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Существует точка зрения, согласно которой хронологическое старение (ХС) дрож-
жей и “стационарное” старение (СС) культивируемых клеток человека и животных явля-
ются следствием закисления ростовой среды. Однако целый ряд появившихся в послед-
нее время работ свидетельствует о том, что этот процесс хотя и влияет в определенной 
степени на скорость “старения” клеток в стационарной фазе, но не определяет его пол-
ностью. По-видимому, определяющим фактором здесь является ограничение клеточной 
пролиферации, которое приводит к “старению” клеток даже в физиологически опти-
мальных условиях. При ХС дрожжей и при СС клеток млекопитающих ростовая среда 
закисляется до pH≤4. Если не допускать накопления кислоты в среде, можно увеличить 
продолжительность жизни культуры, однако клетки всё равно будут вымирать, только 
с меньшей скоростью. Наблюдаемые эффекты закисления среды при ХС и СС могут 
объясняться активацией высоко консервативных сигнальных путей роста, приводящих 
к развитию окислительного стресса, а эти процессы, в свою очередь, могут быть вовлечены в 
старение многоклеточных организмов и связаны с возникновением у них возрастных за-
болеваний. Ранее мы изучали влияние буферной ёмкости культуральной среды на СС 
трансформированных клеток китайского хомячка. Было установлено, что наличие в среде 
HEPES в концентрации 20 мМ не влияет на скорость роста клеток. При этом ростовые 
кривые выходили на “плато” в один и тот же день. Однако в среде с HEPES клетки, с од-
ной стороны, достигали меньшей насыщающей плотности, чем в контроле (т.е. были 
“старше” согласно критериям геронтологической клеточно-кинетической модели), а с дру-
гой – претерпевали СС с гораздо меньшей скоростью (но все равно “старели”). Можно 
полагать, что внеклеточный рН, который, кстати, хорошо коррелирует с внутриклеточ-
ным, является хотя и важным (концепция И.А. Аршавского о роли ацидотической альте-
рации в старении), но не ключевым фактором, определяющим выживание клеток в ста-
ционарной культуре.
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нарное старение”, хронологическое старение, обзор 

Некоторое время назад на странице А.Н. Хох-
лова на портале ResearchGate появился коммента-
рий к его статье «Какое старение у дрожжей “пра-
вильное”?» [1]. Согласно точке зрения автора этого 
комментария, Д.А. Кнорре, феномен хронологи-
ческого старения (ХС) представляет собой лишь 
артефакт, связанный с закислением ростовой среды 
и легко устраняемый с помощью различных аген-
тов, стабилизирующих pH. В связи с этим, по мне-
нию Кнорре, модель ХС непригодна для изучения 
старения многоклеточных организмов, а сам фено-
мен (применительно, по-видимому, к любым клеточ-
ным культурам) представляет собой лишь процесс 
выживания клеток в стационарной фазе роста при 
“неестественных” условиях культивирования.

Модель “стационарного старения” (СС, англо-
язычный вариант – stationary phase aging) различ-
ных клеток животных и человека на протяжении 
многих лет используется в секторе эволюционной 

цитогеронтологии биологического факультета МГУ 
как для изучения механизмов старения, так и для 
тестирования потенциальных геропротекторов и 
геропромоторов [2]. Она основывается на идее, 
согласно которой ограничение клеточной проли-
ферации приводит к накоплению макромолеку-
лярных повреждений в клетках культуры, сходных 
с повреждениями, накапливающимися в постми-
тотических клетках многоклеточного организма 
с возрастом [3–5]. В случае целого организма этот 
процесс (главным образом – накопление повреж-
дений ДНК) инициирует нарушение функциони-
рования органов и тканей, а это, в свою очередь, 
приводит к возрастанию вероятности смерти, т.е. 
к старению.

Собственно, обе упомянутые модельные системы 
(ХС и СС) фактически относятся к одному и тому 
же феномену, хотя для дрожжей чаще применяется 
термин ХС, а для животных клеток – СС.  И ХС, и 
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СС обычно противопоставляются репликативному 
старению, выражающемуся в “возрастных” изме-
нениях нормальных клеток по мере исчерпания 
ими митотического потенциала (феномен Хейф-
лика).  При этом у обоих подходов к цитогеронто-
логическим исследованиям есть свои сторонники 
и противники [6–8]. Интересно также отметить, 
что феномен ХС/СС, судя по всему, свойствен и 
прокариотическим клеткам [9–12].

Суть ещё одной цитогеронтологической моде-
ли, применяемой для тестирования геропротекто-
ров и геропромоторов и названной одним из нас 
клеточно-кинетической [13], заключается в том, что 
по изменению кинетики роста клеток в культуре 
(в пределах одного пассажа) под действием того 
или иного фактора делается вывод о возможном 
характере его влияния на процесс старения. При 
этом наиболее информативным параметром явля-
ется насыщающая плотность культуры (“плато” 
на кривой роста). Чем больше этот показатель, 
тем более “молодыми” считаются исследуемые 
клетки. Данный подход основан на том обстоятель-
стве, что чем больше возраст донора нормальных 
фибробластов человека или их “возраст” in vitro, 
тем ниже “плато” на кривой их роста в культуре 
в пределах одного пассажа [14, 15]. Так вот, суще-
ствуют данные о том, что этот показатель снижается 
при уменьшении pH культуральной среды в случае 
диплоидных фибробластов человека [16, 17]. Кроме 
того, пролиферативная активность культивируе-
мых клеток тесно связана с величиной внутрикле-
точного и внеклеточного pH [18, 19]. Известно 
также, что при трансформации фибробластов китай-
ского хомячка происходит увеличение внутрикле-
точного pH [20]. Существует даже целая концеп-
ция “ацидотического сдвига кислотно-щелочного 
гомеостаза” при старении in vivo [21], связываю-
щая возрастное ухудшение функциональных воз-
можностей клеток с уменьшением pH тканей. Все 
это позволяет предполагать наличие тесной связи 
между клеточным старением и вне- и внутрикле-
точным pH.

Ещё в 1985 г. Акатов и соавт. продемонстриро-
вали [18], что насыщающая плотность культуры 
трансформированных клеток китайского хомячка 
сильно зависит от pH ростовой среды (чем меньше 
pH, тем меньше насыщающая плотность). В этой 
связи в наших собственных экспериментах [22], 
проведенных ещё 20 лет назад на клетках той же 
самой линии, мы попробовали оценить влияние 
изменения (прямо с момента посева) буферной 
ёмкости культуральной среды (путём добавки бу-
фера HEPES до конечной концентрации 20 мМ в 
обычную среду Игла с 10% сыворотки крупного 
рогатого скота) на кинетику роста и СС культуры 
в герметически закрытых культуральных флаконах. 
Контрольная культура росла на такой же среде, но 
без HEPES. В опыте и контроле скорость роста 
клеток была приблизительно одинакова, причём 
кривые выходили на “плато” в один и тот же день. 

Однако в среде с HEPES клетки достигали мень-
шей насыщающей плотности, чем в контроле, что 
позволило считать их, согласно принципам кле-
точно-кинетической модели [13], более “старыми”, 
чем контрольные. В то же время, в среде с HEPES 
клетки “стационарно старели” (т.е. погибали в ста-
ционарной фазе роста) с гораздо меньшей скоро-
стью. Мы предположили, что HEPES в определен-
ной степени токсичен для исследованных клеток, 
а замедление СС было связано как с большей сред-
ней жизнеспособностью клеток, выживших в ре-
зультате селекции, так и с замедленным истощением 
культуральной среды при пониженной плотности 
культуры.

Надо сказать, что имеющиеся в настоящий мо-
мент данные о влиянии pH культуральной среды 
на ХС или СС весьма неоднозначны. Известно, 
что при ХС дрожжей происходит накопление ук-
сусной кислоты в культуральной среде, а при СС 
клеток млекопитающих – лактата. Считается, что 
именно вследствие этого среда закисляется до pH≤4 
[23–25]. Впрочем, существует и альтернативная точка 
зрения (А.Д. Виноградов, личное сообщение), со-
гласно которой: 1) процесс гликолиза – превраще-
ние глюкозы в две молекулы лактата, сопряженный 
с образованием двух молекул АТФ, сам по себе НЕ 
приводит к закислению: отщепление протонов от 
молочной кислоты стехиометрически компенси-
руется их связыванием при фосорилировании АДФ 
до АТФ при pH>7. Наблюдаемое закисление росто-
вой среды обусловлено, по-видимому, различными 
АТФ-потребляющими (“АТФазными”) реакция-
ми, сопровождающимися выделением протонов; 
2) при образовании ацетата дрожжами закисление 
может происходить, а может и НЕ происходить, и 
определяется это, по-видимому, другими особен-
ностями метаболизма в стационарной клеточной 
культуре. В обоих случаях значительную роль могут, 
в частности, играть выделение и поглощение CO2.

Тем не менее, независимо от конкретных меха-
низмов закисления ростовой среды, оно действи-
тельно происходит в стационарной клеточной куль-
туре и, судя по всему, вносит определенный вклад 
в ХС/СС [23–26]. По данным Мураками с соавт. [23], 
ограничение питания или буферизация среды до 
pH 6.0 замедляют ХС дрожжей. Однако результаты 
изучения возможного влияния буферизации среды 
роста дрожжей при ХС на их дальнейшее реплика-
тивное старение (известно, что ХС ускоряет по-
следующее репликативное старение дрожжей [27]) 
выглядят противоречивыми. По одним данным 
[25], такое воздействие с помощью защелачивания 
способствует замедлению последующего реплика-
тивного старения, а по другим [28] – никак на 
него не влияет.

Отдельно хотелось бы остановиться на статье 
Леонтьевой и Благосклонного, опубликованной 
в 2011 г. [24]. В ней совершенно правильно прово-
дятся параллели между ХС дрожжей и СС культур 
клеток млекопитающих. Правда, нас несколько уди-
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вила точка зрения авторов, согласно которой они 
провели такие параллели ВПЕРВЫЕ. Идея изучения 
механизмов старения на стационарных культурах 
самых разных клеток (включая нормальные и транс-
формированные клетки человека и животных) была 
сформулирована нами ещё в 80–90-х годах про-
шлого века [3, 29] и неоднократно упоминалась во 
многих наших последующих публикациях [30–33]. 
Тем более приятно, что данный подход получил 
одобрение и в нескольких последовавших коммен-
тариях к статье Леонтьевой и Благосклонного, опуб-
ликованных известными специалистами в области 
клеточного старения [34–37].

Хотелось бы обратить внимание на одно важ-
ное заключение, которое сделали в своей работе 
Леонтьева и Благосклонный. Они установили, что 
рапамицин (по-видимому, за счёт подавления об-
разования лактата) продлевает жизнь “стационарно 
старым” клеткам. Количество живых клеток при 
этом остаётся таким же, как и при их культивиро-
вании без ингибитора TOR (target of rapamycin), но 
в культуре с рапамицином значительно увеличи-
вается количество клеток, способных к делению. 
Таким образом, получается, что при CC происхо-
дит активация тех же самых метаболических сиг-
нальных путей, что и при старении высших орга-
низмов, и важную роль в этом процессе играет, 
вероятно, закисление (возможно, происходящее, 
тем не менее, без участия лактата – см. выше). Ра-
нее мы уже писали о связи аутофагии с клеточным 
старением и ограничением клеточной пролифера-
ции [38]. Активация аутофагии путём ингибирова-
ния TOR, видимо, позволяет клеткам перейти на 
“экономный” режим питания и, как следствие, 
производить меньше продуктов метаболизма угле-
водов, образование которых в конечном итоге и 
приводит к закислению среды.

Основной вывод, который, как нам кажется, 
можно сделать из перечисленных статей, заключа-
ется в том, что, если не допускать накопления кис-
лоты в ростовой среде (как дрожжей, так и клеток 
млекопитающих), можно увеличить продолжитель-
ность жизни культуры, однако клетки всё равно 
будут вымирать, хотя и с меньшей скоростью. Ин-
тересно, что в наших экспериментах по изучению 
СС клеток млекопитающих в герметически закры-
тых культуральных флаконах они “стареют по Гом-
пертцу” [2]. В то же время в некоторых работах, 
посвящённых влиянию буферной ёмкости росто-
вой среды на кинетику ХС дрожжей [26, 39], на 
графиках отчётливо видно, что в отсутствие “нор-

мализаторов” pH клетки просто быстро погибают 
“по экспоненте”, т.е. никакого старения нет. По-
этому не исключено, что только ПОСЛЕ буфери-
зации среды эти клетки переходят в режим “нор-
мального” ХС. Похожая, хотя и не полностью, 
картина наблюдается на соответствующих графи-
ках в статье Леонтьевой и Благосклонного [24]. 
К сожалению, мы не смогли обнаружить в данной 
работе упоминания об использованной при куль-
тивировании концентрации CO

2. В то же время, 
именно углекислотный буфер в ростовой среде, на 
наш взгляд, определяет ситуацию с динамикой pH 
при культивировании.

По-видимому, наблюдаемые эффекты закисле-
ния среды могут объясняться активацией высоко 
консервативных сигнальных путей роста, приво-
дящих к развитию окислительного стресса, а эти 
процессы, в свою очередь, могут быть вовлечены 
в старение многоклеточных организмов и связаны 
с возникновением у них возрастных заболеваний 
[24, 39, 40].

Можно полагать, что внеклеточный рН, кото-
рый, кстати, хорошо коррелирует с внутриклеточ-
ным, является хотя и важным (упомянутая выше 
концепция И.А. Аршавского о роли ацидотической 
альтерации в старении), но не ключевым факто-
ром, определяющим выживание клеток в стацио-
нарной культуре.

И последнее, что хотелось бы отметить. Как 
следует из упоминавшегося в начале статьи ком-
ментария Д.А. Кнорре, он считает модели ХС и СС 
неподходящими для изучения механизмов старе-
ния высших организмов, ибо они отражают лишь 
выживание клеток в стационарной фазе роста при 
“неестественных” условиях культивирования. В этой 
связи необходимо подчеркнуть, что, как нам пред-
ставляется, ВСЕ модельные системы функциони-
руют в неестественных условиях. Если условия есте-
ственные, то это уже не модель! Другое дело, что 
“неестественные” условия должны ПО ВОЗМОЖ-
НОСТИ моделировать то, что происходит в целом 
многоклеточном организме [41, 42]. И нам кажет-
ся, что закисление культуральной среды при ХС 
или СС является как раз таким, “правильным”, 
фактором.

Авторы благодарны А.Д. Виноградову за цен-
ные замечания, высказанные при обсуждении ру-
кописи статьи.
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GERONTOLOGY

PH OF CULTURE MEDIUM AND STATIONARY PHASE/CHRONOLOGICAL 
AGING OF DIFFERENT CELLS

G.V. Morgunova1, A.A. Klebanov1, F. Marotta2, A.N. Khokhlov1,*

1Evolutionary Cytogerontology Sector, School of Biology, Lomonosov Moscow State University, 
Leninskiye gory 1-12, Moscow, 119234, Russia;

2ReGenera Research Group for Aging Intervention and San Babila Clinic, Corso Matteotti 1/A, 
20121 Milano, Italy
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There is a point of view that the chronological aging (CA) of yeast and the stationary phase 
aging (SPA) of cultured animal and human cells are a consequence of growth medium acidifica-
tion. However, a number of recent publications indicate that the process influences, to a certain 
extent, on the rate of “aging” of cells in the stationary phase of growth but does not determines it 
completely.  Apparently, the key factor in this case is the cell proliferation restriction which leads 
to “aging” of the cells even under physiologically optimal conditions. During yeast CA and SPA 
of mammalian cells the medium is getting acidified to pH≤4. Preventing the medium acidifica-
tion could make it possible to increase the culture life span, but the cells will still die out, albeit at 
a slower rate. Effects of the medium acidification observed during CA and SPA can be explained 
by the activation of highly conserved growth signaling pathways leading to the oxidative stress de-
velopment; these processes, in turn, can be involved in aging of multicellular organisms and play 
a role in their age-related diseases. A while ago we studied the effect of buffer capacity of growth 
medium on SPA of transformed Chinese hamster cells. We found that HEPES at 20 mM had no 
effect on the cell growth, and both control and experimental growth curves reached plateau level 
on the same day. However, the cells grown with HEPES, on the one hand, reached lower satura-
tion density than the control ones (i.e., were “older” in terms of the gerontological cell kinetics 
model), and on the other – underwent SPA at much slower rate (though still were “getting 
older”). It can be assumed that extracellular pH which, by the way, is well correlated with intra-
cellular pH, is very important (I.A. Arshavsky’s concept on a role of the acidic alteration in aging) 
but not the key factor determining survival of cells in a stationary culture.

Keywords: growth medium pH, buffer capacity, cell cultures, stationary phase aging, chronological 
aging, review
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