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Межклеточная коммуникация является критически важной составляющей поддержания 
гомеостаза ткани. Одним из способов коммуникации является перенос широкого спек-
тра биологически активных молекул – белков, нуклеиновых кислот (в первую очередь, 
некодирующих РНК) и липидов – в составе внеклеточных везикул (ВВ). Это позволяет 
клеткам-продуцентам ВВ изменять метаболическую и транскрипционную активность 
отдельных популяций клеток-мишеней в широком диапазоне и «настраивать» ее в соот-
ветствии с потребностями ткани. Большинство имеющихся работ сконцентрированы на 
изучении состава и функций секретируемых во внешнюю среду ВВ, тогда как изучение 
подкласса везикул, ассоциированного с мембраной (мембранно-ассоциированные вези-
кулы, МАВ) затрудняется из-за отсутствия общепринятых методов их выделения из раз-
ных типов клеток, в том числе культивируемых, и характеристики. В данной работе мы 
приводим протокол, позволяющий выделять фракцию МАВ культивируемых мезенхим-
ных стромальных/стволовых клеток с сохранением морфологии и жизнеспособности са-
мих клеток с помощью обработки гиалуронидазой. Данный протокол показал наиболее 
высокую эффективность по сравнению с другими протестированными методами и по-
зволяет получить фракцию, значимо обогащенную везикулами, что показано методами 
анализа траекторий наночастиц и просвечивающей электронной микроскопии. Прове-
денный сравнительный анализ характеристик МАВ и ВВ, секретируемых в среду, пока-
зал, что предлагаемый протокол выделения МАВ позволяет получить фракцию со сход-
ной концентрацией частиц, однако они обладают меньшим размером по сравнению 
с  ВВ. Таким образом описанный нами метод выделения позволяет получить фракцию 
МАВ для дальнейшего анализа их состава и функциональных особенностей. 
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Введение
В последние несколько лет использование 

внеклеточных везикул (ВВ), продуцируемых ме-
зенхимными стромальными/стволовыми клетка-
ми (МСК), рассматриваются в качестве перспек-
тивного терапевтического подхода в лечении 
и  разрешении различных патологических про-
цессов: стимуляции регенерации тканей [1], ре-
гуляции иммунной системы [2], лечении фибро-
тических, онкологических и инфекционных 
заболеваний [3] и др.

Термин «внеклеточные везикулы» относится 
к  частицам, которые высвобождаются из клеток, 
разграничены липидным бислоем и не могут само-

стоятельно реплицироваться (т.е. не содержат 
функционального ядра) [4]. В настоящее время 
выделяют несколько подтипов ВВ (экзосомы, ми-
кровезикулы, апоптотические тельца и др). Однако 
точное разделение ВВ на подтипы осложнено ря-
дом ограничений, прежде всего связанных с техни-
ческими возможностями методов разделений  
и отсутствием четких молекулярных маркеров  
различных подтипов (Minimal Information for Stu- 
dies of Extracellular Vesicles, MISEV 2023). На по-
верхности многих животных клеток существуют 
мембранные везикулоподобные частицы, размер 
которых варьируется от сотен нанометров до одно-
го микрона. Эти частицы долгое время рассматри-
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вались как предшественники ВВ (в частности, ми-
кровезикул или экзосом), которые прикреплены 
к мембране до момента высвобождения в межкле-
точное пространство [5]. В настоящее время не су-
ществует научного термина для обозначения этой 
структуры на русском языке. Группа исследовате-
лей под руководством Йон Чена, в исследованиях 
которой был впервые описан данный класс ВВ, 
предложила термин «cell-bound membrane vesicles». 
Ранее нами было предложено использование тер-
мина «мембранно-ассоциированные везикулы» 
(МАВ) [6]. Было показано, что МАВ достоверно 
являются отдельным классом ВВ, так как у них от-
сутствует солокализация с поверхностными марке-
рами ВВ, они устойчивы к  обработке детергента-
ми, но растворимы в органических соединениях, 
а  также не высвобождаются с поверхности кле-
ток  [5]. На сегодняшний день, однако, структура, 
белковые/липидные компоненты и функции МАВ 
остаются малоизученными.

В литературе описаны данные о составе 
и функциональной активности МАВ, продуцируе-
мых эндотелиальными клетками [5] и лейкоцита-
ми [7]. Однако практически ничего не известно 
о  МАВ стромальных клеток, в том числе МСК. 
Изучение потенциально нового класса везикул за-
трудняется отсутствием протоколов их выделения 
и характеризации для культивируемых стромаль-
ных клеток.

Известно, что МАВ плохо выделяются при 
помощи ряда детергентов, таких как сапонин или 
SDS (sodium dodecyl sulfate) [8], однако могут быть 
выделены с помощью обработки Тритон Х-100 
в низких концентрациях [5, 8, 9]. Кроме того, ра-
нее совместно с коллегами из Новосибирского го-
сударственного университета нами была показана 
возможность выделения МАВ с поверхности кле-
ток крови при помощи последовательной обра-
ботки растворами ЭДТА и трипсином [10]. Проа-
нализировав литературу, мы предположили 
механизмы, которые могли бы удерживать МАВ 
на поверхности клеток. Поскольку выделение 
МАВ возможно осуществлять с помощью трипси-
на можно предположить, что везикулы могут 
удерживаться на поверхности клеток с помощью 
белок-белковых (например, через рецепторы), 
взаимодействий. Поскольку для удаления белко-
вых компонентов непосредственно с поверхности 
ВВ используют протеиназу К – сериновую проте-
азу, обладающую широким спектром специфич-
ности [11], мы предположили, что данный фер-
мент также может использоваться для выделения 
МАВ. Другим возможным компонентом, удержи-
вающим МАВ на поверхности клетки, могут стать 
компоненты внеклеточного матрикса, в частности 
гиалуроновая кислота. Известно, что гиалуроно-
вая кислота секретируется стромальными клетка-
ми в большом количестве, в том числе при разви-
тии ряда патологий, например при развитии 

фиброза и канцерогенезе. Кроме того доказано, 
что поверхность большого числа секретируемых 
ВВ покрыта гиалуронаном [12–14]. Интересно от-
метить, что последние работы показывают, что ги-
алуроновая кислота способна к накоплению 
и  формированию кластеров ВВ на поверхности 
клеток в области филлоподий и ламеллопо-
дий  [14]. Нами при окрашивании стромальных 
клеток липофильным красителем PKH26 также 
было отмечено, что на тонких участках мембраны 
и филоподиях клеток формируется большое число 
липидных структур, напоминающих МАВ (неопу-
бликованные данные). Поэтому использование 
гиалуронидазы может стать перспективным под-
ходом для выделения МАВ.

Таким образом, целью работы стала разработ-
ка способа получения фракции МАВ, производи-
мых культивируемыми клетками, с сохранением 
их морфологии и жизнеспособности, и сравни-
тельная характеристика концентрации, морфоло-
гии и размера МАВ с ВВ, секретируемых в среду, 
выделенных по стандартному протоколу.

Материалы и методы
Клеточные линии. В работе использовали кле-

точную линию иммортализованных МСК жировой 
ткани человека ASC52telo (ATCC, США). Клетки 
культивировали в среде DMEM/F-12 (Capricorn, 
Германия) с добавлением 7% фетальной бычьей 
сыворотки (Lacopa, Россия), 1% пенициллина-
стрептомицина (Gibco, США) в стандартных усло-
виях (5% CO2, 37°C). Для получения МАВ клетки 
высаживали на чашки Петри диаметром 100 мм 
в одинаковой концентрации 5 тыс. кл./см2, парал-
лельно для всех способов выделения, все клетки 
выращивали до плотности 70–90% конфлюентно-
сти. Далее объемы приведены для указанной пло-
щади и плотности клеток. Параллель эксперимен-
тов повторяли трижды, для каждой точки делали 
два технических повтора.

На основании анализа литературы для выде-
ления МАВ [5, 8–14] были разработаны и проте-
стированы описанные ниже протоколы. Каждый 
из протоколов включал в себя предварительную 
обработку раствором Хэнкса (ПанЭко, Россия) 
10 мл 3 раза по 10 мин при 37°С при покачивании. 
В качестве контроля чашку аналогично инкубиро-
вали с 5 мл раствора Хэнкса:

1) обработка 0,1%-ным раствором Тритона 
Х-100. Чашку инкубировали в 5 мл 0,1%-ного рас-
твора Тритона Х-100 (Sigma, США) на фосфатно-
солевом буфере (ФСБ) при 37°С в течение 10 мин, 
собирали раствор.

2) обработка 5мМ ЭДТА/0,25% TrypLE. Чашку 
инкубировали в 1 мл раствора Версена (5 мМ рас-
твор ЭДТА; ПанЭко, Россия) в течение 5 мин, со-
бирали раствор для обработки в центрифужную 
пробирку, затем добавляли 1 мл TrypLE (Gibco, 
США) на 5 мин при покачивании при комнатной 



33

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ / LOMONOSOV BIOLOGY JOURNAL. 2025. Т. 80. № 3S

МЕМБРАННО-АССОЦИИРОВАННЫЕ ВЕЗИКУЛЫ: ПОДХОДЫ К ВЫДЕЛЕНИЮ И ХАРАКТЕРИЗАЦИИ

температуре, собирали раствор в ту же центри-
фужную пробирку. Проводили дополнительные 
3  промывки 1 мл раствора Версена, добавляя ис-
пользованный раствор к образцу. После чего от-
крепившиеся клетки осаждали центрифугирован-
нем при 200 g в течение 5 мин, супернатант 
дополнительно центрифугировали при 300 g 
10 мин, чтобы осадить клеточный дебрис.

3) обработка гиалуронидазой, 40 ед/мл. Чашку 
инкубировали в 5 мл раствора гиалуронидазы 
(40  ед./мл; Sigma, США) в ФСБ в течение 15, 30 
или 45 мин при 37ºC на качалке.

4) обработка протеиназой К, 100 мкг/мл. Чаш-
ку инкубировали в 5 мл раствора протеиназы К 
(100 мкг/мл; Sigma, США) в ФСБ в течение 2 ч 
при 37°C на качалке.

Все пробы центрифугировали при 1000 g в те-
чение 10 мин, чтобы избавиться от клеточного де-
бриса, переносили около 4,5 мл супернатанта 
в  новую пробирку. Хранили при –20°C. Схема 
эксперимента приведена на рис. 1А.

Для визуализации клеточных линий исполь-
зовали прижизненную фазово-контрастную ми-
кроскопию. Для сравнения характеристик готови-

ли образцы секретируемых в среду ВВ, как было 
описано ранее [15].

 Измерение размера и концентрации ВВ МСК 
методом анализа траекторий наночастиц (NTA). 
Измерения проводили с помощью ZetaView® 
Particle Metrix (Германия), регистрирующем броу-
новское движение частиц в растворе, освещенном 
лазером, и позволяющем оценить их размер 
и концентрацию в каждой пробе.

Измерение проводилось в режиме «бокового 
светорассеяния» при 25°С. Для измерения исполь-
зовали лазер с длиной волны 488 нм, объектив 10× 
и  высокочувствительную камеру с матрицей 
КМОП-типа (Tracelength = 30; разведение образцов 
до диапазона 25–200 частиц на поле зрения). Для 
дальнейших расчетов использовали образцы, в ко-
торых было детектировано не менее 1500 трэков. 
В  качестве контроля случайных частиц использо-
вался образец того же раствора, в котором происхо-
дила инкубация клеток для отделения МАВ, алик-
воту которого отбирали до добавления к клеткам. 
Такие параметры, как концентрация частиц, а также 
диаметр концентрация частиц на пике анализирова-
ли в каждом из образцов и сравнивали друг с другом.

Рис. 1. Характеристика МСК и частиц, полученных с помощью соответствующих протоколов для выделения МАВ. А. Схема по-
лучения фракции МАВ в помощью разных протоколов. Б. Репрезентативные изображения клеток после обработки, фазово-кон-
трастная микроскопия, общее увеличение 100×. В. Графики распределения количества частиц в зависимости от их размера, 
NTA. Оранжевый – образец, предположительно содержащий МАВ, синий – контроль. Г. Таблицы, описывающие количество 
частиц и их размер на пике, NTA.
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Просвечивающая электронная микроскопия 
(ПЭМ) с негативным контрастированием. Покры-
тые углеродом ПЭМ-сетки (Ted Pella, США) обра-
батывали с помощью прибора тлеющего разряда 
Emitech K100X (Quorum Technologies Ltd., Велико-
британия) при токе 25 мА в течение 45 с. Такая об-
работка делала поверхность углерода гидрофильной 
и увеличивала адсорбцию везикул. Образцы МАВ 
(n = 3) или ВВ (n = 3) в объеме примерно 15 мкл на-
носили на сетку на 2–3 мин, затем жидкость прома-
кивали фильтровальной бумагой. В качестве кон-
троля наносили чистую среду культивирования 
DMEM (для ВВ) или раствор гиалуронидазы (для 
МАВ) Сетки быстро переносили в  капли 1%-ного 
уранилацетата, окрашивали в  течение 1–2 мин, 
промакивали и высушивали. Изображения получа-
ли с помощью просвечивающего электронного ми-
кроскопа JEM-1400 (Jeol, Япония), оснащенного 
камерой Rio-9 (Gatan Inc., США). Диапазон увели-
чения составлял от 30000× до 150000×, ускоряющее 
напряжение составляло 120 кВ.

Результаты и обсуждение
Выбор метода получения МАВ. Были протести-

рованы как описанные в литературе, так и предло-
женные нами на основе знания о биогенезе и лока-
лизации ВВ методы выделения МАВ с помощью 
Тритона X-100, ЭДТА/TrypLE, протеиназы К и ги-
алуронидазы.

На первом этапе отработки протоколов мы 
проводили визуальную оценку морфологии клеточ-
ной линии МСК во время обработки соответствую-
щими растворами с помощью прижизненной фазо-
во-контрастной микроскопии. Помимо этого, мы 
оценивали количество отделяемых от клеток ча-
стиц в неконцентрированных образцах методом 
анализа траектории наночастиц NTA (Nanoparticle 
Tracking Analysis). В качестве контроля для иссле-
дуемых образцов, предположительно содержащих 
МАВ (далее «МАВ»), использовали растворы, при-
меняемые для отделения МАВ от поверхности кле-
ток (далее «контроль»). Полученные результаты 
проиллюстрированы на рис. 1.

Так, мы показали, что при использовании до-
статочно хорошо описанного в литературе протоко-
ла с использованием Тритона Х-100 [5, 8, 9], клетки 
разрушаются (рис. 1Б). Через 10 мин действия рас-
твора мы наблюдали в микроскоп остатки прикре-
пленных клеток. Количество частиц на порядок от-
личалось от контрольного образца, распределение 
частиц по размеру (пик 144,3 нм) было похоже на 
распределение в образцах секретируемых ВВ для 
данной культуры (пик ≈144,1  нм). Однако обнару-
живаемые частицы, вероятно, представляли мелкий 
клеточный дебрис и апоптотические тельца. В про-
токоле с использованием протеиназы К также не 
удавалось сохранить клетки прикрепленными с не-
измененной морфологией. При обработке протеи-
назой К уже через 15 мин после начала инкубации 

мы наблюдали открепление клеток от поверхности 
пластика и сбивание их в группы (рис. 1Б).

Далее были протестированы протоколы с по-
следовательной обработкой раствором Версена 
(ЭДТА) и trypLE (аналог трипсина, действующий 
при комнатной температуре). Также была предло-
жена модифицированная версия данного протоко-
ла, заключающаяся том, что солевой раствор, ис-
пользованный для промывки, собирали на всех 
этапах воздействия. Клетки при такой обработке 
откреплялись от поверхности чашек, но оставались 
жизнеспособными. Количество частиц также на по-
рядок отличается от контрольного образца. Следует 
отметить, что в случае использования как раствора 
Версена-trypLE, так и протеиназы К пик распреде-
ления частиц смещен влево в среднем на 20  нм 
(пик ≈124,5 нм), по сравнению со стандартным рас-
пределением секретируемых ВВ (пик ≈149 нм).

В протоколе с использованием гиалуронидазы 
клетки оставались прикрепленными к чашке и не 
меняли морфологию на протяжении всех отмывок 
и действия фермента (рис. 1Б).

Таким образом, было показано, что при ис-
пользовании всех протоколов, кроме обработки 
гиалуронидазой, клетки открепляются от субстра-
та, что в дальнейшем может быть препятствием 
для изучения МАВ и клеток, свободных от МАВ 
в исследованиях. 

Оптимизация протокола выделения МАВ с помо-
щью гиалуронидазы. Для оптимизации протокола 
была протестирована обработка с использованием 
гиалуронидазы в более высокой концентрации 
(80 ед./мл), а также различное время обработки кле-
ток (для концентрации 40 ед./мл – 15, 30 и 45 мин). 
Во всех случаях мы не наблюдали изменения мор-
фологии культивируемых клеток. Для определения 
оптимального протокола мы проводили сравнение 
концентрации и размеров получаемых частиц. 

Так, мы показали, что оптимальным протоко-
лом для выделения МАВ является обработка гиалу-
ронидазой в концентрации 40 ед./мл в течение 
15  мин. Именно при такой обработке выделяется 
количество частиц, сопоставимое по концентрации 
со свободно секретируемыми в среду культивирова-
ния ВВ. Интересно отметить, что размер выделяе-
мых МАВ существенно меньше размера ВВ и сопо-
ставим с размером МАВ, полученных другими 
методами на предыдущем этапе работы. Увеличе-
ние времени обработки, как и увеличение концен-
трации фермента приводит к снижению концентра-
ции получаемых частиц и к увеличению их размера, 
что, вероятно, может говорить об их агрегации.

Полученные МАВ были частично охарактери-
зованы согласно критериям MISEV 2023. В каче-
стве контроля были использованы образцы ВВ, 
выделенные по стандартному протоколу [15]. 
Описание размеров и морфологии частиц было 
выполнено с помощью методов NTA (рис. 2А,  
таблица), а также ПЭМ (рис. 2Б). Полученные 
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Рис. 2. А. Репрезентативные графики распределения количества частиц в зависимости от их размера, NTA. А.1 – ВВ, получен-
ные из среды культивирования. А.2 – МАВ, полученные с помощью гиалуронидазы 40 ед./мл, 15 мин. Б. Репрезентативные изо-
бражения частиц, ПЭМ с негативным контрастированием. Б.1 – ВВ, полученные из среды культивирования. Б.2 – МАВ, полу-
ченные с помощью гиалуронидазы 40 ед./мл, 15 мин. Б.3 – контроль получения ВВ. Б.4 – контроль получения МАВ.

Таблица 1
Характеристика количества частиц и их размера на пике, полученных по протоколу выделения МАВ  

с помощью обработки МСК гиалуронидазой в различной концентрации, NTA (n ≥ 3)

Метод выделения Время инкубации Концентрация частиц/мл Размер частиц на пике, нм

Стандартный протокол для выделения ВВ-МСК [15] – 1,3×108 ± 2,36×107 149,08 ±30,74

Гиалуронидаза 40 ед./мл 15 мин 2,2×108 ± 7,69×107 117,83 ± 9,94

Гиалуронидаза 40 ед./мл 30 мин 2,06×108 ± 1,43×107 116,75 ± 7,85

Гиалуронидаза 40 ед./мл 45 мин 1,5×108 ± 1,55×107 129,48 ± 14,92

Гиалуронидаза 80 ед./мл 15 мин 1,1×108 ± 5,96×107 153,80 ± 16,68
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данные указывают на то, что используемый про-
токол позволяет получить везикулярную фрак-
цию, морфологически сходную с хорошо описан-
ной фракцией секретируемых ВВ, однако 
получаемые МАВ имеют в среднем меньший раз-
мер по сравнению с секретируемыми ВВ.

Заключение
Таким образом, протокол с воздействием на 

клетки гиалуронидазы в концентрации 40  ед./мл 
в течение 15 мин при 37°С позволяет получить ве-
зикулярную фракцию, которая предположительно 
соответствует МАВ. При этом такая обработка со-
храняет морфологию культивируемых адгезион-
ных клеток и не приводит к откреплению их от 
пластика, что позволяет изучать клетки после от-
крепления МАВ методами микроскопии. МАВ об-
ладают размерными и морфологическими харак-

теристиками, присущими ВВ, однако имеют свои 
особенности в виде меньших размеров. Требуется 
дальнейшая характеристика выделяемой данным 
способом фракции, чтобы оценить состав и функ-
циональные характеристики МАВ.
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ке Междисциплинарной научно-образователь-
ной школы Московского государственного уни-
верситета «Молекулярные технологии живых 
систем и синтетическая биология» (№24-Ш04-14).  
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кроскопия и спектроскопия» биологического  
факультета МГУ. Исследование проведено без ис-
пользования животных и без привлечения людей 
в  качестве испытуемых. Авторы заявляют об от-
сутствии конфликта интересов.
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Membrane-associated vesicles: approaches for isolation and characterization
O.A. Grigorieva1, * , N.A. Basalova1 , M.A. Vigovskiy1 , U.D. Dyachkova1 , 
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27–10 Lomonosovsky Prospect, Moscow, 119234, Russia;

2Department of Bioengineering, Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, 1–12 Leninskie gory, Moscow, 119234, Russia
*e-mail: grigorievaoa@my.msu.ru

Intercellular communication is a critical component of maintaining tissue homeostasis. One of the 
communication methods is the transfer of a wide range of biologically active molecules – proteins, 
nucleic acids (primarily non-coding RNA) and lipids – in extracellular vesicles (EV). This allows 
EV-producing cells to change the metabolic and transcriptional activity of individual target cell popu-
lations over a wide range and “tune” it in accordance with tissue needs. Most of the existing studies 
are focused on the composition and functions of EVs secreted into the external environment, while 
the study of the membrane-associated vesicle subclass (membrane-associated vesicles, MAV) is ham-
pered by the lack of generally accepted methods for their isolation from different cell types, including 
cultured ones, and characterization. In this paper, we present a protocol for isolating the MAV frac-
tion of cultured mesenchymal stromal/stem cells while preserving the morphology and viability of the 
cells themselves using hyaluronidase treatment. This protocol demonstrated the highest efficiency 
compared to other tested methods and allows one to obtain a fraction significantly enriched in vesi-
cles, as demonstrated by nanoparticle tracking analysis and transmission electron microscopy. 
A comparative analysis of the characteristics of MAV and EV secreted into the medium showed that 
the proposed MAV isolation protocol allows one to obtain a fraction with a similar particle concentra-
tion, but they are smaller in size compared to EV. Thus, the isolation method we described allows one 
to obtain a MAV fraction for further analysis of their composition and functional features.
Keywords: extracellular vesicles, membrane-associated vesicles, mesenchymal stromal/stem cells, 
intercellular communication
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