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При отриманні клітинної лінії дослідників у першу чергу цікавлять такі характеристики як морфологія та іму-
нофенотип, що дозволяє визначити приналежність клітин до того чи іншого типу та відповідно, окреслити 
галузі її застосування. Метою даної роботи було перевірити стовбуровий потенціал нової лінії клітин люди-
ни 4BL, яку отримано з периферійної крові здорового донора та дослідити її імунофенотип. Методи. Засто-
совували стандартні методи культивування, тест у напіврідкому агарі; стовбуровий потенціал перевіряли 
диференціюванням у жирову, кісткову і м’язову тканини. Імунофенотип клітин було проаналізовано на про-
точному цитофлуориметрі BD FACS Aria. Результати. Клітини лінії 4BL формують колонії, подібні до ембріо-
їдних тіл при вирощуванні у напіврідкому агарі, та здатні диференціюватися в остеогенному, адипогенному 
та міогенному напрямі при вирощуванні в індукційних середовищах. Понад 90 % популяції клітин лінії 4BL 
експресують маркери стовбурових клітин CD105 i CD73 та є негативними за маркерами гемопоетичних СК 
C90, CD45, CD34 і CD14. Також дані клітини не експресують маркер Oct 4. Висновки. Нова лінія клітин лю-
дини 4BL має стовбуровий потенціал та, ймовірніше за все, належить до мультипотентних негемопоетич-
них стовбурових клітин.
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Вступ. Пильна увага вчених протягом останніх десятирічь прикута до вивчення та застосу-
вання стовбурових клітин (СК) [1]. Цей інтерес легко пояснити, оскільки стовбурові кліти-

ни визнані одним із трьох основних проривів світу за минуле століття і відкривають небачені 
досі можливості. В першу чергу СК застосовуються у клінічній практиці для лікування: захво-
рювань системи крові, серцево-судинної системи [2], імунодефіцитних станів після хіміоте-
рапії і опромінення, раку [3], печінки [4], міодистрофій [5] та пошкоджень суглобів і кісток [6], 
інсульту, паркінсонізму [7], цукрового діабету [8] тощо. Проте цим використання СК далеко 
не обмежується. Надзвичайно перспективним напрямком є розробка та тестування лікарсь-
ких засобів [9, 10], що надає можливість на початкових етапах тестування обійтись без за-
лучення лабораторних тварин та дозволяє економічно оптимізувати дослідження. Однак не 
все так бездоганно. Робота з ембріональними СК потребує дозволу біоетичної комісії [11], 
первинні культури, виділені з дорослого організму, незважаючи на стовбуровий потенціал, 
часто мають обмежений проліферативний потенціал або ростуть досить повільно, що потре-
бує багато часу для напрацювання значної кількості матеріалу. 

У нашій лабораторії отримано кілька клітинних ліній: SK-1 із фібробластів шкіри, CB-1 із 
пуповинної крові, що культивуються понад 50 пасажів, та найперспективніша лінія 4BL, отри-
мана із периферійної крові здорового дорослого донора, яка успішно подолала ліміт Хейфлі-
ка та культивується понад 220 пасажів (більше 8 років) [12]. Проте при тривалому культиву-
ванні відбуваються генетичні та епігенетичні зміни, тому клітинна лінія 4BL не пропонується 
для клінічного використання, проте вона чудово підходить як клітинна модель для тесту-
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моношарову культуру у стандартному середови-
щі DMEM («Sigma», США) із додаванням 100 ОД/
мл пеніциліну, 100 мкг/мл стрептоміцину, та 10 % 
ембріональної сироватки теляти [16].

Для морфологічних досліджень клітини виро-
щували на малих чашках Петрі (d=3 см), при до-
сягненні субконфлуентного (subconfluent) моно-
шару середовище відбирали, клітини промива-
ли двічі-тричі PBS та забарвлювали 1 % розчином 
нейтрального червоного та фотографували на мі-
кроскопі Primo Star «Carl Zeiss» за допомогою про-
грами Axio Vision.

Вивчали здатність клітин рости без прикріплен-
ня до субстрату, культивуючи лінію 4BL у напіврід-
ких середовищах: 0,3 % агарі та 1,4 % метилцелю-
лозі. Для попередження прикріплення клітин до 
скла, дно посуду покривали 0,6 % агаром.

Для дослідження стовбурового потенціалу клі-
тинної лінії 4BL перевіряли її здатність диферен-
ціюватись у жирову (адипогенний напрям), кістко-
ву (остеогенний) і м’язову тканини (міогенний на-
прям). Дослідні клітини вирощували в індукційних 
середовищах, а контрольні клітини – в стандартно-
му середовищі DMEM. З досягненням конфлуент-
ності, клітини промивали PBS, фіксували 80 % ета-
нолом та забарвлювали алізарином червоним для 
виявлення мінералізованого матриксу у випадку 
остеогенного диференціювання, Нільським черво-
ним для виявлення жирових крапель за допомо-
гою конфокального мікроскопу при адипогенно-
му спрямуванні та проводили PAS-реакцію на ви-
явлення глікогену при диференцюванні у м’язову 
тканину.

Імунофенотип клітин проаналізовано на про-
точному цитофлуориметрі BD FACS Aria (BD, USA) 
з анти-CD34 APC, анти-CD90 FITC, анти-CD45, APC-
Cy7, анти-CD73 PE, анти-CD14 Pacific Blue (BD, USA) 
антитілами.

Результати та обговорення

Клітинна лінія 4BL складається з двох основних 
морфологічних типів клітин: більш розпласта-
них епітеліоподібних та більш витягнутих фібро-
бластоподібних клітин, також наявні круглі кліти-
ни, що діляться (рис. 1). Детальніше морфологію 
клітинної лінії 4BL та її отримання розглянуто ра-
ніше [12, 15].

вання ліків, нами вже розпочато спільний проект 
з відділом біомедичної хімії ІМБіГ по розробці та 
тестуванню можливих модуляторів активності ре-
паративного ензиму MGMT. Клітини лінії 4BL гар-
но проліферують, тож можливе отримання великої 
кількості матеріалу, а також є менш вимогливими 
до складу середовища, що дає  переваги над ро-
ботою з первинними культурами клітин. Етап ста-
новлення клітинної лінії з певними властивостя-
ми із гетерогенної популяції первинної культури та 
адаптація до умов культивування супроводжують-
ся зміною модального числа каріотипу, значними 
перебудовами цілих хромосом, що тягне за собою 
зміну експресії численних генів, включаючи онко-
гени й онкосупресори. Раніше проведені нами до-
слідження каріотипічної еволюції в динаміці [13, 
14] свідчать, що клітинна лінія 4BL вже пройшла 
етап становлення і нині знаходиться на етапі стабі-
лізації та зберігає білядиплоїдний модальний клас, 
що робить її перспективною для використання як 
моделі. Особливості морфології клітинної лінії 4BL 
(здатність формувати колові асоціації, що нагаду-
ють кров’яні острівці), утворення ембріоїдних ті-
лець у напіврідкому агарі [15], її походження з пе-
риферійної крові, а також значний час відтворен-
ня без явних ознак кризи та старіння дає підстави 
передбачити стовбуровий потенціал у цієї популя-
ції клітин. Доведення (чи спростування) наявно-
сті стовбурового потенціалу у клітинної лінії 4BL 
може змістити акценти її використання як модель-
ної клітинної лінії. Тому метою даної роботи стала 
перевірка наявності стовбурового потенціалу у но-
вої лінії клітин людини 4BL, а також дослідження 
її поверхневих маркерів за допомогою проточної 
цитофлуориметрії, що дасть можливість визначити 
імунофенотип клітин.

Матеріали і методи

У роботі використовували нову лінію клітин 
4BL, яка отримана із периферійної крові здорово-
го донора. Початково клітини вирощували на фіде-
рі мітотично інактивованих фібробластів людини, 
оброблених мітоміцином С у концентрації 10–20 
мкг/мл, та культивували з доданням цитокінів LIF, 
SCF і IL-3 по 2 нг/мл кожного і 30 % середовища, 
кондиційованого ембріональними гермінативни-
ми клітинами людини [12]. Згодом відбирали кло-
ни клітин, які швидко росли та культивували їх як 
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а               б 
Рис. 1. Морфологія клітин лінії 4BL: а – 127 пасаж, б – 158 пасаж. Забарвлення нейтральним червоним. 150х

а     б 
Рис. 2. Колонії клітин лінії 4BL, подібні до ембріоїдних тіл, що виросли у напіврідкому агарі 0,3 %: а – 124 пасаж, б – 196 пасаж. 150х

При культивуванні клітин даної лінії увагу при-
вернув той факт, що клітини часто формують колові 
та напівколові асоціації. Також раніше ми вважали, 
що клітини лінії 4BL не здатні до багатошарового 
росту, проте виявилось, що при відсутності пересі-
ву, але за вчасної зміни середовища, клітини здатні 
формувати кількашарові колонії. Цікавим є те, що 
вони часто нагадують кровотворні острівки: ниж-
ній моношар клітин формує підложку, на якій фор-
мується кількашаровий бугорок округлої форми, 
який інколи навіть має отвір всередині [15]. Даний 
факт, ймовірніше за все, вказує на стовбуровий 
потенціал отриманої з периферійної крові клітин-
ної лінії 4BL, тому для початку вирішили переві-
рити здатність даної лінії рости без прикріплення 
до субстрату у напіврідких середовищах, оскільки 
відомо, що плюрипотентні стовбурові клітини та 
мультипотентні кровотворні клітини здатні рости у 
суспензії.

Виявили, що клітини лінії 4BL здатні рости без 
прикріплення до субстрату, формуючи у напіврід-
кому агарі красиві округлі колонії, що нагадували 
ембріоїдні тіла (рис. 2). 

Перевіряли здатність формувати колонії дано-
го типу також на проміжних пасажах між двома 
наведеними та більш пізніх – на всіх досліджених 
пасажах така здатність зберігалась. У напіврідкій 
метил целозі (МЦ) клітини лінії 4BL формували ко-
лонії значно більшого розміру, утворюючи часто 
велетенські агрегати (рис. 3), що пов’язано із са-
мою схемою досліду: клітини, які вирощували на 
чашках із МЦ регулярно підживлювали, в той час 
як клітини, висіяні на чашки з агаром вирощували 
як є, не додаючи нові порції середовища.

Тест у напіврідкому агарі є неоднозначним і 
може вказувати як на наявність стовбурового по-
тенціалу у клітинної лінії, так і на її малігнізацію у 
процесі культивування, оскільки  здатність рости в 
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а     б 
Рис. 3. Величезні колонії клітин лінії 4BL, які виросли у напіврідкому середовищі з метилцелюлозою 1,4 %: а – 124 пасаж, б – 196 па-
саж. 150х

а    б 
Рис. 4. Диференціювання клітин лінії 4BL 129-го пасажу у кісткову тканину. Червоне забарвлення алізариновим червоним вказує на 
осередки мінералізованого матриксу: а – контрольні клітини, б – дослідні. 400х

напіврідкому середовищі мають як деякі злоякісні 
клітини [17], так і плюрипотентні стовбурові кліти-
ни, а також мультипотентні стовбурові кровотворні 
клітини [18]. 

Тому наступним етапом нашої роботи стала пе-
ревірка стовбурового потенціалу клітинної лінії 4BL 
шляхом диференціювання клітин в адипогенному, 
остеогенному та міогенному напрямках. Дослідні 
клітини вирощували в спеціальних індукційних се-
редовищах, контрольні – у звичайному середови-
щі DMEM. 

Клітини, які спрямовували до диференціюван-
ня у кісткову тканину, а також контрольні забарв-
лювали 0,5 % розчином алізаринового червоно-
го для виявлення мінералізованого кісткового ма-
триксу (рис. 4). Несподіваним виявилось те, що 

контрольні клітини також забарвлювались, проте 
меншою мірою. Це свідчить про можливість спон-
танного диференціювання клітин лінії 4BL та по-
требує подальшого дослідження. 

Для виявлення жирових включень при дифе-
ренціюванні клітин в адипогенному напрямку за-
барвлювали їх Нільським червоним (рис. 5). Спо-
стерігали подібну ситуацію, що і з диференціюван-
ням у кісткову тканину: контрольні клітини також 
накопичували жирові гранули, проте в значно мен-
шій кількості, в даному випадку  це може бути нор-
мою, оскільки більшість клітин різних типів у не-
значній кількості мають запасні включення.

Показано здатність клітин 4BL диференціюва-
тись у м’язевому напрямку при культивуванні в 
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а     б 
Рис. 5. Диференціювання клітин лінії 4BL 129-го пасажу в адипогенному напрямі,  флуоресцентний мікроскоп. Жирові гранули забарв-
лені Нільським червоним в жовтий колір, ядра підфарбовані Hoechst: а – контроль, б –дослідні клітини. 1000х

 
 a б в
Рис. 6. Диференціювання клітин лінії 4BL у напрямку м’язевої тканини: а – фібробласти лінії 3Т3, 150х; б – міобласти лінії С3Н, неза-
барвлено, 150х; в – клітинна лінія 4BL, 600х, PAS-реакція на глікоген

спеціальному кардіоміогенному середовищі з до-
даванням активіну А та bFGF (рис. 6). 

Отже, виявлено здатність клітин лінії 4BL дифе-
ренціюватись в три типи тканин: кісткову, жирову 
та м’язеву, що доводить стовбуровий потенціал да-
ної клітинної лінії. Але постає питання: які особли-
вості надають популяції клітин лінії 4BL такі можли-
вості? Тому вирішили дослідити імунофенотип цієї 
популяції клітин  на проточному цитофлуориметрі 
BD FACS Aria, використовуючи в першу чергу анти-

тіла до тих білків клітинної поверхні, які загально-
визнані як маркери СК.

Визначено, що клітини лінії 4BL є позитивними 
за маркерами CD73+ і CD105+, що є характерними 
для мезенхімальних стовбурових клітин (МСК) і є 
негативними за маркером CD90 (рис. 7). 

У той же час, клітини негативні за гемопоетич-
ними маркерами CD34- і CD45-, таким чином, вони 
не належать до гемопоетичних стовбурових клі-
тин. Також клітини лінії 4BL є негативними за мар-
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Рис. 7. Розподіл субпопуляцій клітин лінії 4BL на 139 пасажі за маркерами стовбурових клітин: а – CD90, б – CD73, в – CD105, г – за-
гальний імунофенотип клітинної лінії 4BL за маркерами стовбурових і гемопоетичних клітин (CD14, CD34, CD45). Аналіз виконано на 
проточному цитофлуориметрі BD FACS

кером Oct4-, що є гарною ознакою, оскільки цей 
білок характерний лише для ЕСК, плюрипотент-
них СК та заново експресується в ракових клітинах 
[19, 20].

Розглянемо детальніше популяцію клітин лінії 
4BL за маркерами. Кількість клітин, у яких експре-
сується CD73 склала 94,5 %, а CD105 – 96,4 %. Мар-
кер CD73 використовується як один із маркерів ме-
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зенхімальних стовбурових клітин, зокрема, їхньо-
го лімфатичного диференціювання [21, 22]. CD105 
є одним із маркерів мезенхімальних стовбурових 
клітин, у великій кількості експресується в ендоте-
ліальних клітинах [23]. Отже, експресія обох мар-
керів CD73 i CD105 дозволяє віднести популяцію 
клітин лінії 4BL до МСК, що підтверджується їхньою 
здатністю формувати структури, подібні на кров’я-
ні острівки при звичайному культивуванні, ембрі-
оїдні тіла при культивуванні в напіврідких середо-
вищах (агарі та метилцелюлозі), а також здатністю 
диференціюватися в жирову, кісткову та м’язеву 
тканини. 

Клітини лінії 4BL є негативними за CD90, CD34, 
CD45 i CD14: відсоток клітин, де виявлено ці мар-
кери є вкрай низьким: 0,1 %, 0,2 %, 0,3 % і 0,2 % 
відповідно. Популяція клітин CD90-CD73+ станови-
ла 94,2 %, а CD90+CD73+ всього 0,1 % клітин, з яких 
80 % мали CD90+CD73+CD105+CD45- фенотип, а 
20 % CD90hlCD73+. 

CD 90 або Thy-1 cell surface antigen належить до 
родини імуноглобулінів, та використовується як 
маркер МСК в основному лімфатичного гемопое-
тичного спрямування [24], отже, клітини лінії 4BL, 
які є негативними за маркером CD90, можуть на-
лежати до некровотворної фракції МСК. Зараз з’яв-
ляються відомості, що МСК не обов’язково повинні 
бути позитивними за маркером CD90 [25]. Показа-
но наявність двох популяцій клітин С90+ і CD90- се-
ред мультипотентних мезенхімальних стовбуро-
вих клітин плаценти [26].

У 99,6 % випадків клітини були одночасно нега-
тивні за маркерами CD45 i CD34. Клітини з феноти-
пом CD45+ CD34- становили 0,2 %, позитивні одно-
часно за двома маркерами (фенотип CD45+ CD34+) 
– лише 0,1 %, клітини з фенотипом CD45- CD34+ та-
кож склали 0,1 %. CD34 експресується у субпопу-
ляції МСК, гемопоетичних СК, ендотеліальних клі-
тинах, мастоцитах [27]. CD 45 є критичним регу-
лятором у антигенному рецепторному сигналінгу 
Т і В клітин, тож початково маркер CD45 назива-
ли звичайний антиген лейкоцитів (LCA – leukocyte 
common antigen) [28]. CD 14 ескресується пере-
важно макрофагами, нейтрофілами і дендритни-
ми клітинами [29]. Більшість авторів схиляється до 
думки, що маркери СD14, CD34 i CD45 є характер-
ними для більш комітованих гемопоетичних клітин 
і класичні МСК мають бути негативними за цими 

маркерами, що ми й спостерігаємо на прикладі 
клітинної популяції лінії 4BL.

Висновки
При культивуванні клітини лінії 4BL часто фор-

мують колові та напівколові асоціації, а при бага-
тошаровому рості утворюють формування, що на-
гадують кров’яні острівки. При вирощуванні у на-
піврідкому агарі клітини дають початок колоніям, 
подібним до ембріоїдних тілець. Стовбуровий по-
тенціал клітин лінії 4BL підтверджено їхньою здат-
ністю диференціюватись в адипогенному, остео-
генному та міогенному напрямках. За результата-
ми проточної цитофлуориметрії, клітини лінії 4BL 
є позитивними за маркерами стовбурових клітин 
CD105+ і CD73+ та негативними за маркерами ге-
мопоетичних стовбурових клітин CD90, CD45, CD34 
i CD14; також клітини не експресують маркер Oct4, 
який характерний для ембріональних або злоякіс-
них клітин. Отже, популяція клітин лінії 4BL ймовір-
ніше за все належить до мультипотентних стовбу-
рових негемопоетичних клітин. 
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СТВОЛОВОЙ ПОТЕНЦИАЛ НОВОЙ ЛИНИИ КЛЕТОК 
ЧЕЛОВЕКА 4BL

В.О. Кушнирук1, В.А. Шаблий2, С.П. Шпилевая1,  
Т.П. Рубан1, О.А. Пивень1, Г.С. Лобынцева2, Л.Л. Лукаш1

1Институт молекулярной биологии и генетики НАН 
Украины 
Украина, 03143, Киев, ул. Академика Заболотного, 150 
e-mail: kushniruk_v_o@ukr.net 
2Институт клеточной терапии 
Украина, 03680, Киев, проспект Космонавта Комарова, 3

При получении клеточной линии исследователей, в первую 
очередь, интересует морфология и имунофенотип, что по-
зволяет отнести клетки к тому или иному типу и соответ-
ственно, определить отрасли ее использования. Целью 
данной работы было проверить стволовой потенциал но-
вой линии клеток человека 4BL, которая получена из пе-
риферийной крови здорового донора и изучить ее иму-
нофенотип. Методы. Использовали стандартные методы 
культивирования, тест в полужидком агаре. Стволовой по-
тенциал проверяли дифференцировкой в жировую, кост-
ную и мышечную ткани. Иммунофенотип клеток проана-
лизировали на проточном цитофлюориметре BD FACS Aria 
(USA). Результаты. Клетки линии 4BL формируют колонии, 
подобные эмбриоидным телам при виращивании в по-
лужидком агаре и способны дифференцироваться в ос-
теогенном, адипогенном и миогенном направлении при 
выращивании в индукционных средах. Более 90 % популя-
ции клеток линии 4BL экспрессируют маркеры стволовых 
клеток CD105 и CD73 и негативны по маркерам гемопоэти-
ческих СК CD90, CD45, CD34 и CD14. Также данные клетки 
не экспрессируют маркер Oct 4. Выводы. Новая линия кле-
ток человека 4BL имеет стволовой потенциал и, вероятнее 
всего, принадлежит к мультипотентным негемопоэтиче-
ским стволовым клеткам.

Ключевые слова: клеточная линия, эмбриоидные тельца, 
стволовые клетки, дифференцировка, цитофлуориметрия. 

STEM POTENTIAL OF THE NEW HUMAN CELL LINE 4BL

V.O. Kushniruk1, V.A. Shablii2, S.P. Shpylevaya1, T.P. Ruban1, 
O.O. Piven1, G.S. Lobyntseva2, L.L. Lukash1

1 Institute of molecular biology and genetics of NAS of 
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During development of the new cell line researchers are pri-
marily interested in such characteristics as morphology and im-
munophenotype, which allows to define a type of cells and ac-
cordingly to outline branches of it application. The aim of this 
research was to determine the stem potential of the new cell 
line 4BL, which was obtained from peripheral blood of healthy 
donor and to investigate it`s immunophenotype. Methods. 
The standard cells cultivation and the soft agar test were used. 
Stem potential was checked by differentiation in the adypogen-
ic, osteogenic and myogenic directions. Immunophenotype of 
the cells was analyzed by flow cytometry on BD FACS Aria. Re-
sults. The 4BL cell line form colonies similar to embryoid bod-
ies when growing in the soft agar and reveal a capability to dif-
ferentiate into adypogenic, osteogenic and myogenic tissues in 
the induction mediums. Over 90% of the 4BL line cell popula-
tion express stem cell markers CD105 and C73 and are negative 
for the hemopoietic cells markers CD90, CD45, C34 and CD14. 
Also these cells don’t express Oct 4. Conclusions. The new hu-
man stem cell line has stem potential and, the most likely, be-
longs to non-hemopoietic multipotent stem cells. 

Keywords: cell line, embryoid bodies, stem cells, differentia-
tion, flow cytometry.


