза [8; 9]. Хотя
ни один из этих маркеров не является полнос-
тью клеточно-специфическим, присутствие их
в комплексе ассоциируется с недифференциро-
ванным состоянием клеток. Небольшая группа
маркеров быстро инактивируется при диффе-
ренцировке мышиных ЭСК. Она включает не-
сколько факторов транскрипции (Rex1, Gene-
sis, GBX2, Oct4, UFT2, Pem, L17), которые при-
надлежат к хорошо известным семействам ге-
нов. К сожалению, ни один из этих маркеров не
экспрессируется исключительно плюрипотент-
ными клетками и может быть обнаружен в дру-
гих типах клеток организма [10–13].
При сравнении потенциала дифференциров-

ки мышиных ЭСК, эмбриональных половых
клеток и клеток карциномы установлено, что,
несмотря на наличие сходных свойств, различ-
ное происхождение клеток часто отражается на
потенциале их дифференцировки. Эмбриональ-
ные клетки карциномы, например, имеют более
ограниченный потенциал дифференцировки.
Вероятность их передачи следующим поколени-
ям через герминальные линии химерных живот-
ных невелика, и очень часто они имеют дефек-
ты кариотипа. Эмбриональные половые клетки
легко переносят спонтанную дифференциров-
ку, но могут не поддерживать нормальное раз-
витие из-за эпигенетической модификации, ко-
торая происходит при формировании приморди-
альных половых клеток [14].
Самый большой потенциал развития имеют

ЭСК, дифференцируясь в большое количество
клеточных типов. Плюрипотентная природа
ЭСК человека может быть продемонстрирова-
на in vitro или in vivo. Дифференцировка in vitro
может быть запущена в случае агрегации кле-
ток при культивировании в суспензии [15]. Та-
кие агрегаты клеток получили название эмбрио-
идных тел. Они в какой-то период времени
копируют процессы раннего эмбрионального
развития. К 20-му дню в суспензированной
культуре (спонтанно) могут быть получены
разные типы дифференцированных клеток [16–
18]. В определенной степени можно управлять
дифференцировкой клеток в специфические
типы клеток путем добавления в культуру
факторов роста. Эмбриональные стволовые
клетки человека могут при этом дифференци-
роваться in vitro в более чем десять разных кле-
точных типов. С другой стороны, дифференци-
ровка может индуцироваться путем экспрессии
факторов транскрипции, которые играют глав-
ную роль в раннем вовлечении клеток в специ-
фические клеточные типы, как это было пока-
зано для мышиных ЭСК. In vivo при инъекции
недифференцированных клеток иммунодефи-

цитным мышам формируются опухоли (тера-
томы), содержащие производные мезодермы,
эндодермы и эктодермы.
Наиболее четким доказательством плюрипо-

тентности является способность клеток интегри-
роваться, пролиферировать и дифференциро-
ваться во все клеточные линии (включая поло-
вые клетки) при введении их в бластоцисты.
Эксперименты были проведены на мышах. С
ЭСК выполняли генетические манипуляции и
затем вводили их в бластоцисту хозяина для
получения линии половых клеток, передающих
генетическую модификацию. По понятным при-
чинам у человека провести подобные манипуля-
ции нельзя. Возможность эффективно управлять
дифференцировкой ЭСК человека и массовое
получение специфических типов клеток in vitro
иллюстрируют их огромный потенциал как не-
ограниченного источника клеток для трансплан-
тации и в клеточной терапии [19; 20].
Потенциал использования ЭСК зависит от

доступности большой и очищенной популяции
недифференцированных клеток и от возможно-
сти эффективно направлять их дифференциров-
ку в специфические типы клеток in vitro.
Для поддержания плюрипотентности клетки

выращивают в условиях, определяющих их не-
дифференцированный рост и включающих фи-
дерный (питательный) слой инактивированных
мышиных эмбриональных фибробластов. Ус-
тановлено, что мышиные ЭСК способны также
поддерживать недифференцированный рост без
питательного слоя в присутствии LIF (ингиби-
торного фактора лейкемии). Присутствие диф-
ференцирующихся клеток запускает элимина-
цию плюрипотентных СК в культуре путем
принуждения к дальнейшей дифференцировке
или запуска программы апоптоза [21]. Следова-
тельно, при элиминации дифференцированного
потомства можно облегчить поддержание куль-
туры ЭСК и получить однородную популяцию
недифференцированных клеток. Этого можно
достичь путем введения в геном ЭСК селектив-
ного маркера, такого как неомицин, под регу-
ляцией промоторной последовательности, ассо-
циированной с плюрипотентностью. Недиффе-
ренцированные клетки экспрессируют этот ген
устойчивости к неомицину, который выключа-
ется, когда клетки дифференцируются, обу-
славливая их немедленную элиминацию путем
продолжающейся G 418 селекции.
Недифференцированные клетки можно так-

же пометить in vitro или in vivo путем экспрес-
сии маркерного гена зеленого флуоресцентно-
го протеина (GFP) под контролем промоторов,
которые являются специфичными для недиффе-
ренцированных клеток, таких как регулятор-
ные последовательности Oct4 или Rex1. Мет-
ка клеток зеленой флуоресценцией позволяет
проанализировать их в соответствии с интен-
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сивностью флуоресценции с помощью сортера
активированной флуоресценции клеток (FACS)
[22]. Так можно получить чистую популяцию
недифференцированных клеток, которые после
переноса в другую культуру будут поддержи-
ваться или использоваться для дальнейших ис-
следований.
Аналогичные системы могут быть пригод-

ными для элиминации недифференцированных
клеток накануне трансплантации во избежание
риска индукции опухоли.
Исследования ЭСК мышей позволили вы-

явить два несвязанных молекулярных пути (LIF
и Oct4), которые играют роль в поддержании
плюрипотентности и недифференцированного
роста. Установлено, что LIF поддерживает не-
дифференцированную пролиферацию ЭСК и
эмбриональных половых клеток путем присо-
единения к gp130-LIF рецептору гетеродимера и
активации STAT3 фактора транскрипции [23].
Проведенные in vivo на мышах исследования с
выключенным геном показали, что поддержа-
ние плюрипотентности не зависит от gp130-сиг-
нального пути, но только при субоптимальных
условиях поздней имплантации [24].

LIF-/- эмбрионы развивались нормально и ста-
новились фертильными. В то же время LIFR-/- и
gp130-/-эмбрионы погибали в поздние сроки гес-
тации (12,5–18,5-й день) или вскоре после рожде-
ния. STAT3-/- эмбрионы развивались до цилинд-
рической стадии и быстро дегенерировали без
четко выраженной мезодермы [25].
Кроме того, есть данные о том, что LIF не

активен в поддержании недифференцированно-
го роста ЭСК человека in vitro. Все это указы-
вает на существование альтернативных путей,
участвующих в поддержании самообновления.

Oct4, который является POU-V-ДНК-связан-
ным фактором транскрипции, ассоциирован с
фенотипом тотипотентных / плюрипотентных
клеток у мышей. Он экспрессируется всеми плю-
рипотентными клетками во время эмбриогене-
за, а также выражено экспрессирован ЭСК, эм-
бриональными половыми клетками и клетками
карциномы. При отсутствии Oct4 мышиные
эмбрионы развиваются только до стадии бла-
стоцисты. Они не способны продуцировать от-
личные от трофобласта дифференцированные
клетки и вследствие этого рассасываются вско-
ре после имплантации. Следовательно, Oct4 не-
обходим для предупреждения соматической
дифференцировки внутренней клеточной мас-
сы и является основным в поддержании недиф-
ференцированного состояния во время эмбрио-
нального развития [26].
Таким образом, оба пути (LIF и Oct4) вовле-

каются в контроль над плюрипотентностью,
однако молекулярные механизмы и гены, кото-
рые управляют ими, в большей части пока не-
известны.

Фактически доказано только участие Oct4
в поддержании in vivo недифференцированно-
го состояния клеток. Поиск и обнаружение
других генов, специфичных для всех плюрипо-
тентных клеток, позволит продолжить иссле-
дование их уникального потенциала развития
и изучить механизм поддержания плюрипотент-
ности. Гены можно находить путем сравнения
близкородственных популяций недифференци-
рованных и дифференцированных клеток, на-
пример, внутренней клеточной массы и трофо-
эктодермы ранней бластоцисты. Идентифика-
ция различно экспрессирующихся генов в пред-
имплантационном эмбрионе технически слож-
на из-за ограниченного количества исследуе-
мого материала и проводилась путем анализа
белков и методом обогащения, основанном на
РСR, что давало возможность идентифициро-
вать большое количество генов [27]. Недавно
произведено секвенирование кДНК, базирую-
щееся на сборе более чем 25 000 ЭСК, полу-
ченных из предимплантационных эмбрионов
[28]. Библиотеки стадиеспецифических кДНК
из неоплодотворенных ооцитов, зигот, 2-, 4-, 8-
клеточных эмбрионов, морулы и ранней бла-
стоцисты сравнивались с доступными базами
данных. При этом было идентифицировано
более 9 700 уникальных генов, основанных на
поиске сходных последовательностей. Поло-
вина из них оказались новыми. Таким обра-
зом, многие гены, экспрессируемые предим-
плантационным эмбрионом, еще не охаракте-
ризованы. Ряд из них (около 17 %), вероятно,
стадиеспецифические и только примерно 0,1 %
постоянно экспрессировались во время пред-
имплантационного развития.
Другой подход — сравнение ЭСК с их непо-

средственными дифференцированными произ-
водными, что снимает проблему ограниченно-
го количества клеток, доступных для анализа.
Таким путем предпринимались попытки иден-
тифицировать гены, находящиеся ниже Oct4, с
помощью метода гибридизации, что привело к
идентификации новых генов, которые могут
играть роль в установлении или поддержании
плюрипотентности в мышиных клетках. Более
того, возникает возможность провести широ-
кое сравнительное исследование кДНК с ис-
пользованием микрочипов, позволяющее со-
здать профиль геномной экспрессии этих уни-
кальных клеток.
Достижения в получении плюрипотентных

линий СК человека и успехи в клонировании
эмбрионов млекопитающих путем переноса
ядер (ПЯ) открывают привлекательные перс-
пективы восстановления функций тканей с по-
мощью терапевтического клонирования. При
этом ядро соматической клетки пациента вво-
дится в энуклеированный ооцит. Такая клетка
in vitro развивается до стадии бластоцисты.
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ПЯ-бластоцисты могут быть использованы для
получения соответствующих линий ЭСК, кото-
рые можно стимулировать к дифференцировке
in vitro и обеспечить пациента аутоклеточным
трансплантатом [29].
Прежде чем предложить данную процедуру

для клинического применения, необходимо оп-
ределить, каким образом соматическое ядро
можно репрограммировать без передачи через
линию половых клеток. Хотя достигнуты опре-
деленные успехи в клонировании эмбрионов
путем трансплантации ядер соматических кле-
ток, эффективность его все еще очень низкая
из-за летальности эмбрионов и повышенной
частоты уродств среди первого поколения по-
томков. Предполагается, что ядро из взрослой
клетки или клеток продвинутого эмбриона не
может быть полностью репрограммировано ци-
топлазмой ооцита. Невзирая на то, что инакти-
вация Х-хромосомы в клонированной из ПЯ-
клетки мыши происходит без отклонений, необ-
ходимо еще установить, насколько полон этот
процесс, с помощью анализа дополнительных
маркеров, которые подлежат эпигенетической
модификации во время эмбрионального разви-
тия. Дефекты в экспрессии и метилировании
некоторых импринтированных генов обнаруже-
ны у ПЯ-клонированных мышей. Жизнеспособ-
ные потомки доживают до взрослого состояния,
несмотря на широко распространенную дисре-
гуляцию этих генов. Возможно, соматические
клоны не способны реактивировать ключевые
эмбриональные гены, например Oct4, во время
преимплантационного и раннего постимплан-
тационного развития и, следовательно, не мо-
гут формировать эмбриональные линии. Так
как клеточная трансплантационная терапия
методом клонирования эмбрионов не требует
эмбрионального развития до полного срока, а
только формирования бластоцисты и диффе-
ренцировки определенных специфических кле-
точных типов, то этого может быть доста-
точно.
Альтернативный подход предложен для по-

лучения аутологических линий ЭСК, а именно
индукцией дифференцировки путем введения
соматического ядра в цитоплазму плюрипотент-
ной СК, тем самым обходится проблематич-
ный этап эмбрионального клонирования.
Для выяснения вопроса, могут ли плюрипо-

тентные клетки восстановить плюрипотент-
ность и репрограммироваться, были исследова-
ны гибриды между недифференцированными
СК и полностью дифференцированными клет-
ками. Гибридные клетки утрачивали стадие-
специфические и тканеспецифические маркеры
соматических родительских клеток и de novo
активировали признаки и гены, характерные
для плюрипотентных клеток [30]. Инактивация
Х-хромосомы — процесс, который связан с

дифференцировкой и происходит в соматичес-
ких клетках женского организма. Путем де-
монстрации реактивации Х-хромосомы вслед
за слиянием клеток и их случайной инактива-
цией во время дифференцировки можно дока-
зать, что СК способна правильно восстановить
метку инактивации. Потенциал развития гиб-
ридных клеток можно исследовать также при
инъекции их в бластоцисту хозяина. При созда-
нии жизнеспособных химер можно наблюдать
клеточные гибриды в различных тканях и пока-
зать их способность к участию во всех клеточ-
ных линиях.
Остается пока неясным, как поддерживает-

ся, теряется и восстанавливается плюрипотент-
ность при дифференцировке, образовании опу-
холей, гаметогенезе и клонировании эмбриона.
Таким образом, плюрипотентные свойства

ЭСК, которые определяются способностью
формировать эмбриональные зародышевые
клетки и их дифференцированные производные
in vitro и in vivo, делают их исключительно ин-
тересным объектом для фундаментальных и
прикладных исследований, особенно при кле-
точной терапии и изучении раннего эмбрио-
нального развития.
Этими клетками можно манипулировать in

vitro путем контроля условий роста или прове-
дения генетических модификаций, управляя их
дифференцировкой в специфические типы кле-
ток. Однако механизмы, с помощью которых
эти клетки приобретают широкий потенциал
развития или остаются недифференцированны-
ми, до сих пор в большинстве своем не изуче-
ны. Еще предстоит выяснить, какие функцио-
нальные молекулы и каким образом участву-
ют в поддержании самообновления и сохране-
нии плюрипотентности.
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