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В медицине, в том числе ветеринарной, интенсивно развивается направление, которое рассматривает приме-
нением низких температур в лечении различных заболеваний человека и животных. Конкретные механизмы
устойчивости различных типов клеток к холоду до сих пор остаются неясными и требуют дальнейшего изуче-
ния. Ранее была получена линия клеток с фенотипом, подобным мезенхимным стволовым клеткам (МСК), из
подкожно-жировой ткани (ПЖТ) человека, замороженной без криопротектора (–70°С). Представляло инте-
рес сравнить in vitro реакцию этих клеток на действие низких температур (–70 и –196°С при времени экс-
позиции 15, 30 и 60 с), с реакцией МСК, выделенными из свежеизолированной ПЖТ. Анализ результатов
продемонстрировал, что МСК из ПЖТ устойчивы к воздействию изученных параметров низких темпера-
тур. Температура –70°С не оказывала отрицательного действия на клетки обоих вариантов ни в одном из
указанных временных параметров. После пребывание в жидком азоте и оттаивания во всех вариантах на-
блюдали разрыв монослоя и высокую долю клеток с поврежденной цитоплазматической мембраной.
Клетки формировали монослой, но с различной скоростью, размножались, сохраняли иммунофенотип
(CD29+, CD44+, CD49a+, CD90+, CD105+, HLA ABC+) и способность при индукции формировать клетки
жировой ткани in vitro. Наиболее устойчивыми к действию низких температур являются МСК, выделен-
ные ранее из замороженной ПЖТ человека. Полученные результаты могут быть полезными для дальней-
шего изучения процессов и механизмов, лежащих в основе адаптации клеток млекопитающих к холоду.
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Изучение действия низких температур на молеку-
лярно-клеточные изменения биологических объек-
тов и их функцию позволяет создать новейшие
криотехнологии и внедрять в медицину методы
улучшения здоровья людей и животных. Исследова-
ния патофизиологических, биохимических, морфо-
логических и иммунологических процессов на кле-
точном, тканевом и организменном уровнях позво-
лили научно обосновать применение криохирургии,
криотерапии и гипотермии в медицинской практи-
ке, а также обеспечить развитие нового направления
в современной медико-биологической науке – био-
медицинские клеточные продукты и их потенциаль-
ные возможности для медицины (Федеральный за-
кон № 180-ФЗ от 23 июня 2016 г. “О биомедицин-
ских клеточных продуктах”).

Все существующие подходы к лечению болезней
с помощью криохирургии и криотерапии сформиро-
вались на основе данных классической криобиоло-
гии и методов, разработанных для криоконсервации
клеток (Ревишвили и др., 2019). Криобиология обес-
печила длительное хранение клеток и тканей раз-
личного происхождения (Грищенко, 2008). Вместе с
тем конкретные механизмы, лежащие в основе разной
устойчивости клеток и тканей организма к действию
низких температур, остаются невыясненными до сих
пор и требуют дальнейшего изучения. Вопрос о реак-
ции клеток раннего гистогенеза (эмбрионального,
плодового), стволовых и их потомков на охлаждение и
криоконсервирование и характере изменений в био-
логических структурах разного срока развития при
этом остается недостаточно изученным. Использо-
вание лечебного действия холода на организм невоз-
можно без углубленного понимания явлений и про-
цессов, которые происходят в охлаждаемых и замо-

Принятые сокращения: МСК – мезенхимные стволовые клет-
ки; ПЖТ – подкожно-жировая ткань; СК – стволовые клетки;
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раживаемых клетках и тканях (Gao, Crister, 2000;
Fowler, Toner, 2005).

В криотерапии воспаления забрюшинной (пара-
панкреатической) жировой ткани, которая окружает
поджелудочную железу, используют обработку жид-
ким азотом. Ранее мы показали, что в жировой тка-
ни человека, подвергнутой низкотемпературному
шоку (–70°С без криопротектора) сохраняется кле-
точная популяция со свойствами мезенхимных ство-
ловых клеток (МСК) (Савченкова, Коржикова,
2009). Поэтому мы предположили, что после крио-
терапии жировой клетчатки поджелудочной железы
в ней могут сохраняться популяции клеток, подоб-
ные полученной нами, которые не теряют свои
свойства, в том числе способность к регенерации.

Представляло интерес предварительно изучить
действие низких температур, в том числе жидкого
азота, на клетки с фенотипом мезенхимных стволо-
вых, выделенных из подкожно-жировой ткани
(ПЖТ) человека in vitro. Клетки, выделенные из
стромальной фракции ПЖТ человека обладают
свойствами, схожими с МСК, полученными из кост-
ного мозга человека (Тепляшин и др., 2005). В насто-
ящий момент МСК из ПЖТ человека рассматрива-
ются как перспективный материал для регенератив-
ной и восстановительной медицины, который требует
стандартизации и безопасности. Не менее важным яв-
ляется изучение молекулярно-генетических свойств
МСК в условиях хранения при низких температурах,
которые могут оказывать существенноe влияние на ка-
чество клеточного материала (Erol et al., 2021).

Кроме того, использование низких температур
представляет собой усовершенствованный подход к
краткосрочному сохранению для обеспечения гото-
вых источников клеток для стремительно развиваю-
щейся клеточной медицины и биоинженерии
(Huang et al., 2020). Биологический метаболизм в
живых клетках резко снижается при низких темпе-
ратурах, что позволяет долгосрочно сохранять жи-
вые клетки и ткани in vitro, как для научных исследо-
ваний, так и для многих медицинских и промыш-
ленных применений, например, переливания крови,
трансплантации костного мозга, искусственного
оплодотворения. Выживаемость клеток связана с
физическими реакциями всей клетки в ответ на фи-
зико-химические события, вовлеченные в процесс
действия низких температур (Cusker, 2020). Поэтому
адаптация клеток к холоду, в том числе стволовых,
представляет интерес.

Цель данной работы заключалась в изучении ре-
акции клеток с фенотипом, подобным мезенхим-
ным стволовым, выделенным из подкожно-жировой
ткани млекопитающих, в том числе ранее подверг-
нутой низкотемпературному шоку, на быстрое охла-
ждение в отсутствие криопротектора.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клетки и культивирование. Эксперименты прово-
дили на клетках с фенотипом, подобным МСК, ко-
торые были выделены из стромально-васкулизиро-
ванной фракции свежеизолированной ПЖТ челове-
ка и собак, а также из ПЖТ, подвергнутой ранее
низкотемпературному шоку (–70°С без криопротек-
тора). Клетки были взяты из криобанка лаборатории
стволовых клеток при ФНЦ ВИЭВ РАН.

Все МСК культивировали в среде DMEM с низ-
ким (1 г/л) содержанием глюкозы, с 10% сыворотки
крови плодов коровы (СКПК) (HyClone, Perbio,
Бельгия) и с однократным раствором заменимых
аминокислот и антибиотиков. Конечная концентра-
ция стрептомицина в среде составляла 50 мкг/мл, а пе-
нициллина – 50 ед/мл. Для культивирования клетки
пассировали в плотности 5 × 103 кл./см2. Все перечис-
ленные реактивы от фирмы ПанЭко (Россия).

Быстрое охлаждение клеток. Для изучения дей-
ствия низких температур один из двух культураль-
ных флаконов (площадь 25 см2) с монослоем одних и
тех же клеток на 3-м пассаже, помещали в холодиль-
ник при –70°С (Haier, Китай), а второй – в жидкий
азот при –196°С. Время нахождения клеток при ука-
занных температурах составляло 15, 30 и 60 с. Оценку
клеток проводили сразу после оттаивания (при ком-
натной температуре), через 24 ч, 3, 5, 7 и 9 сут культи-
вирования. Эксперименты повторяли трижды.

Жизнеспособность и морфология клеток. Жизне-
способность (целостность мембраны) определяли
по стандартной методике окраской трипановым си-
ним (0.02% раствор), который проникает в клетки с
поврежденной плазматической мембраной и окра-
шивает их в синий цвет. Неокрашенные клетки счи-
тали жизнеспособными и оценивали их как отноше-
ние числа жизнеспособных клеток к общему числу
клеток в суспензии (в %). Далее МСК оценивали ви-
зуально по морфологии, адгезии к дну культураль-
ного пластика, скорости и качеству формируемого
клеточного монослоя, способности клеток к раз-
множению.

Проточная цитометрия. Наличие поверхностных
антигенов анализировали с помощью проточной ци-
тофлуориметрии на цитометре Epics Elite Cоulter
(США). Для этого МСК человека на 2-ом пассаже
после воздействия низких температур снимали с
субстрата 0.25%-ным раствором трипсина, подсчи-
тывали, отмывали и аликвоты по 2 × 105 клеток ин-
кубировали с мышиными антителами против следу-
ющих антигенов человека: CD29, CD31, CD34,
CD44, CD49a, CD90, CD105, CD166, HLA ABC
(Becton Dickinson, США), в разведении 1 : 30 (фос-
фатно-солевой раствор, дополненный 2% СКПК)
при 4ºС в течение 45 мин в темноте. В качестве вто-
рых антител использовали анти-мышиные IgG, ме-
ченые фикоэритрином (Becton Dickinson, США).
Анализ повторяли несколько раз. Контролем были
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МСК из ПЖТ человека без воздействия низких тем-
ператур.

Дифференцировка МСК. Способность МСК чело-
века к индукционной дифференцировке в адипоген-
ном направлении in vitro изучали с использованием
набора StemPro® Adipogenesis Differentiation Kit
фирмы Gibco, США. Для этого МСК на 2-ом пасса-
же высевали в 6-луночные планшеты в плотности
105 клеток на лунку. По достижении клетками 80%-но-
го монослоя, рабочую питательную среду удаляли и до-
бавляли индукционную среду по рекомендации произ-
водителя. Индукционную среду меняли каждые 4 сут.
Анализ дифференцировки МСК человека и собаки
проводили на 21-е сут культивирования. Клетки
фиксировали метанолом при –20°С в течение 10 мин
и окрашивали специфическим красителем жировым
красным О (Oil Red O; Sigma-Aldrich, США).

Клетки визуализировали с помощью инвертиро-
ванного фазово-контрастного микроскопа Axio Ob-
server D.1 (Carl Zeiss, Германия), используя объектив с
увеличением 10, 20, 40 и 63× и программное обеспече-
ние AxioVision Rel. 4.8 (Carl Zeiss, Германия).

Статистическая обработка. Результаты выражали
значениями среднего арифметического и его стан-
дартной ошибки. Достоверность различий оценива-
ли по t-критерию Стьюдента при P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Помещение всех экспериментальных клеток в хо-

лодильник при –70°С не оказывало отрицательного
действия ни на один из указанных параметров. Во
всех экспериментальных группах наблюдали це-
лостность клеточного монослоя. Окраска образцов
полученных клеточных суспензий трипановым си-
ним выявила высокую витальность, которая при са-
мой длительной экспозиции (1 мин) составляла
98.5 ± 0.3; 99.5 ± 0.01; 99.1 ± 0.01 для МСК из ПЖТ
человека, МСК из ранее замороженной (–70°С без
криопротектора) ПЖТ человека и МСК-ПЖТ собак
соответственно. Окраска клеток продемонстрирова-
ла целостность плазматической мембраны после
воздействия холода во всех образцах. Клетки остава-
лись не только жизнеспособными, но и сохраняли
способность к делению и размножались после низ-
котемпературного воздействия не зависимо от вре-
мени охлаждения до 3-го пассажа включительно,
после чего они были заморожены. Морфологиче-
ских изменений в клетках после воздействия холо-
дом и при пассировании не было выявлено. При по-
мещении их в среду с индукторами через 21 сут куль-
тивирования все МСК человека и собаки сохраняли
способность к дифференцировке в адипогенном на-
правлении.

После изъятия клеток из жидкого азота на 15, 30
или 60 с сразу после оттаивания наблюдали разрыв
монослоя во всех культуральных флаконах. Большая
часть клеток отделялась от субстрата клеточными

пластами, переходя в суспензионное состояние.
Другая часть клеток (меньшая) оставалась прикреп-
ленной к поверхности культурального флакона. На
рис. 1 представлены результаты реакций МСК-ПЖТ
человека (рис. 1а), МСК из ранее замороженной ПЖТ
человека (рис. 1б) и МСК из ПЖТ собак (рис. 1в) в от-
вет на самое длительное криовоздействие (60 с).
Окраска трипановым синим клеток, которые нахо-
дились в суспензии, продемонстрировала наличие
среди них большой доли клеток с криотравмой плаз-
матической мембраны при воздействии холодом в
течение 15, 30 и 60 с, которая составляла соответ-
ственно 70 ± 0.1, 76 ± 0.01 и 79.5 ± 0.3 для МСК-ПЖТ
человека, 77 ± 0.6, 80 ± 0.2 и 88. 5± 0.1 для МСК ПЖТ
человека с предварительным низкотемпературным шо-
ком (–70°С без криопротектора) и 67 ± 0.5, 69 ± 0.01, и
83.1 ± 0.04 для МСК-ПЖТ собак соответственно.
Известно, что клеточная выживаемость в низкотем-
пературных условиях, в первую очередь, зависит от
целостности ее мембраны после оттаивания − основ-
ного места криотравмы.

Очевидно, что целостность плазматической мем-
браны необходима для функционального выжива-
ния клеток. Однако во многих случаях, например,
для гранулоцитов (Armitage, Mazur, 1984), неповре-
жденной плазматической мембраны недостаточно
для клеточной витальности с сохранением функцио-
нальных особенностей. В пределах плазматической
мембраны находятся другие связанные с ней струк-
туры и органеллы, необходимые для функций клет-
ки. Мало что известно о том, как эти внутриклеточ-
ные структуры и органеллы реагируют на холод и за-
мораживание из-за сложности оценки их состояния
и функции in situ (McGann et al., 1988; Reardon et al.,
2015). Поэтому важно оценить способность клеток
после низкотемпературного шока к последующему
росту и развитию. Для этого культуральные флако-
ны после оттаивания и подсчета числа жизнеспособ-
ных клеток в суспензии переносили для дальнейше-
го культивирования в инкубатор при 37°С и 5% СО2
без смены среды.

На третьи сутки в культуральных матрасах с клет-
ками, подвергнутых обработкой жидким азотом, ви-
зуализировались живые прикрепленные ко дну
культурального пластика клетки, которые размно-
жались (рис. 1г–е). Как видно (оценивали спонтан-
но выбранные по диагоналям 10 полей зрения мик-
роскопа в трех повторах), наибольшее число клеток
было в популяции МСК, которые были выделены из
ПЖТ человека, претерпевшей заморозку ранее (–70°С
без криопротектора). Оставшиеся жизнеспособны-
ми клетки формировали монослой, но с различной
скоростью. На 5-е сут культивирования МСК, выде-
ленные из ПЖТ собак и ПЖТ человека (–70°С без
криопротектора) формировали субконфлуентный
монослой (рис. 1з, и), в то время как МСК, выделен-
ные из ПЖТ человека (рис. 1ж) достигали 30%-ного
монослоя. В МСК собак визуализировали клетки,
которые округлялись и откреплялись (рис. 1и), но
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оставались жизнеспособными. Сравнительный ана-
лиз скорости формирования монослоя клетками
представлен на рис.  1к–м и демонстрирует незначи-
тельное отставание МСК из ПЖТ человека, которые
формировали монослой на 9-е сут (рис. 1к), в то вре-
мя как МСК из ПЖТ человека, ранее подвергшейся
низкотемпературному шоку и из ПЖТ собак форми-
ровали его на 7 сут.

Следует отметить, что доля клеток, открепивших-
ся от субстрата и перешедших в суспензию (окраши-
ваемых трипановым синим), была выше у клеток,

выделенных из ранее замороженной ПЖТ, чем из
свежеизолированного жира человека и собаки. С од-
ной стороны, этот факт может свидетельствовать о
недостаточной оценке жизнеспособности клеток
только по окраске трипановым синим; оценивать
жизнеспособность надо дополнительно еще други-
ми методами, в том числе по способности размно-
жаться в культуре. С другой стороны, это наблюде-
ние можно объяснить тем, что окрашивали трипано-
вым синим только клетки, которые были в суспензии
(т.е. открепились после нахождения в жидком азоте). А

Рис. 1. Монослои клеточных популяций, подвергшихся воздействию низких температур (–196°С) в течение 1 мин. а – МСК
из ПЖТ человека. б – МСК из ПЖТ человека, ранее подвергнутой низкотемпературному шоку при –70°С без криопротек-
тора. в – ММСК из ПЖТ собаки сразу после оттаивания. г, д, е – эти же клетки на 3 сут (г), на 5 сут (ж, з, и) и на 7 сут (к, л,
м) после оттаивания соответственно. Увел. об.: 20×.
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визуальный анализ показал, что число клеток, не от-
крепившихся от культурального пластика после экс-
тремального охлаждения в группе МСК из заморо-
женной ПЖТ человека, было выше во всех вариан-
тах воздействия холодом. Чтобы лучше понять
влияние низких температур на фенотип МСК-ПЖТ
человека, мы исследовали присутствие некоторых
антигенов на их поверхности до и после воздействия
холода. В табл. 1 представлены результаты окраски
МСК из ПЖТ человека с помощью антител против
8-ми антигенов. Цитофлуориметрический анализ
(данные по 3-м образцам) показал, что клетки поло-
жительно окрашивались на следующие антигены:
CD29, CD44, CD49a, CD90, CD105, HLA ABC. На
клетках не были выявлены CD34 (маркер клеток
крови) и СD31 (маркер эндотелиальных клеток).

Считается, что МСК, выделенные из костного
мозга, а также других соединительных тканей чело-
века, характеризуются высокой экспрессией антиге-
нов СD29, CD44, CD49a-f, CD51, CD73, CD105,
CD106, CD166 и Stro-1 (Tepliashin et al., 2005; Domi-
nici et al., 2006). Наши результаты показывают, что
нет статистически значимой разницы (P > 0.1) между
контрольными клетками и клетками, подвергшими-
ся воздействию заданных низких температур (–70
или –196°C) по доле клеток положительно окрашен-
ных против этих антигенов (табл. 1). Однако в кле-
точной популяции, подвергшейся обработке жид-
ким азотом в течение 1 мин, снижалась доля клеток,
окрашенных против CD29 (интегрин β) и СD49a
(интегрин α-1) по сравнению с контролем (табл. 1).
Это может свидетельствовать о влиянии холода на
адгезивные способности МСК человека (Савченко-
ва, Савченкова, 2015).

Представляло интерес изучить влияние холода на
одну из функциональных характеристик этих клеток –
способность при индукции образовывать клетки
других тканей, имеющих то же происхождение. В ка-
честве контроля использовали эти же клетки без воз-

действия низких температур. Результаты представ-
лены на рис. 2. Окраска жировым красным демон-
стрирует обильные липиды в МСК-ПЖТ человека и
собак при индукции (рис. 2а–в). Все клетки, под-
вергшиеся охлаждению, также были способны фор-
мировать клетки жировой ткани in vitro (рис. 2г–е).
При культивировании в среде, индуцирующей
адипогенную дифференцировку, морфологические
изменения в клетках, выделенных как из ПЖТ чело-
века, так и из ПЖТ собаки, наблюдали на 21 сут.
Адипогенная дифференцировка сопровождалась по-
явлением клеток округлой формы с липидными вези-
кулами в цитоплазме, которые выявлялись окраской
специфическим красителем жировым красным O. Как
видно из результатов, представленных на рис. 2г,
МСК, полученные из свежеизолированной ПЖТ че-
ловека, помещенные в жидкий азот (–196°C в течение
1 мин), демонстрируют способность к дифференци-
ровке, но степень дифференцировки была снижена
по сравнению с другими группами (рис. 2д, е). Нель-
зя исключить, что процессы и степень дифференци-
ровки стволовых клеток также регулируются други-
ми факторами, такими как уровень напряжения
кислорода или микросреда культивирования.

Анализ данных по вопросу о влиянии низких тем-
ператур на реакцию клеток в культуре, представлен-
ных в научной литературе, показывает, что их не так
много. Возможно, это связано с тем, что резистент-
ность клетки к холоду зависит от многих факторов и,
в первую очередь, от особенностей метаболизма
клетки в ткани, в том числе в зависимости от степе-
ни дифференцировки и анатомотопографических
свойств. Райданом с соавторами (Райдан и др.,
2011б) были описаны фенотипические изменения в
МСК, выделенных из костного мозга крыс, в про-
цессе обработки их парами азота до 5 мин с макси-
мальной температурой охлаждения (–40°С). Наши
данные согласуются с данными, полученными этой
группой исследователей, которые выявили устойчи-

Таблица 1. Поверхностные антигены МСК, выделенных из ПЖТ человека до (контроль) и после воздействия низких
температур

Даны средние значения и их стандартные ошибки (n = 3).

Антиген

Доля положительно окрашенных клеток, %

из свежеизолированной ПЖТ из ранее замороженной ПЖТ без криопротектора (–70°С)

контроль –70°С –196°С контроль –70°С –196°С

СD29 97.9 ± 0.2 98.8 ± 0.01 79.7 ± 07 97.6 ± 0.1 99.2 ± 0.2 77.3 ± 0.5
CD31 4.3 ± 0.5 3.0 ± 0.4 2.0 ± 0.1 0.6 ± 0.02 0.0 0.1 ± 0.01
CD34 8.2 ± 0.7 4.2 ±.01 3.9 ± 0.1 0.8 ± 0.01 0.1 ± 0.01 0.8 ± 0.01
CD44 99.1 ± 0.4 98.2 ± 0.5 98.9 ± 0.3 99.0 ± 0.2 98.8 ± 0.6 98.6 ± 0.5
CD49a 96.2 ± 0.2 94.1 ± 0.6 45.2 ± 0.3 95.9 ± 0.2 96.2 ± 0.6 30.1 ± 0.5
CD90 99.4 ± 0.5 98.4 ± 0.3 99.8 ± 0.1 99.3 ± 0.6 99.1 ± 0.4 99.5 ± 0.7
CD105 98.8 ± 0.1 99.8 ± 0.2 99.2 ± 0.7 98.5 ± 0.3 97.5 ± 0.01 92.8 ± 0.2
HLA ABC 99.6 ±0.8 99.6 ± 0.3 99.4 ± 0.5 99.3 ± 0.1 98.4 ± 0.2 98.3 ± 0.5
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вость недифференцированных стволовых клеток
костного мозга (СК-КМ) к действию низких темпера-
тур до и после их направленной дифференцировки в
адипо- и остеогенном направлениях и продемонстри-
ровали, что степень дифференцировки у клеток СК-
КМ играет важную роль в их устойчивости к кратко-
временному воздействию низких температур.

Ранее было обнаружено, что СК и транзиторные
кератиноциты обладают большей устойчивостью к
действию низких температур по сравнению с кера-
тиноцитами и клетками постоянной линии А431, по-
лученной из эпидермоидной карциномы человека, а
также с клетками, выделенными из саркомы мыши
(Райдан и др., 2011а). В отличие от этих работ мы
подвергали кратковременному воздействию холо-
дом клетки в монослое в питательной среде, а не
подвергали клетки дополнительному стрессу, чтобы
снять их с субстрата ферментативной обработкой и
перевести в суспензию, или в осадок низкоскорост-
ным центрифугированием. Имеется сообщение о со-
хранении СК, полученных из ПЖТ человека, при глу-
боком переохлаждении (до низких температур без за-
мораживания) для длительного хранения (Huang et al.,
2020). Авторами показано, что клеточная суспензия
может храниться в жидком состоянии при темпера-
туре –13 и –16°C в течение 7 сут, сохраняя высокую
жизнеспособность, адгезивные способности и муль-
типотентность in vitro. Авторы предполагают, что
проблема для клеток во время замораживания за-
ключается не в сохранении ими способности к дол-
гому выдерживанию очень низких температур (ме-
нее –180°C), а скорее, в летальном действии проме-
жуточной температурной зоны (от –15 до –60°C),
которую клетка должна пройти дважды – один раз

во время охлаждения и второй раз во время нагрева-
ния (Huang et al., 2020).

Таким образом, в ходе проведенных нами иссле-
дований было обнаружено, что наиболее устойчивы-
ми к действию низких температур являются МСК,
которые были выделены нами из ПЖТ человека, за-
мороженной при –70°С без криопротектора (Са-
вченкова, Коржикова, 2010) по сравнению с МСК,
выделенными из нормальной ПЖТ человека. Их
устойчивость была сопоставима со степенью крио-
резистентности МСК, выделенных из ПЖТ собак
(Савченкова и др., 2019). Собаки по сравнению с че-
ловеком легко переносят низкие температуры, по-
этому МСК из ПЖТ этого вида были включены в на-
ши эксперименты. МСК из ПЖТ человека и собак
обладают схожими свойствами: сильной адгезией к
поверхности дна культурального флакона, высокой
клонообразующей способностью, наличием или от-
сутствием на поверхности клеточной мембраны
определенных поверхностных молекул и способно-
стью при индукции формировать в культуре клетки
костной, жировой и хрящевой ткани. Все эти пара-
метры согласуется с критериями, которым должны
соответствовать МСК млекопитающих в культуре
(Dominici et al., 2006; Murray et al., 2014).

Полученные результаты по изучению комплекса
морфо-функциональных особенностей МСК, выде-
ленных из ПЖТ человека при кратковременных хо-
лодовых воздействиях, особенно ранее подвергших-
ся криошоку, могут подтвердить наше предположе-
ние о возможности сохранения в жировой ткани
человека после криотерапии клеточной популяции с
фенотипом, подобным МСК. Полученные новые
данные могут быть полезными для дальнейшего изу-

Рис. 2. Сохранение МСК, выделенными из ПЖТ, способности к дифференцировке в адипогенном направлении. а – ММСК
из ПЖТ человека; б – ММСК из ПЖТ человека ранее подвергнутой низкотемпературному шоку при –70°С без криопротек-
тора; в – МСК из ПЖТ собаки до воздейстия; г–е – те же клетки после воздействия –196°С в течение 1 мин соответственно.
Увел. об.: 20×.
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чения процессов и механизмов, лежащих в основе
адаптации клеток млекопитающих к холоду и быть
рекомендованы к использованию при дальнейшей
разработке вопросов экологической физиологии, а
также в качестве обоснования роли холодового фак-
тора в стимуляции терморегуляционной функции
организма. Эти клетки могут иметь и особое значе-
ние для идентификации генов (гена), ответственных
за гипотермию клеток млекопитающих.
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Cryoresistance of Mesenchymal Stromal Cells Isolated 
from Human Subcutaneous Adipose Tissue

I. P. Savchenkovaa, *, E. A. Savchenkovaa, and M. I. Gulyukina

aFederal State Budget Scientific Institution “Federal Scientific Centre VIEV” (FSC VIEV), Moscow, 109428 Russia
*e-mail: s-ip@mail.ru

In medicine, including veterinary medicine, a direction is intensively developing, which considers the use of low
temperatures in the treatment of various diseases in humans and animals. The specific mechanisms of resistance of
various cell types to cold are still unclear and require further study. Previously, cells with the phenotype of multipo-
tent mesenchymal stromal cells (MMSC) were obtained from human subcutaneous adipose tissue (SAT) frozen
without cryoprotectant (–70°C). It was of interest to compare the in vitro response of these cells to low temperatures
(–70 and –196°C, exposure time: 15, 30 and 60 s) with MMSC isolated from freshly isolated SAT. Analysis of the
results showed that MMSCs are resistant to the influence of the studied parameters of low temperatures. Placement
of all cells at –70°C did not have a negative effect in any of these time parameters. In liquid nitrogen, monolayer
rupture and a high proportion of cells with a damaged cytoplasmic membrane after thawing were observed. The cells
formed a monolayer, but at different rates, divided, retained the immunophenotype (CD29+, CD44+, CD49a+,
CD90+, CD105+ HLA ABC+) and the ability to form adipose tissue cells in vitro upon induction. The most resistant
to low temperatures are MMSCs previously isolated from frozen human SAT. The results obtained may be useful for
further study of the processes and mechanisms underlying the resistance of mammalian cells to cold.

Keywords: subcutaneous adipose tissue, human, dog, mesenchymal stromal cells, low temperatures, viability, effect
on function
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