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Овцы часто используются в качестве доклинических крупных животных моделей для тестирования тера-
певтического потенциала мультипотентных мезенхимных стволовых клеток (ММСК). В результате опти-
мизации метода выделения в градиент плотности фиколла из костного мозга (КМ) овец получена культура
клеток с характеристиками, подобными ММСК. Продемонстрировано преимущество использования
протоколов со специализированной пробиркой SepMate-15 по сравнению с выделением по классическо-
му методу. Полученные клетки обладали сильной адгезией к культуральному пластику, фибробластопо-
добной морфологией, способностью при индукции формировать in vitro клетки жировой, костной и хря-
щевой тканей. При адипогенной дифференцировке на 14-е сут формировались адипоциты с липидными
везикулами, которые выявлялись окраской специфическим красителем жировым красным O. В остеоген-
ной среде на 14-е сут появлялась специфическая активность эндогенной щелочной фосфатазы. Окраши-
вание ММСК методом серебрения Косса выявило наличие нерастворимых солей кальция в межклеточ-
ном пространстве. Хондрогенная дифференцировка обнаруживалась на 14-е сут и сопровождалась появ-
лением многослойных скоплений с большим количеством матрикса, в которых визуализировались
изогенные группы, подобные лакунам гиалинового хряща. На 21-е сут клетки формировали плотные мик-
рогранулы, в которых выявлся гликозаминогликановый матрикс. Сравнительный анализ жизнеспособно-
сти клеток на нулевом пассаже после заморозки в трех криозащитных средах свидетельствует о хорошем
состоянии размороженных клеток (более 70%). Полученная культура ММСК КМ овцы на 2–3-м пассажах
депонирована в специализированную Коллекцию перевиваемых соматических клеточных культур сель-
скохозяйственных и промысловых животных при ВИЭВ им. К.И. Скрябина и Я.Р. Коваленко РАН и мо-
жет использоваться в доклинических исследованиях.
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Из-за низкой стоимости овцы часто используют-
ся в качестве крупных животных моделей, для до-
клинического тестирования терапевтического по-
тенциала мультипотентных мезенхимных стволовых
клеток (ММСК) или тканеинженерных конструк-
ций на их основе для лечения дегенеративных забо-
леваний суставов (Zscharnack et al., 2010; Sanjurjo-
Rodriguez et al., 2017). Описаны эксперименты по
возможному замещению имплантатами костных де-
фектов у баранов (Свиридова и др., 2010). При этом
отмечено существенное сокращение сроков регене-
рации костной ткани при использовании аутоген-

ных ММСК в конструкциях на основе натуральных
кораллов (Сергеева и др., 2009).

Первая опубликованная работа по выделению
ММСК из КМ овец показала, что данные клетки
имели фибробластоподобную морфологию и могли
быть индуцированы в адипогенном и остеогенном
направлениях in vitro (Jessop et al., 1994). С тех пор со-
общалось о получении ММСК овец из пуповинной
крови, жировой ткани, периферической крови, пе-
чени, амниотической жидкости, пульпы зуба, сино-
виальной мембраны, дермиса, волосяных фолликул
и эндометрия (Music et al., 2018).

ММСК, выделенные из костного мозга (КМ) ов-
цы, так же как и других видов животных, являются
негемопоэтическими клетками, которые характери-
зуются in vitro адгезией к пластику, фибробластопо-

Принятые сокращения: ДМСО – диметилсульфоксид, КМ –
костный мозг, ММСК – мультипотентные мезенхимные ство-
ловые клетки, ПК – пуповинная кровь, СКПК – сыворотка
крови плодов коров, ЩФ – щелочная фосфатаза.
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добной морфологией, способностью при индукции
формировать клетки жировой, костной и хрящевой
тканей (McCarty et al., 2009; Кульнева и др., 2010а,
2010б; Desantis et al., 2018), мигрировать in vivo в по-
раженные органы (Behr et al., 2007; Lacitignola et al.,
2014). В организме ММСК млекопитающих проду-
цируют ростовые факторы и цитокины для поддер-
жания гемопоэза, а при системном введении в кровь
обладают выраженными иммуносупрессивными
свойствами (Caplan, Correa, 2011; Carrade, Borjesson,
2013; Eaker et al., 2013).

Несмотря на разнообразие исходных тканей, все
методы выделения ММСК из них могут быть разде-
лены на три основные группы – селекция по размеру
(массе), адгезия к пластику и отбор по CD-маркеру.
Первым и по сей день наиболее часто используемым
методом получения ММСК из КМ является выделе-
ние в градиент плотности фиколла. Раствор поме-
щается на дно конической пробирки, а затем сверху
наслаивается разбавленный аспират КМ. В резуль-
тате центрифугирования образуются слои, один из
которых представляет собой ММСК. После отделе-
ния клеточной фракции, предположительно пред-
ставленной мононуклеарными клетками крови и
ММСК, используют селективную адгезию к пласти-
ку. На протяжении многих лет методы разделения,
основанные на использовании градиента плотности
фиколла, претерпевали изменения, что привело к
созданию специализированных растворов, проби-
рок или колонок для выделения клеток. Одним
из таких приспособлений является пробирка
SepMate-15 (StemCell Technologies, Канада), содер-
жащая пористую вставку, которая образует физиче-
ский барьер между раствором и образцом. Она поз-
воляет быстро нанести образец, избежать необходи-
мости наслаивать его непосредственно на фиколл и
уменьшает длительность стадии осаждения. Полу-
ченный верхний слой, содержащий плазму и моно-
нуклеарные клетки, можно вылить в новую пробир-
ку одним движением (Eaker et al., 2013; Oliver-Vila et
al., 2018).

Следует отметить, что исследования влияния
условий выделения и культивирования на клеточ-
ные характеристики в основном выполняются с
ММСК человека. Изучение особенностей поведе-
ния ММСК человека в культуре показало влияние
условий культивирования на их основные характе-
ристики (Савченкова, Савченкова, 2014; Савченкова
и др., 2017). Имеются схожие данные для ММСК ов-
цы (Adamzyk et al., 2013; Colosimo et al., 2013). Не от-
мечено статистически значимой корреляции между
потенциалом пролиферации этих клеток in vitro и
возрастом или породой овец-доноров (Rhodes et al.,
2004). Считается, что длительное культивирование
этих клеток приводит к их старению и потере функ-
циональных свойств (Uder et al., 2018). Таким обра-
зом, использование ММСК в клеточной биотехно-
логии или ветеринарной медицине требует изучения
свойств культур клеток на ранних этапах после вы-

деления с целью их сохранения, поэтому методы за-
мораживания данных клеток не менее важны, чем
методы их выделения или культивирования.

В связи с этим цель настоящей работы заключа-
лась в сравнении некоторых из существующих ком-
мерческих продуктов (раствора фиколла, Lympholy-
te-H и пробирки SepMate-15) лля выделения из
КМ овцы клеток с фенотипом подобным ММСК и
оценки их выживаемости после криоконсервиро-
вания.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

КМ получали от здоровых овец (n = 3, романов-
ская порода, возраст 3–4 мес.) после седации диазе-
памом (0.05 мг/кг внутривенно) и местной анесте-
зии 2%-ным гидрохлоридом лидокаина. Пункцию
брали с помощью иглы для биопсии (Jorgensen Labs,
США) после асептической подготовки кожи. Из-за
лучшей доступности и больших размеров использо-
вали плечевую или большеберцовую кости, а не под-
вздошный гребень, как общепринято в клинической
практике. Все манипуляции с животными выполня-
ли в операционной кафедры ветеринарной хирургии
ФГБОУ ВПО МГАВМиБ с соблюдением “Правил
проведения работ с использованием эксперимен-
тальных животных” (Приказ Минздрава СССР № 755
“О мерах по дальнейшему совершенствованию орга-
низационных форм работы с использованием лабо-
раторных животных” от 12 августа 1977 г.). Получен-
ные пробы КМ объемом 1–5 мл от каждой овцы пе-
реносили в стерильные пробирки с напылением из
Li-гепарина и перевозили в лабораторию при 4°С в
течение 1 ч. ММСК выделяли согласно трем прото-
колам, описанным ниже.

Выделение в градиент плотности Lympholyte-H
(Cedarlane, Канада) в пробирке SepMate-15 (1). КМ
разбавляли эквивалентным количеством бессыворо-
точной среды, состоящей из фосфатно-солевого бу-
фера Дюльбекко без ионов Са2+ и Mg2+ (ФСБ-2), до-
полненного антибиотиками пенициллином 100 ед./мл
и стрептомицином 100 мкг/мл (Gibco, США). В про-
бирку SepMate-15 (StemCell Technologies, Канада)
добавляли раствор Lympholyte-H и подготовленный
КМ в соотношении 1 : 2, далее центрифугировали
при 800 g 20 мин. Одним движением сливали верх-
ний слой в новую центрифужную пробирку, разбав-
ляли бессывороточной средой (уменьшая плотность
раствора) и центрифугировали при 800 g 10 мин. После
удаления надосадочной жидкости к смеси клеток до-
бавляли ФСБ-2 с антибиотиками, дополненный 2%
сыворотки крови плодов коров (СКПК) (HyClone,
США), дважды проводили осаждение центрифуги-
рованием при 300 g 8 мин.

Выделение в градиент плотности фиколла
(ПанЭко, Россия) в пробирке SepMate-15 (2). Ис-
пользовали инструкцию производителя пробирки
(StemCell Technologies, Канада). КМ разбавляли эк-
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вивалентным количеством среды, состоящей из
ФСБ-2 с антибиотиками, дополненной 2% СКПК.
Подготовленный КМ добавляли в пробирку с фи-
коллом в соотношении 2 : 1 и центрифугировали при
1200 g 10 мин. Далее манипуляции выполняли так
же, как описано выше в первом протоколе.

Выделение в градиент плотности фиколла по
классическому методу (3). КМ разбавляли в 4 раза
вышеуказанной бессывороточной средой. Для выде-
ления использовали стандартные центрифужные
пробирки объемом 15 мл (Corning-Costar, США). Под-
готовленный КМ осторожно по стенке наслаивали на
раствор фиколла в соотношении 1 : 4 и центрифугиро-
вали при 1000 g 30 мин. Собирали пипеткой опалесци-
рующий слой на границе раздела фаз и переносили в
новую центрифужную пробирку. Взвесь разбавляли
четырехкратным избытком среды (ФСБ-2 с антибио-
тиками, дополненной 2% СКПК) для уменьшения
плотности раствора и нейтрализации воздействия
фиколла и трижды осаждали центрифугированием
при 400 g 10 мин.

Во всех случаях выделения отобранные клетки ре-
суспендировали в культуральной среде, состоящей из
минимальной среды Игла МЕМ в модификации
Дюльбекко с низким содержанием глюкозы (1 г/л;
DMEM-LG) (Lonza, Бельгия), содержащей L-глута-
мин (Gibco, США), 10% СКПК и антибиотики, и пе-
реносили в стерильный флакон для культивирова-
ния с площадью поверхности 25 см2. Через 24 ч не-
прекрепившиеся клетки удаляли заменой среды. В
дальнейшем среду меняли каждые 3–4 сут до дости-
жения 80–90% конфлюэнтного монослоя, затем клет-
ки субкультивировали, используя 0.25%-ный раствор
трипсина (ПанЭко, Россия). Кроме того, в работе ис-
пользовали ММСК, выделенные ранее из пуповин-
ной крови (ПК) лошади (Коровина и др., 2015).

Морфологический анализ нативных и окрашен-
ных красителем Гимза препаратов проводили с помо-
щью инвертированного фазово-контрастного микро-
скопа (Carl Zeiss, Германия) с программным обеспе-
чением AxioVision Rel. 4.8.

Среднее время удвоения числа клеток td рассчи-
тывали по формуле: td = t/lg2(Nt/N0), где t – время
между начальным и конечным счетом числа клеток,
N0 и Nt – число клеток в начале и конце эксперимен-
та соответственно (Узбеков, 2004). При этом долю
клеток в фазе G0 не учитывали.

Способность клонообразования оценивали на
10-е сут культивирования. Для этого пассировали
клетки при плотности 1.5 × 103 в культуральный
флакон (25 см2) и рассчитывали как отношение чис-
ла образовавшихся клонов к общему числу посеян-
ных клеток. Митотический индекс (‰) рассчитыва-
ли в фазе логарифмического роста как отношение
числа митозов к общему числу подсчитанных кле-
ток, умноженное на 1000.

Для кариологического анализа клетки на стадии
логарифмического роста обрабатывали 0.6 мкг/мл
колхицина в среде в течение 2 ч при 37°С в СО2-ин-
кубаторе. Митотически делящиеся клетки снимали
0.25%-ным раствором трипсина в течение 5 мин при
комнатной температуре. После обработки гипотони-
ческим 0.56%-ным раствором KCl в течение 10–15 мин
при 37°С клетки осаждали центрифугированием
(5 мин, 100 g). ММСК фиксировали смесью метано-
ла и ледяной уксусной кислоты в объемном соотно-
шении 3 : 1. Полученную суспензию использовали
для приготовления хромосомных препаратов.

Способность ММСК к направленной дифферен-
цировке в адипо-, остео- и хондрогенном направле-
ниях in vitro изучали с использованием наборов для
дифференцировки StemPro® (Gibco, США). Клетки
на 3-м пассаже переносили в 24-луночные планше-
ты при плотности 104 кл./см2. По достижении 70–
80%-ного монослоя питательную среду заменяли
средой для направленной дифференцировки. Далее
индукционные среды меняли каждые 3–4 сут. Эф-
фективность дифференцировки оценивали через 14
и 21 сут культивирования. Клетки фиксировали мета-
нолом, охлажденным до −20°С (Macron Fine Chemi-
cals, США), в течение 30 мин и окрашивали специфи-
ческими красителями. Липидные включения в цито-
плазме клеток при адипогенной дифференцировке
выявляли с помощью окрашивания жировым крас-
ным О (Bio-Optica, Италия), ядра докрашивали ге-
матоксилином Майера (Sigma-Aldrich, США). Эф-
фективность остеогенной дифференцировки анали-
зировали с помощью набора для метода серебрения
Косса (Bio-Optica, Италия), выявляя карбонаты и
фосфаты кальция. Для выявления активности ще-
лочной фосфатазы (ЩФ), раннего маркера остео-
генной дифференцировки, использовали набор ре-
активов (Sigma-Aldrich, США). Дифференцировку в
хондрогенном направлении в монослое выявляли
окрашиванием полисахаридов и муцинов альциано-
вым синим (БиоВитрум, Россия) в сочетании с гема-
токсилином Гарриса (Лабпоинт, Россия).

Криозащитные среды. Кондиционированную сре-
ду для криоконсервирования получали культивирова-
нием ММСК до конфлюэнтного монослоя, далее сре-
ду отбирали и центрифугировали при 400 g 10 мин,
пропускали через фильтры с диаметром пор 0.22 мкм
(Millipore, США). Три образца каждой клеточной
культуры замораживали в следующих криозащит-
ных средах: среда 1 – 50% DMEM-LG, 40% СКПК и
10% ДМСО (ПанЭко, Россия); среда 2 – готовая
коммерческая бессывороточная криосреда Bambanker
и 10% ДМСО (Lymphotec, Япония); среда 3 – конди-
ционированная среда, собранная с ММСК, (90%) и
10% ДМСО.

Дезагрегированные трипсином ММСК овцы
центрифугировали при 100 g 5 мин, клеточный оса-
док ресуспендировали в DMEM-LG без добавления
сыворотки, повторно осаждали в тех же условиях и
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замораживали в вышеуказанных средах в концен-
трации 106 кл./мл. Криопробирки замораживали с
помощью постепенного снижения температуры
(1°C/мин) до −70°C и через 24 ч перемещали в крио-
хранилище с жидким азотом (Thermo Fisher Scientif-
ic, США). Клетки размораживали, помещая крио-
пробирки в водяную баню с температурой 37°C. За-
тем переносили в центрифужные пробирки объемом
15 мл и промывали культуральной средой. Оценку
жизнеспособности проводили с помощью автомати-
ческого счетчика Luna-II (Logos Biosystems, Корея),
используя раствор трипанового синего (0.4%).

Результаты выражены значениями среднего ариф-
метического и его стандартной ошибки. Достовер-
ность различий оценивали по t-критерию Стьюдента
при P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты наших исследований показали, что

пункция КМ в объеме 1–5 мл достаточна для успеш-
ного выделения клеток с характеристиками ММСК.
Другие авторы считают, что количество аспирата
КМ овцы, необходимое для получения ММСК с по-
мощью градиента плотности фиколла, перколла, ги-
стопака и др., составляет 22.5–35 мл (Mrugala at al.,
2008; Delling et al., 2015; Vivas et al., 2018). Это может
свидетельствовать о том, что пункции КМ были раз-
бавлены периферической кровью животных. Из-
вестно, что ММСК выделяют из периферической
крови овцы (Landa-Solis et al., 2016).

В эксперименте сравнивали три протокола выде-
ления ММСК из КМ. Эффективность выделения
клеток оценивали через 2, 9 и 14 сут. В качестве кри-
териев оценки использовали морфологическую ха-
рактеристику клеток и способность образования
конфлюэнтного монослоя. Через 2 сут культивиро-
вания отобранных клеточных фракций наблюдали
прикрепленные к пластику единичные фибробла-
стоподобные клетки (рис. 1, а–в). Клетки, выделен-
ные по протоколам 1 и 2, на 9-е сут культивирования
имели схожие морфологические характеристики
(рис. 1, г, д). Отмечено большое число узких верете-
нообразных клеток с фибробластоподобной мор-
фологией. Встречались мелкие округлые клетки и
единичные большие плоские клетки (диаметром
40–60 мкм). Эти наблюдения согласуются с данны-
ми электронной микроскопии о наличии в популя-
ции ММСК КМ овцы клеток морфологически раз-
личных типов (Desantis et al., 2015). В клеточных
культурах, выделенных по протоколу 3, на 9-е сут
культивирования визуализировались клетки с
округлой формой и вакуолизированной цитоплаз-
мой (рис. 1, е). Считается, что эти изменения могут
быть следствием цитотоксичности градиента плот-
ности фиколла (Posel et al., 2012). Более длительное
культивирование ММСК подтвердило целесообраз-
ность их выделения по протоколам 1 и 2, что видно
из результатов, представленных на рис. 1, ж–и.

Одной из характеристик ММСК животных явля-
ется способность их при низкой плотности образовы-
вать клоны. Результаты наших исследований показа-
ли, что эффективность клонообразования ММСК
овцы составляет 87 ± 0.1%. При посевной плотности
1.5 × 103 в культуральных флаконах площадью 25 см2

на 10-е сут наблюдали формирование клонов. По
морфологии они отличались от клонов, которые
формировали ММСК, выделенные из ПК лошади,
несмотря на схожие значения эффективности кло-
нообразования (89 ± 0.7%). Клоны были представле-
ны кластерами с нечеткими границами, в которых
клетки не создавали плотных контактов по сравне-
нию с клонами, сформированными ММСК ПК ло-
шади (рис. 2, б).

Результаты кариологического анализа показали,
что модальное число хромосом составляет 54 и соот-
ветствует диплоидному набору хромосом этого вида
животного. Так, анализ клеток на 3-м и 10-м пасса-
жах обнаружил, что из 40 и 50 метафазных пластинок
40 и 50 имели диплоидный кариотип 54 XX или XY
хромосом соответственно.

Несмотря на то что в доклинических исследова-
ниях по восстановлению хрящевой ткани овцы были
самыми используемыми крупными животными в
период с 2013 по 2017 г. (Music et al., 2018), число
опубликованных работ по изучению биологии
ММСК овец in vitro все еще недостаточно. В связи с
этим мы изучали свойства данных клеток в культуре.
Мы показали, что время удвоения ММСК овцы со-
ставляет 33 ± 0.4 ч, митотический индекс – 2.8‰.
Данные согласуются с полученными нами ранее
значениями времени цитогенерации ММСК, выде-
ленных из КМ и жировой ткани крупного рогатого
скота (24 ± 0.01 и 36 ± 0.3 ч соответственно) (Волкова
и др., 2012), и в 2 раза превосходят по скорости удво-
ения ММСК ПК лошади (Коровина и др., 2017). Со-
гласно данным из литературы, среднее значение
времени удвоения ММСК овцы у разных авторов
сильно различается и составляет от 12 ч (Mrugala at
al., 2008) до 50 (Rentsch et al., 2010). Скорость проли-
ферации ММСК овцы зависит от концентрации сы-
воротки в среде (5–20%). Самые высокие показатели
были достигнуты в присутствии 20% СКПК (Heidari
et al., 2013).

Сообщалось о том, что ММСК овцы окрашива-
ются антителами против антигенов CD44, CD105,
виментина, α-актина гладких мышц, десмина и не
окрашиваются антителами против CD31, CD34 и
CD45 (Mrugala at al., 2008). Для идентификации кле-
ток была предложена следующая панель монокло-
нальных антител: >99% против CD90 и CD105, >95%
против CD73 и CD271, <1% против CD117 (Khan
et al., 2016). Из-за отсутствия специфичных антител
мы оценивали принадлежность полученных клеток
к ММСК по функциональным свойствам – по спо-
собности формировать клетки жировой, костной и
хрящевой тканей при индукции.
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На 14–21-е сут при культивировании ММСК в
среде, содержащей индукторы, которые направляют
дифференцировку в клетки жировой ткани, выявля-
ли формирование адипоцитов с липидными везику-
лами, которые окрашивались жировым красным О
(рис. 3, а, д). Окраска методом серебрения Косса вы-
явила наличие солей кальция в межклеточном про-
странстве (рис. 3, б, е) на 21-е сут, что свидетельствует
о дифференцировке клеток в остеогенном направле-
нии. Наличие ЩФ в отличие продуктов реакции Косса
обнаружено раньше, на 14-е сут (рис. 3, в, ж). Извест-
но о зависимости между остеогенной дифференци-
ровкой и специфической активностью ЩФ, которая
может использоваться в качестве раннего маркера
(Савченкова и др., 2010). Наши результаты согласу-
ются с данными других авторов о выявлении при ин-
дукции в остеогенном направлении экспрессии ЩФ
через 7–18 сут (Caminal et al., 2017). Имеется сообще-
ние, что при остеогенной стимуляции ММСК КМ и
жировой ткани овцы в часто применяемой для диф-
ференцировки ММСК человека среде, содержащей
β-глицерофосфат, не обнаружено активности ЩФ.
Эти результаты указывают на значительные разли-
чия между ММСК овцы и человека, и авторы пред-

полагают, что методы стандартной остеогенной
дифференцировки in vitro могут не подходить для
ММСК всех видов (Kalaszczynska et al., 2013). В случае
хондродифференцировки в монослое через 14 сут
ММСК овцы образовывали многослойные скопле-
ния с большим количеством матрикса, отмечали изо-
генные группы, подобные лакунам гиалинового хря-
ща. Через 21 сут клетки формировали микрогранулы
с диаметром в диапазоне 370–710 мкм (рис. 3, г, з). Ха-
рактерное продуцирование гликозаминогликаново-
го матрикса при хондрогенной дифференцировке
подтверждали окрашиванием альциановым синим в
сине-зеленый цвет (глюкозаминогликаны и муко-
полисахариды). Описано использование аналогич-
ной среды StemPro® (но с предварительным осажде-
нием клеток) для хондрогенной дифференцировки
ММСК синовиальной оболочки коленных суста-
вов человека с образованием сфер размером около
1500 мкм (Далина и др., 2013). Как правило, выде-
ленные ММСК осаждают для образования культуры
микромасс, чтобы способствовать хондрогенной диф-
ференцировке (Rentsch et al., 2010). Необходимые
для запуска программ хондрогенеза плотные меж-
клеточные контакты в загруженном ММСК матрик-

Рис. 1. Клетки с фенотипом ММСК, выделенные из костного мозга (КМ) овцы с использованием разных протоколов (1–3),
на разных этапах культивирования. Нативный препарат. Стрелками указаны единичные фибробластоподобные клетки. Об.:
20× (г–и) или 40× (а, б, в).
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се также формируются путем высокоскоростного
центрифугирования (Тепляшин и др., 2007). Таким
образом, было показано, что полученные нами из

КМ овец популяции клеток обладают фенотипом,
характерным для ММСК.

Для сокращения возможного негативного влия-
ния условий длительного культивирования выде-
ленных клеток, а также в экономических целях при-
меняется криоконсервирование. Общепринятым
криопротектором при замораживании различных
клеток считается ДМСО (5–10%), а сочетание рас-
твора ДМСО и СКПК используется уже несколько
десятилетий для сохранения многих типов клеток и
тканей. Ранее для ММСК овцы, выделенных из раз-
личных тканей, применяли методы криоконсерви-
рования, аналогичные методам для ММСК челове-
ка, с использованием СКПК (90%) и ДМСО (10%)
(Lyahyai et al., 2012; Colosimo et al., 2013; Delling et al.,
2015). Было показано, что снижение содержания сы-
воротки в криосреде (20%) не влияет на значения
жизнеспособности клеток, которые составляли 90 ±
± 1.99% (Renzi et al., 2012). Известно, что ММСК
секретируют множество ростовых факторов и цито-
кинов, которые способствуют снижению апоптоза,
воспаления и окислительного стресса при сердечно-
сосудистых и нейродегенеративных заболеваниях
(Pawitan, 2014). Появились данные, которые свиде-
тельствуют о том, что кондиционированная среда,
полученная от ММСК, используется при заморажи-
вании (Lin et al., 2013; Kadekar et al., 2016; Maia et al.,
2017). В связи с этим представляло интерес сравнить
влияние трех криозащитных сред при криоконсер-
вировании на жизнеспособность ММСК овцы сразу
после размораживания на 0-м пассаже. Как видно из
результатов, представленных в табл. 1, наилучшие
показатели жизнеспособности клеток были выявле-
ны в группах, где в качестве криопротектора применя-
ли используемую в нашей лаборатории (среда 1) или
готовую коммерческую среду (среда 2). В случае кон-
диционированной среды в качестве компонента для
среды замораживания жизнеспособность ММСК КМ
овцы снижалась на 8%. Полученные нами результа-
ты согласуются с опубликованными данными, со-
гласно которым при использовании кондициониро-
ванной среды при замораживании ММСК, выде-
ленных из пуповины лошади, их жизнеспособность
составляла 70.3 ± 20.6% (Maia et al., 2014). Выживае-
мость ММСК овцы во всех трех группах в наших
экспериментах была выше 70%, что свидетельствует
о хорошем состоянии размороженных клеток.

Таким образом, в результате оптимизации клас-
сического метода выделения в градиент плотности
фиколла из КМ овец была получена культура клеток
с характеристиками, подобными ММСК. Клетки
имели высокую адгезию к пластику и фибробласто-
подобную морфологию, обладали способностью при
посеве в низкой плотности формировать клоны с
эффективностью 87% и при индукции формировать
клетки жировой, костной и хрящевой тканей. Полу-
ченные нами культуры клеток на 2–3-м пассажах де-
понированы в специализированную Коллекцию пе-
ревиваемых соматических клеточных культур сель-

Рис. 2. Клонообразующие потенции ММСК сельскохо-
зяйственных животных на 10-е сут культивирования:
кластеры ММСК КМ овцы (а) и клон ММСК ПК лоша-
ди (б). Краситель Гимза. Об. 10×.

а

б

Таблица 1. Влияние криозащитных сред на жизнеспособ-
ность клеток после криоконсервирования

Среда
Жизнеспособность в пробах 1–3, %

1 2 3 Среднее

1 84.2 84.1 83.8 84.00 ± 0.13

2 81.5 82.4 82.1 82.00 ± 0.26

3 76.6 75.7 76.7 76.00 ± 0.4
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скохозяйственных и промысловых животных при
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Рис. 3. Направленная дифференцировка ММСК КМ овцы в клетки жировой, костной и хрящевой тканей через 14 и 21 сут
культивирования в адипогенной (а, д), остеогенной (б, в, е, ж) и хондрогенной (г, з) средах. Стрелками указаны изогенные
группы, морфологически сходные с лакунами гиалинового хряща. Об.: 10× (б, в, е, ж), 20× (з) или 40× (а, г, д).

а б в г

д е ж з
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OVINE BONE MARROW-DERIVED MULTIPOTENT MESENCHYMAL STEM 
CELLS: ISOLATION AND CRYOPRESERVATION

D. G. Korovinaa, *, I. M. Volkovaa, S. A. Vasilyevaa, M. I. Gulyukina, I. P. Savchenkovaa

aFederal Scientific Centre – Skryabin and Kovalenko All-Russian State Research Institute of Experimental Veterinary Medicine RAS, 
Moscow, 109428 Russia

*e-mail: darya.korovina@gmail.com

Sheeps are often used as the preclinical large animal models when the therapeutic potential of multipotent mesen-
chymal stem cells (MMSCs) is tested. Optimization of the Ficoll density gradient extraction method harvested the
cell culture with characteristics similar to the MMSCs. Protocols using specialized tube SepMate-15 were demon-
strated to be more advantageous then classical Ficoll method. The harvested cells had a strong adhesion to the cul-



44

ЦИТОЛОГИЯ  том 61  № 1  2019

КОРОВИНА и др.

ture plastic, a fibroblast-like morphology, as well as the induction capability to the in vitro formation of the cells of
fatty, bone and cartilaginous tissues. During the adipogenic differentiation on day 14, the adipocytes with lipid ves-
icles were formed, as detected by a specific dye Oil red O staining. On the day 14 of cultivation, the osteogenic me-
dium revealed specific activity of the endogenous alkaline phosphatase. The staining of MMSCs by von Kossa found
the presence of insoluble calcium salts in the intercellular space. The chondrogenic differentiation was detected after
14 days, accompanied by the appearance of multilayered aggregates with a large amount of the matrix which were
visual of the isogenic groups similar to hyaline cartilage lacunae. After 21 days, the cells formed dense microgranules,
which detected production of the glycosaminoglycan matrix. The comparative analysis of the three cryoprotective
media characterized their effects on the cell viability. The derived cell culture was deposited in the Specialized Col-
lection of somatic cell cultures of farm and commercial animals at the K.I. Skryabin and Ya.R. Kovalenko VIEV and
can be used in preclinical studies.

Keywords: multipotent mesenchymal stem cells, bone marrow, ovine, isolation, cultivation, differentiation, cryo-
preservation
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