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Изучено влияние импульсного низкоинтен-
сивного лазерного излучения инфракрасного и 
красного спектров на культуру мезенхимальных 
стволовых клеток человека in vitro. Показано, что 
при используемых энергетических и временных 
параметрах воздействия низкоинтенсивного 
лазерного излучения морфология и жизнеспо-
собность мезенхимальных стволовых клеток 
не изменяется. Наблюдалось незначительное 
повышение количества клеток по сравнению с 
контролем. Лучший эффект после освечивания 
инфракрасным импульсным низкоинтенсивным 
лазерным излучением проявлялся с первого по 
третий дни культивирования.
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Influence of pulse low-intensive laser radiation 
of infrared and red ranges on culture of mesenchymal 
stem cells of the person of in vitro is studied. It is 
shown that at used power and temporary parameters 
of influence of low-intensive laser radiation the 
morphology and viability of mesenchymal stem cells 
doesn’t change. Slight increase of quantity of cages 
in comparison with control was observed. The best 
effect after radiation was shown by infrared pulse 
low-intensive laser radiation from the first cultivation 
on the third days.

Keywords: mesenchymal stem cells, laser 
radiation, morphology and cell fission.

Введение. Мезенхимальные стволовые 
клетки (МСК) могут использоваться для замести-
тельной или восстановительной терапии заболе-
ваний, генной или клеточной инженерии [10].

МСК являются мультипотентными. Они спо-
собны к дифференцировке в различные типы кле-

ток тканей – остеобласты, хондроциты, адипоци-
ты, миобласты, гепатоциты, кардиомиоциты и др. 
[5, 10, 11]. Известно, что МСК человека сохраняют 
способность к пролиферации и дифференцировке 
при культивировании in vitro, а также при реим-
плантации, что обусловливает их высокую значи-
мость в клинической практике [10]. Есть данные 
о возможности получения из МСК нейрональных 
предшественников с последующей дифферен-
цировкой их в клетки нервной ткани (нейроны, 
астроциты, олигодендроциты) [7, 15, 20, 30]. МСК 
секретируют почти все основные провоспалитель-
ные цитокины и ростовые факторы [5].

В настоящее время актуальным является 
нахождение условий для расширения мульти-
потентности мезенхимальных стволовых клеток 
до плюрипотентности эмбриональных стволовых 
клеток, что позволит в регенеративно-пласти-
ческой медицине автоматически решить многие 
проблемы этического, морального, религиозного 
и юридического характера. Одним из известных 
способов неспецифического регулирования кле-
точной активности МСК на этапе предварительно-
го культивирования in vitro является воздействие 
низкоинтенсивным лазерным излучением (НИЛИ). 
Для этого могут быть использованы лазерные 
источники с разной длиной волны, работающие, 
в основном, в непрерывном режиме [8, 13, 17, 18, 
19, 22, 23, 24, 25, 27, 35, 36, 37, 39, 40]. 

Итоговая энергетическая плотность (ЭП) на-
ходится в достаточно узких пределах, характерных 
для эффектов, наблюдаемых в других типах клеток 
[3], хотя сама по себе ЭП (или, так называемая, 
«доза») абсолютно неинформативна, а важней-
шие параметры методики воздействия часто не 
указываются [2, 16]. Все разнообразные получа-
емые эффекты являются кальций-зависимыми, 
поскольку первичным механизмом стимуляции 
клеточной активности (физиологии) является 
термодинамический запуск Ca2+-зависимых про-
цессов [1]. 

До настоящего времени не проведено ни 
одного исследования с применением импульс-
ных лазеров, наиболее распространённых в 
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современной лазерной терапии (длительность 
светового импульса 10-7 с, импульсная мощность 
5-10 Вт, длина волны 635 и 904 нм), хотя во многих 
публикациях показана их высокая эффективность, 
как in vitro, так и in vivo [3, 14]. Не изучались пер-
спективные возможности частотной модуляции. 

Цель исследования - оценка влияния им-
пульсного НИЛИ инфракрасного (904 нм) и крас-
ного спектров (635 нм), в том числе с использо-
ванием многочастотного режима, на морфологию, 
жизнеспособность, пролиферативную активность 
и скорость роста МСК in vitro.

Материал и методы исследования. В экс-
перименте использовалась адгезивная культура 
мультипотентных стромальных клеток (МСК), 4 
пассажа, полученных из ткани пуповины донора, 
давшего информированное согласие. Забор, 
транспортировка и обработка материала прово-
дилась в течение 24 часов с момента родов. МСК 
получены методом эксплантов с последующим 
культивированием фрагментов.  

Культивирование проводили в течение 
6 суток, с использованием стандартных пита-
тельных сред: Minimum Essential Medium Eagle, 
Alpha Modification with NaHCO3 (Sigma-Aldrich, 
Германия), 2mM L-глютамина (ПанЭко, Россия), 
10% сыворотки плодов коровы (MSC FBS, Gibco, 
Австралия). Культивирование проводилось на 
чашках Петри площадью 11,78 см2 (EasyGripTM, 
Beckton Dickinson, USA). Также использовались: 
раствор Дальбекко (DPBS, Биолот, Россия), рас-
твор трипсина-ЭДТА (ПанЭко, Россия), центри-
фужные пробирки объёмом 50 мл (CentriStarTM, 
Corning Incorporated, Мексика) и серологические 
пипетки объёмом 25 и 10 мл (Falcon, Beckton 
Dickinson, США). 

Жизнеспособность клеток (отношение живых 
к мёртвым) оценивали на автоматическом анали-
заторе клеток Vi-Cell XR (Beckman Coulter, USA).  

Исследование проводилось в 5 группах, по 
3 чашки (повторениях) в каждой группе. Опытные 
группы подвергались воздействию НИЛИ (пара-
метры представлены в табл. 1). Время экспозиции 
составляло 5 мин на 1 чашку. Контрольные чашки 
не подвергалась воздействию. Применяли аппа-
рат лазерный терапевтический «Лазмик-ВЛОК» 
(РУ № РЗН 2014/1410 от 06.02.2014), импульсные 
матричные лазерные излучающие головки, име-
ющие 8 лазерных диодов, расположенных в два 
ряда, что обеспечивало относительно равномер-
ную засветку почти эллиптической области 5×7 см 
на расстоянии 7 см от поверхности. 

Чашки диаметром 3,5 см полностью находи-
лись в световом поле (рис. 1), и на них приходи-
лось, соответственно ≈10% падающей световой 
энергии. Исходя из этого, рассчитывалась ПМ и 
ЭП для каждого варианта освечивания. В режиме 

многочастотной модуляции ЛАЗМИК® использо-
валась сложная многочастотная модуляция [3]. 
Требование к равномерному освечиванию всей 
поверхности плашки (лунки) связано с тем, что в 
этом случае обеспечивается лучший эффект, чем 
при локальном, точечном воздействии на часть 
культуры клеток [39].

Непосредственно перед освечиванием 
МСК были инокулированы в количестве 3,7х103 
живых клеток/см2 поверхности культуральной 
посуды в каждую чашку Петри исследуемых и 
контрольной групп. Дальнейшее культивирование 
осуществлялось при +37°С, CO2 5% в течение 5 
дней. Визуальное наблюдение за морфологией 
и ростом культуры проводилось ежедневно ме-
тодом инвертированной световой микроскопии 
до достижения монослоя в одной из групп. После 
этого был проведен подсчёт общего количества 
клеток в каждой группе.

Статистическая обработка результатов про-
водилась с использованием программы SigmaPlot 
(version 11.0).

Результаты исследования и их обсужде-
ние. Начиная с первого дня культивирования на 
всех исследуемых посудах можно было наблюдать 
клетки, находящиеся на разных стадиях деления 
(рис. 2). При оценке клетки всех групп были иден-
тичными, обладали высокой степенью адгезии к 
пластику, образовывали веретенообразную, тре-
угольную и полигональные формы. При изучении 
морфологии отдельных клеток на первые сутки 
культивирования можно было заметить, что по-
давляющая часть клеток имела схожие признаки: 
цитоплазма клеток светлая, хорошо структуриро-
ванная, края чёткие, ядра с 1-2-мя ядрышками, 
без каких-либо нетипичных включений. 

При дальнейшем культивировании отме-
чался относительно равномерный рост культуры 
по всей поверхности пластика. Значимых изме-
нений в морфологии клеток среди изучаемых и 
контрольной групп выявлено не было. На пятый 
день культивирования морфологическая картина 
не изменилась и являлась типичной для культуры 
МСК. Межклеточные контакты - плотные, клетки 
достигают монослоя во всех группах. Анализ 
диаметра клеток показал отсутствие разницы в 
размерах клеток в разных группах и во все дни 
культивирования.

Таким образом, морфологический анализ 
не выявил отличий в морфологии клеток между 
контрольной и экспериментальными группами в 
процессе культивирования. Жизнеспособность 
клеток в группах также не отличалась. 

С 1 по 5 день культивирования количество 
клеток в поле зрения оценивалось визуально, с 
учётом показателя % монослоя на поверхности 
культуральной посуды. Подсчёт клеток проводили 
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как в ручном, так и в автоматическом режиме. На 
рисунке 3 представлены данные о количестве кле-
ток в поле зрения через сутки после освечивания. 
Во всех группах освечивания наблюдается превы-
шение количества клеток относительно контроля, 
в наибольшей степени в группе ОЛ (904 нм, режим 
модуляции ЛАЗМИК®).

Оценка монослоя (площадь, занимаемая 
клетками) визуально проводилась в течение 5-и 
суток культивирования (рис. 4). Общий характер 
изменений был идентичен для всех клеток, но в 
группах, подвергшихся освечиванию, более вы-
ражен рост в первые 3 дня, что свидетельствует 
о стимулировании внутриклеточных процессов на 
первом этапе деления. 

Из представленных графиков невозможно 
сделать однозначный вывод в пользу того или 
иного режима. Исследование носило предвари-
тельный, оценочный характер, а для оптимизации 
параметров воздействия необходима большая 
детализация режимов и их комбинаций.

На наш взгляд, перспективно рассматривать 
результаты предварительного освечивания in vitro 
как часть комплексной программы по конечному 
результату возможного приживления и нужной 
дифференцировки. Способность НИЛИ стимули-
ровать пролиферацию клеток [34] и производство 

ангиогенных факторов, таких как васкуло-эндо-
телиального фактора роста (VEGF) [21], пред-
полагает возможность создания среды, которая 
является оптимальной для роста стволовых клеток 
in vivo [28]. Имеются работы, в которых проводили 
освечивание НИЛИ уже после пересадки МСК в 
различные ткани [31, 33, 38, 41].

В пользу необходимости последователь-
ного варианта лазерного воздействия могут 
свидетельствовать положительные результаты 
технологии имплантации эмбриональных нервных 
клеток в полностью рассечённый спинной мозг 
с последующим освечиванием НИЛИ (780 нм, 
100 мВт, 30 мин) участка регенерации. Намного 
лучшие результаты достигались после предвари-
тельного лазерного освечивания культуры клеток 
(780 нм, 50 мВт, 1 мин). По аналогии можно было 
бы предположить, что и с МСК лучше было бы 
проводить предварительное освечивание на этапе 
культивирования, а затем после их пересадки.  

Таким образом, результаты предваритель-
ного изучения возможного влияния импульсного 
НИЛИ инфракрасного (904 нм) и красного спект-
ров (635 нм), в том числе с использованием мно-
гочастотного режима ЛАЗМИК®, на морфологию, 
жизнеспособность, пролиферативную активность 
и скорость роста мезенхимальных стволовых кле-

Рис. 1. Расположение лазерной излучающей головки относительно чашки с культурой клеток.
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ток in vitro показали, что при используемых энер-
гетических и временных параметрах воздействия 
их морфология и жизнеспособность не меняется. 

В тоже время наблюдалось небольшое 
превышение количества клеток относительно 
контроля, лучший эффект после освечивания ин-
фракрасным (904 нм) импульсным НИЛИ в режиме 

многочастотной модуляции ЛАЗМИКâ [3]. Эффект 
проявлялся в наибольшей степени в период с 1-го 
по 3-й день культивирования. 

Необходимо проведение дополнительных 
исследований для оптимизации параметров воз-
действия (длина волны, мощность, время и пр.) с 
возможным расширением методики с освечива-

Рис. 2. Культура клеток в группах через сутки после освечивания
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Рис. 3. Количество клеток в поле зрения через сутки после освечивания 

Рис. 4. Площадь, занимаемая клетками в процессе культивирования.
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нием МСК не только предварительно, в культуре, 
но также после имплантации in vivo.
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