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Успех клеточной терапии напрямую связан с жизнеспособностью трансплантируе-
мых клеток. В ряде случаев клетки вводят в суспензии. Однако на данный момент не по-
добраны оптимальные условия для сохранения жизнеспособности клеток при приготов-
лении суспензионного клеточного трансплантата и при его хранении. Цель работы 
заключалась в поиске оптимальных условий для хранения суспензии клеток поднижне-
челюстной слюнной железы, дифференцированных клеток поднижнечелюстной слюнной 
железы и дермальных фибробластов человека в физиологически совместимых растворах. 
В работе использовали стандартные методы выделения и культивирования клеток. Под-
счет количества клеток осуществляли на автоматическом счетчике клеток BioRad, жиз-
неспособность клеток оценивали окрашиванием 4%-ным трипановым синим. В качестве 
биологически совместимых растворов тестировали фосфатно-солевой буфер, физиоло-
гический раствор для инъекций и 2%-ный раствор альбумина человека в фосфатно-со-
левом буфере. В результате работы было выявлено, что тестируемые клетки человека со-
храняют жизнеспособность в суспензии во всех исследуемых растворах при +4°С и 
+25°С, как минимум в течение 24 ч. Наибольшая жизнеспособность клеток слюнной 
железы (более 50%) наблюдается в фосфатно-солевом буфере при обоих исследованных 
температурных режимах. Однако при +4°С клетки слюнной железы лучше сохраняют 
адгезивные и пролиферативные свойства после 24 ч инкубации в данных условиях. При 
тестировании фибробластов показано, что в физиологическом растворе клетки сохраня-
ются в виде равномерной одноклеточной суспензии и практически не теряют жизнеспо-
собности в течение 30 ч при +4°С. Добавление 2% альбумина снижает жизнеспособность 
фибробластов. Таким образом, на основании проведенных исследований рекомендовано 
хранить и транспортировать суспензию клеток поднижнечелюстной слюнной железы 
человека в фосфатно-солевом буфере при +4°С; фибробласты человека — в физиологи-
ческом растворе при +4°С.
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ловека, суспензия, фибробласты человека, хранение суспензионных трансплантатов, куль-
туры клеток человека.

Суспензия клеток представляет собой наибо-
лее простой вариант трансплантата для клеточной 
терапии, однако выбор основы-растворителя, в ко-
тором будут находиться клетки, является неочевид-
ным. Прежде всего, такая основа должна обеспечи-
вать жизнеспособность клеток в течение времени, 
достаточного для их транспортировки в клинику и 
подготовки пациента к процедуре трансплантации 
[1, 2]. Кроме того, необходимо обеспечить прием-
лемое для инъекции качество суспензии: клетки 
должны сохранять высокий уровень жизнеспособ-
ности, суспензия не должна содержать крупных 
конгломератов, белковых сгустков и др. В качестве 
основы предпочтительнее брать солевые растворы 
с физиологическим составом [3], из них наиболее 

доступные и часто употребляемые — физиологи-
ческий раствор для медицинского применения и 
используемый в лабораторной практике фосфатно-
солевой буфер. В ряде литературных источников 
указывается, что в качестве добавки можно исполь-
зовать также человеческий альбумин [4]. Известно, 
что добавление альбумина к культуральным средам 
способствует стабильности клеточных мембран и 
связыванию следового количества токсических ком-
понентов, которые могут присутствовать в растворе. 
Следовательно, введение альбумина в состав ос-
новы-растворителя может повысить жизнеспособ-
ность клеток в трансплантате и обеспечить более 
физиологичное введение [5]. Для выбора оптималь-
ной основы-растворителя мы провели сравнитель-
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ное испытание способности вышеперечисленных 
растворов и 2%-ного раствора альбумина в фосфат-
но-солевом буфере поддерживать жизнеспособность 
клеток в суспензии. В качестве тестируемых кле-
ток нами были выбраны дермальные фибробласты 
(ДФБ) и клетки поднижнечелюстной слюнной же-
лезы (КСЖ) человека. ДФБ можно использовать 
для терапии ран различного генеза, трофических 
язв, ожогов, при мезотерапии [6, 7, 8]. Во всех этих 
случаях удобно применять суспензионный транс-
плантат. КСЖ, а также дифференцированные клет-
ки поднижнечелюстной слюнной железы (КСЖ-
дифф.) перспективны для использования как при 
восстановлении функций собственно слюнных же-
лез [9], так и для терапии патологий печени и под-
желудочной железы [10–14]. В ряде случаев целе-
сообразно суспензионное введение КСЖ. Таким 
образом, определение оптимальных условий для 
подготовки КСЖ человека к трансплантации яв-
ляется важным условием их применения.

Целью данной работы был выбор оптимальных 
условий для хранения суспензии КСЖ, КСЖ-дифф. 
и ДФБ человека в физиологически совместимых 
растворах. Соответственно было необходимо вы-
явить временной интервал, при котором возможно 
хранение суспензии исследуемых клеток в физио-
логически совместимых растворах при температу-
рах +4°С и +25°С, путем подсчета доли живых 
клеток в суспензиях на разных сроках хранения. 
А также изучить пролиферативные и адгезивные 
свойства выживших клеток при посеве на культу-
ральный пластик после хранения их в виде сус-
пензии в исследуемых физиологически совмести-
мых растворах.

Материалы и методы

Клеточные культуры. КСЖ и ДФБ человека 
были выделены из тканей, полученных в ходе пла-
новых операций по удалению части поднижнече-
люстной слюнной железы вследствие слюннока-
менной болезни и из кожи после пластических 
операций, соответственно.

Методы. Клетки культивировали в стандартных 
условиях при 37°С и 5% СО2. КСЖ культивирова-
ли на среде DMEM/F12 (Gibco, США) с добавле-
нием 10% эмбриональной телячьей сыворотки 
(HyClone, США), 2 мМ глутамина (Gibco, США), 
10 нг/мл hEGF (Gibco, США). Для получения 
КСЖ-дифф. клетки инкубировали в дифференци-
ровочной среде в течение 14 сут. Состав диффе-
ренцировочной среды: DMEM/F12 (Gibco, США) 
с добавлением 10% эмбриональной телячьей сы-
воротки (HyClone, США), 2 мМ глутамина (Gibco, 
США), 10 нг/мл hEGF (Gibco, США), 10 нг/мл 
FGF10 (Gibco, США) и 2 мкМ ретиноевой кисло-
ты (Sigma, США). ДФБ культивировали на среде 
DMEM (ПанЭко, Россия) с добавлением 10% эм-
бриональной телячьей сыворотки (HyClone, США) 
и 2 мМ глутамина (Gibco, США).

Для изучения жизнеспособности клеток куль-
туры КСЖ, КСЖ-дифф. и ДФБ дважды промывали 
раствором 0,02%-ного Версена (ПанЭко, Россия), 
снимали с поверхности культуральных флаконов 
раствором 0,25%-ного трипсина (Gibco, США) по 
стандартной методике. После этого для удаления 
остатков раствора трипсина клетки трижды про-
мывали фосфатно-солевым буфером (ПанЭко, Рос-
сия). Для приготовления суспензионных проб от-
центрифугированные КСЖ, КСЖ-дифф. и ДФБ 
помещали по 600 тыс. кл/мл в следующие растворы:

1) физиологический раствор для инъекций 
(Мосфарм, Россия);

2) фосфатно-солевой буфер в модификации 
Дульбекко (Dulbecco’s phosphate buffered saline, 
DPBS, ПанЭко, Россия);

3) 2%-ный раствор альбумина человека (Baxter, 
Австрия) в DPBS (ПанЭко, Россия).

После этого каждую пробу разделяли пополам 
для инкубирования при +4°С и +25°С.

Аликвоту суспензии из каждой пробы отбирали 
через 2, 4, 6, 24 и 30 ч инкубации в тестируемых 
растворах и окрашивали 4%-ным раствором три-
панового синего (BioRad, США), для чего смеши-
вали их в соотношении 1:1, через 5 мин проводили 
подсчет общего количества клеток в суспензии и 
доли живых клеток в каждой пробе на автоматиче-
ском счетчике клеток (BioRad, США).

После завершения подсчетов клетки, остав-
шиеся в пробах, были высеяны в лунки 24-луноч-
ного культурального планшета (Corning, США) 
в среде культивирования для исследования их ад-
гезивных и пролиферативных свойств (клетки на 
планшетах наблюдали в течение следующих 8 сут).

Статистический анализ данных. Все исследо-
вания проводили в трех технических повторах. 
Подсчитывали среднее значение и величину раз-
броса от него в Excel (Microsoft, США). Оценку 
достоверности различий жизнеспособности клеток 
при разных условиях хранения проводили с ис-
пользованием U-критерия Манна–Уитни.

Результаты и обсуждение

Для изучения жизнеспособности клеток при 
хранении в трех вариантах солевых растворов, 
были подготовлены суспензии культур ДФБ, КСЖ 
и КСЖ-дифф. в концентрации 600 тыс.кл/мл. Пе-
ред началом хранения был подсчитан процент жи-
вых клеток в суспензиях всех культур, и было вы-
явлено, что сразу после снятия с поверхности 
пластика трипсином и трехкратной отмывки бу-
фером, часть клеток слюнной железы погибает и 
количество живых клеток в точке “0 часов” со-
ставляет 73% для КСЖ и 65% для КСЖ-дифф. со-
ответственно. В то же время в суспензии ДФБ ко-
личество живых клеток остается на уровне 100%. 
Таким образом, значительная часть клеток КСЖ и 
КСЖ-дифф. погибает уже на стадии приготовле-
ния суспензии, что, вероятно, связано с высокой 
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чувствительностью данных клеток к воздействию 
трипсина.

В течение первых 4 ч наблюдений во всех изу-
чаемых пробах как при +4°С, так и при +25°С 
доля живых клеток превышала 50% от первона-
чального значения (табл. 1). Однако при последу-
ющих измерениях было обнаружено, что в части 
исследуемых образцов стремительно падает тоталь-
ное количество клеток в суспензии. Так, концент-
рации КСЖ и КСЖ-дифф. уменьшились почти 
в 2 раза, и составляли уже 300±30 тыс.кл./мл рас-
твора через 4 ч инкубации.

Исследование образцов КСЖ и КСЖ-дифф. 
под микроскопом показало, что данные клетки 
формируют в суспензиях крупные и мелкие мно-
гоклеточные конгломераты. Это объясняет значи-
тельное изменение в количестве регистрируемых 
счетчиком клеток: мелкие конгломераты могут 
быть учтены как одна клетка, тогда как крупные 
просто не попадают в счетную камеру. По этой 
причине, для оценки жизнеспособности клеток 
в суспензии КСЖ и КСЖ-дифф. при хранении в те-
чение 6, 24 и 30 ч клетки не подсчитывали в счет-
чике, а переносили на планшет в культуральную 
среду.

В течение 2 ч после посева на планшеты, часть 
клеток КСЖ и КСЖ-дифф. адгезировала к пла-
стику и начала распластываться. Прикреплялись 
преимущественно конгломераты клеток, тогда как 
одиночные клетки оставались плавать и, как пра-
вило, были нежизнеспособны (табл. 1). Через 8 сут 
КСЖ и КСЖ-дифф., которые были инкубирова-
ны в DPBS и DPBS + 2% альбумина, как при 4°С, 
так и при 25°С образовали монослой, в то время 
как клетки, которые были инкубированы с физио-
логическим раствором, представляли собой куль-
туру примерно с 30% конфлюентности.

ДФБ сохраняли жизнеспособность как при 
4°С, так и при 25°С в течение первых 6 ч наблюде-
ний во всех пробах. За этот период не обнаружено 
статистически достоверной разницы в жизнеспо-
собности ДФБ при хранении в разных темпера-
турных режимах. Однако после 24 ч наблюдений 
в пробах, хранившихся при +25°С, происходила 
сильная агрегация клеток в конгломераты, что за-
трудняло подсчеты. Так как одно из требований к 
качеству суспензии ДФБ состоит в отсутствии 
крупных конгломератов [1, 2], то оптимальным 
температурным режимом для ее хранения можно 
считать +4°С. Таким образом, подсчеты жизне-
способности ДФБ мы проводили для проб, хра-
нившихся при +4°С.

Доля живых ДФБ и их тотальное количество 
в пробах с физиологическим раствором и в DPBS 
в течение 6 ч наблюдения оставалась около 90–100% 
от первоначальной. Снижение концентрации ДФБ 
после 6 ч хранения обнаруживалось в пробах DPBS 
с 2% альбумина. Через 24 ч наблюдений, клетки 
в пробе DPBS с 2% альбумина счетчиком не обна-
ружены, а через 30 ч количество живых клеток во 
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всех тестируемых растворах, кроме физиологиче-
ского раствора, упало ниже 50% (табл. 2).

Таблица 2

Доля живых клеток в культуре ДФБ в суспензии при +4°С1

Физиологический 
раствор

DPBS
DPBS c 2% 
альбумина

2 часа 100,0±0,0 99,9±0,1 99,8±0,2

4 часа 99,3±0,1 (*) 62,7±0,3 (*) 37,4±0,1 (*)

6 часов 99,7±0,2 (*) 24,3±0,2 (*) 2,0±0,1 (*)

24 часа 99,6±0,1 (*) 21,5±0,1 (*) 1,3±0,0

30 часов 99,7±0,2 (*) 15,7±0,2 (*) 1,4±0,1 (*)

* Различия в жизнеспособности клеток для данной вре-
менной точки достоверны между разными растворами по 
U-критерию Манна — Уитни.

1 В точке “0 часов” 100% живых ДФБ. 

Оставшиеся в пробах ДФБ были внесены в куль-
туральные планшеты. При визуальном осмотре было 
выявлено, что часть клеток в пробах с DPBS и DPBS 
с 2% альбумина слиплась в конгломераты. По всей 
видимости, эти конгломераты не проходили в ка-
меру для подсчета клеток из-за крупного размера, 
чем можно объяснить уменьшение концентрации 
клеток в суспензии при подсчете (табл. 2).

Через 2 ч после переноса на культуральный 
планшет, большая часть ДФБ (приблизительно 95%), 
хранившихся в физиологическом растворе и DPBS, 
прикрепилась к пластику и начала распластываться. 
Из суспензии ДФБ, хранившейся в DPBS с 2% аль-
бумина, к поверхности планшета прикреплялись 
преимущественно конгломераты клеток, тогда как 
единичные клетки оставались плавать в толще сре-
ды, и в последующем, при плановой смене среды 
в планшете, элиминировались. ДФБ из суспензии, 
хранившейся в физиологическом растворе, образо-
вали монослой через 2 сут культивирования. ДФБ 
из суспензии, хранившейся в DPBS, образовали 

монослой через 3 сут культивирования, а ДФБ из 
суспензии, хранившейся в DPBS с 2% альбумина — 
через 5 сут культивирования.

В ре зультате проведенных испытаний было вы-
явлено, что КСЖ человека сохраняют жизнеспо-
собность в суспензии во всех исследуемых растворах 
при +4°С и +25°С в течение 24 ч. При хранении 
в фосфатно-солевом буфере при +4 и +25°С в те-
чение 4 ч в суспензиях КСЖ и КСЖ-дифф. оста-
ется более 50% живых клеток. При посеве на культу-
ральный планшет, клетки слюнной железы из всех 
проб сохраняют адгезивные и пролиферативные 
свойства. Однако после хранения в DPBS КСЖ и 
КСЖ-дифф. раньше образуют монослой на план-
шете. Таким образом, можно сделать вывод, что 
КСЖ и КСЖ-дифф. в виде суспензии в DPBS при 
+4°С можно хранить в течение 6 ч без потери их 
жизнеспособности. В дальнейшем, данный режим 
можно рекомендовать для хранения и транспорти-
ровки данных клеток в клинику, в случае их практи-
ческого использования в качестве трансплантата.

Дермальные фибробласты человека сохраня-
ют жизнеспособность в суспензии во всех тестиру-
емых растворах при +4°С и +25°С в течение 30 ч. 
При этом качество суспензии и жизнеспособность 
клеток зависит от состава раствора. При хранении 
физиологическом растворе в течение 30 ч при тем-
пературе +4°С клетки сохраняются в виде рав-
номерной одноклеточной суспензии, не теряя 
жизнеспособности. Внесение альбумина снижает 
жизнеспособность клеток вероятно вследствие со-
держащихся в препарате добавок (например, кон-
сервантов или примесей). Таким образом, данные 
клетки можно хранить при +4°С в физиологиче-
ском растворе в течение 30 ч. Эти результаты дают 
основание рекомендовать физиологический раствор 
в качестве основы-растворителя при приготовле-
нии препаратов клеточной суспензии ДФБ для ме-
дицинского использования.

Исследование выполнено за счет гранта Рос-
сийского научного фонда (проект № 14-50-00029).
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METHODS

INVESTIGATION OF HUMAN CULTURED CELLS VIABILITY IN SUSPENSION

O.S. Rogovaya1,2, O.S. Petrakova2,3,*, I.G. Gvazava1,2, M.A. Borisov1,2, A.V. Vasiliev1,3

1 Koltsov Institute of Developmental Biology, Russian Academy of Sciences; 
Vavilova ul. 26, Moscow, 119334, Russia;

2 Pirogov Russian National Research Medical University; Ostrovitianov ul., 1; 
Moscow, 117997, Russia;

3 Department of Embryology, School of Biology, Lomonosov Moscow State University; 
Leninskiye Gory 1-12, Moscow, 119234, Russia

* e-mail: petrakovaol@yandex.ru

The success of cellular therapy is directly related to the viability of transplanted cells. In 
some cases the cells may be injected as suspension. However, the optimal conditions for maintain 
of the cell viability during graft preparation and cell suspension storage have not yet been estab-
lished. Purpose of this study is to investigate the optimal conditions for storage of suspensions of 
human submandibular salivary gland cells, differentiated submandibular salivary gland cells and 
dermal fibroblasts in a physiologically compatible solutions. Standard methods for cell isolation 
and cultivation were used. Counting was performed on an automatic cell counter BioRad, cell 
viability was assessed by staining with 4% Trypan blue. As biocompatible solutions we tested 
phosphate-buffered saline, saline solution for injection and a 2% solution of human albumin in 
phosphate-buffered saline. It was found that the tested human cells retain viability in suspension 
in all solutions for at least 24 hours at +4°C and +25°C. Highest salivary gland cells viability 
(more 50%) was observed in phosphate buffered saline at both storage temperatures. However, 
the salivary gland cells better maintain adhesive and proliferative properties after 24 hours of in-
cubation at +4°C. The study of fibroblasts shows that in saline solution these cells are preserved 
as a single cell suspension and hardly lose viability during 30 hours storage at +4°C. Addition of 
2% albumin reduces the viability of fibroblasts. Based on our studies we recommend to store and 
transport the human submandibular salivary gland cells in phosphate buffered saline at +4°C; 
human fibroblasts — in saline solution at +4°C.

Keywords: cell viability, human submandibular salivary gland cells, suspension, human fibro-
blasts, suspension grafts storage, human cell cultures.
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