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Резюме 
Показано, что криоконсервация клеток является перспективным методом в научных исследованиях. 

Важно соблюдение всех условий процесса размораживания культур клеток для их использования при изготов-
лении иммунобиологических препаратов. Установлено, что присутствие характерных признаков распласты-
вания клеток на субстрат в течение первых трех суток после посева свидетельствует о завершении процесса 
пролиферации сохранившихся после криоконсервации клеток. Оптимальные результаты восстановления куль-
туры клеток ЯДК в цикле замораживания-оттаивания были достигнуты при использовании ростовой пита-
тельной среды Игла: ДМЕМ с добавлением 10 % сыворотки крови крупного рогатого скота и концентрации 
клеток 2,2×106. При данных условиях и выбранном нами методе замораживания исследуемая культура клеток 
ЯДК полностью была восстановлена к 5-му дню культивирования. Испытуемая культура клеток в процессе 
размораживания по мере увеличения продолжительности культивирования не претерпевала генетических 
изменений, имела свойственную для данной линии фибробластоподобную морфологию и сохраняла свои биоло-
гические свойства.  

Ключевые слова: культура клеток, гонады козы, сыворотка крупного рогатого скота, криоконсерва-
ция, питательная среда, криопротектор. 

 

Summary 
Cell cryopreservation has been shown to be a promising method in scientific research. It is important to com-

ply with all conditions for the process of thawing cell cultures for their use in the manufacture of immunobiological 
preparations. It has been established that the presence of characteristic signs of cells spreading onto the substrate dur-
ing the first three days after seeding indicates the completion of the process of proliferation of cells preserved after 
cryopreservation. Optimal results of restoring a nuclear cell culture in a freeze-thaw cycle were achieved using Eagle 
growth medium: DMEM with the addition of 10 % cattle blood serum and a cell concentration of 2,2×106. Under these 
conditions and the freezing method we chose, the studied culture of NDC cells was completely restored by the 5th day 
of cultivation. The tested cell culture, in the process of thawing as the duration of cultivation increased, did not under-
go genetic changes, had a fibroblast-like morphology characteristic of this line, and retained its biological properties. 

Keywords: cell culture, gonads of goats, bovine serum, cryoconservation, culture medium, cryoprotector. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Метод культур клеток является уни-

кальным и вместе с тем широко применяет-
ся в настоящее время как в практических, 
так и в научных исследованиях. Широкое 
внедрение метода культур клеток в вирусо-
логию для репродукции вирусов или при 
изготовлении иммунобиологических ком-
понентов диагностических препаратов тре-
бует разработки способов длительного со-
хранения клеточных линий. Актуальной 
задачей биотехнологии клеточных культур 
является необходимость создания запасов 
полноценного экспериментального матери-  

ала для научных и клинических исследова-
ний в области медицины и ветеринарии    
[1, 8]. 

Техника культивирования клеток и 
тканей постоянно меняется, а многие мето-
дические приемы систематически модер-
низируются, одновременно с этим совер-
шенствуются методы контроля клеточных 
культур. Диплоидные и перевиваемые ли-
нии клеток в лабораторных условиях ис-
пользуются на протяжении длительного 
времени, однако поддержание их путем 
непрерывного пассирования представляет 
определенные трудности. 
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В настоящее время криоконсервация 
является способом, который дает возмож-
ность обеспечить длительное сохранение 
клеток животных, в то время как поддержа-
ние культур клеток их постоянным пасси-
рованием связано с опасностью потери цен-
ных биологических свойств и контамина-
ции посторонними агентами. Поэтому су-
щественным моментом работы с культурой 
клеток является предупреждение потери 
клеточных линий путем их консервации    
[5, 7]. Одной из актуальных задач совре-
менной науки является разработка спосо-
бов длительного консервирования биологи-
ческих объектов путем их глубокого замо-
раживания. На сохранность криоконсерви-
руемых клеток влияет большое количество 
факторов, действию которых они подверга-
ются в процессе замораживания. 

Для обеспечения максимальной со-
хранности клеточных культур разработано 
различное количество протоколов криокон-
сервирования, учитывающих индивидуаль-
ные особенности различных видов и типов 
клеток [3, 4]. Однако даже при оптималь-
ных условиях криоконсервирования в со-
хранившихся клетках обнаруживаются по-
вреждения, которые существенно снижают 
биологические свойства культур клеток. 

Актуальным остается вопрос опти-
мизации условий криоконсервации и вос-
становления клеток животных и человека 
после оттаивания с максимальным процен-
том жизнеспособности [7]. Оптимальное 
замораживание клеток для сохранения мак-
симальной жизнеспособности при восста-
новлении после размораживания зависит от 
минимизации образования внутриклеточ-
ных кристаллов льда, а также предотвраще-
ния образования очагов высокой концен-
трации солей, возникающих при заморажи-
вании внутриклеточной воды. Это достига-
ется: 1) путем медленного замораживания, 
так, чтобы позволить воде покинуть клетку, 
но не настолько медленно, чтобы спрово-
цировать рост ледяных кристаллов; 2) пу-
тем использования криопротекторов для 
уменьшения содержания воды; 3) путем 
хранения клеток при самой низкой темпе-
ратуре; 4) путем быстрого размораживания, 
чтобы максимально снизить рост кристал-
лов льда и появление градиента солей, об-
разующегося в процессе таяния остаточно-
го внутриклеточного льда [8]. 

 

Способность клеток к выживанию в 
цикле замораживания-оттаивания зависит 
не только от влияния защитных сред и 
температурных режимов при криовоздей-
ствиях, но и от подготовки клеток перед 
замораживанием, концентрации клеток 
перед замораживанием, а также условий 
внешней среды после замораживания [2, 6]. 

Целью нашей работы явилось изу-
чение восстановления перевиваемой линии 
ЯДК (гонады козы) после замораживания. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Работа выполнена в отделе куль-  

тур клеток и питательных сред РУП «Ин-
ститут экспериментальной ветеринарии              
им. С.Н. Вышелесского». Испытуемая 
культура клеток сначала была нами крио-
консервирована. Культура клеток ЯДК 
(гонады козы) замораживалась на поздней 
логарифмической (предконфлюентной) фа- 
зе роста, так как именно в этой фазе клетки 
наиболее жизнеспособны в концентрации 
2,5×106. Заморозку проводили на питатель-
ной среде Игла: ДМЕМ с добавлением      
50 % сыворотки крови крупного рогатого 
скота (КРС). В качестве криопротектора 
использовали диметилсульфоксид (10 %), 
который вводили медленно по каплям в 
течение 2 мин. Далее клеточную суспен-
зию вносили в специальные стерильные 
криопробирки, которые затем помещали на 
2 ч в холодильник при температуре 4 °С, 
после чего переносили на 2 ч в морозиль-
ную камеру при температуре минус 20 °С, 
а затем – на 2 ч в низкотемпературный хо-
лодильник с температурой минус 86 °С. 
После этого криопробирки переносили в 
сосуды Дьюара с жидким азотом с темпе-
ратурой минус 196 °С. 

Для оптимального восстановления 
жизнеспособности клеток необходима вы-
сокая скорость их размораживания. 

С целью разморозки замороженных 
образцов перевиваемой культуры клеток 
ЯДК (гонады козы), криоампулы извлека-
ли и быстро помещали их в теплую водя-
ную баню с температурой +37 °С, постоян-
но встряхивая 20–60 с, пока клеточная сус-
пензия полностью не оттает. Затем погру-
жали ампулы в 70%-ный этанол при ком-
натной температуре на 10 с. Далее вскры-
вали ампулу и переносили ее содержимое в 
культуральный флакон объемом 175 см3. 
Для выращивания использовали ростовую 
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питательную среду Игла: ДМЕМ с добав-
лением 20%-ной сыворотки КРС и анти-
биотиков (канамицина сульфата, стрепто-
мицина сульфата и бензилпенициллина 
натриевой соли) по 100 Ед/мл. Смену сре-
ды проводили через 12 и 24 ч после размо-
раживания. В течение следующих 3-4 дней 
смену среды делали по 20–30 % объема 
ростовой среды Игла: ДМЕМ, в течение 
следующих 3-4 дней – до 50–60 %. Све-
жую ростовую среду непосредственно пе-
ред работой прогревали до температуры 
+37 °С. Посевная концентрация клеток, а 
также условия культивирования в первые 
часы в значительной степени определяют 
оптимальные параметры для процессов 
пролиферации и максимального накопле-
ния клеток. 

Известно, что начальным этапом 
характеристики восстановления криокон-
сервированных культур является их адге-
зия к субстрату. Это необходимое условие, 
которое также отражает функциональное 
состояние клеток. 

Начальным этапом наших исследо-
ваний восстановления после криоконсерва-
ции перевиваемой линии ЯДК было опре-
деление начальной адгезии и жизнеспособ-
ности клеток. 

После размораживания важным эта-
пом явилось определение концентрации 
сохранившихся клеток, для чего использо-
вали тест с трипановым синим. Живые 
клетки непроницаемы для данного краси-
теля, мертвые же проницаемы и окрашива-
ются. Для оценки выхода жизнеспособных 
клеток используют тест на исключение 
красителя. Количество живых и мертвых 
клеток подсчитывают в камере Горяева.  

Количество живых клеток из расче-
та на 1,0 см³ среды питательной определя-
ли по формуле 1: 

 
 
 
 

 

где      x – количество клеток; 
А – среднее арифметическое значе-

ние количества клеток трех проб; 
1000 – коэффициент пересчета, см3; 
2 – коэффициент разведения клеточ-

ной культуры красителем; 
0,9 – объем счетной камеры Горяева, 

мм3. 

Индекс пролиферации клеток опре-
деляют по формуле 2: 

 
 
 

где     ИП – индекс пролиферации; 
х – количество клеток из расчета на 

1,0 см³ среды питательной (или на 1,0 см² 
рабочей поверхности матраса) после куль-
тивирования культуры клеток; 

у – количество засеянных клеток из 
расчета на 1,0 см³ среды питательной (или 
на 1,0 см² рабочей поверхности матраса). 

Сравнительное изучение клеток 
проводилось на одной стадии роста и оди-
наковой клеточной плотности, на одной и 
той же среде, и субстрате. 

Контроль микробиологической сте-
рильности клеточной суспензии на отсут-
ствие бактерий, грибов проводили путем 
посева на селективные питательные среды 
МПА (мясопептонный агар), МПБ 
(мясопептонный бульон), тиогликолевая 
среда. Для этого в стерильных условиях 
пипеткой в пробирки вносили по 0,5 мл 
клеточной суспензии и инкубировали при 
температуре +37 °С для выявления грампо-
ложительных и грамотрицательных бакте-
рий. Учет результатов контроля на сте-
рильность проводили путем микроскопи-
ческих исследований всех посевов через 14 
суток после внесения клеточного материа-
ла для контроля. Для выявления грибов 
использовали плотную питательную среду 
Сабуро. Вносили по 0,2 мл суспензии кле-
ток в пробирки. Инкубировали при темпе-
ратуре 22 °С. Учет результатов контроля 
на наличие грибов проводили путем мак-
ро- и микроскопических исследований че-
рез 24 ч. Скорость и качество формирова-
ния монослоя определяли на 1-, 2-, 3-, 4-,   
5-е сутки визуально и с помощью инверти-
рованного микроскопа Nikon Eclipse TS100 
в фазовом контрасте (объектив ×10). 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

Первостепенно оценивали физиоло-
гическое состояние и рост клеток, их мор-
фофункциональные свойства. На 1-е сутки 
лаг-фазы, которая длится от 2 до 24 ч, 
наблюдали прикрепление клеток к суб-
страту и их начальный рост. При просмот-
ре культуральных флаконов под микроско-
пом установлено, что конфлюэнтность мо-
нослоя составляла 20 % (рисунок 1). 

,                                (2) 
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На 2-е сутки степень распластыва-
ния монослоя удвоилась, так как это пери-
од самого быстрого роста и размножения, 
когда число клеток возросло во времени по  
экспоненте. При просмотре культуральных 
флаконов под микроскопом установлено, 
что клеточный монослой составил 40 % 
конфлюэнтности (рисунок 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

На 3-и сутки (период стационарной 
фазы), через 48–72 ч культивирования, кле- 
точный монослой составил 80 % конфлю-
энтности (рисунок 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Нами установлено, что продолжи-
тельность пребывания культуры в стацио-
нарной фазе роста является самостоятель-
ным фактором контроля скорости размно-
жения клеток, действие которого проявля-
ется независимо от плотности клеточной 
популяции. 

При просмотре культуральных фла-
конов под микроскопом на 4-е и 5-е сутки 
наблюдали выравнивание клеточного мо-
нослоя (рисунки 4 и 5). При этом на 5-е 
сутки происходило повышение плотности 
клеточной популяции. Перевиваемая кле-
точная линия ЯДК имела типичную для 
данной линии фибробластоподобную мор-
фологию, клетки приобрели выраженную 
веретенообразную, вытянутую форму с 
прозрачной цитоплазмой и сохраняли ста-
бильность своих биологических свойств в 
течение всего срока культивирования. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Рисунок 1. – Клеточный монослой  
перевиваемой культура клеток ЯДК  

через 12–24 ч культивирования  
(объектив ×10) 

Рисунок 2. – Перевиваемая  
культура клеток ЯДК на 2-е сутки  

(объектив ×10) 

Рисунок 3. – Перевиваемая культура  
клеток ЯДК на 3-и сутки (объектив ×10) 

Рисунок 4. – Клеточный монослой  
перевиваемой культуры клеток ЯДК  

на 4-е сутки культивирования  
(объектив ×10) 

Рисунок 5. – Клеточный монослой  
перевиваемой культуры клеток ЯДК  

на 5-е сутки культивирования 
(объектив ×10) 
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Результаты исследований показали, 
что на 5-е сутки скорость роста культуры 
клеток ЯДК (гонады козы) замедлилась и 
количество клеток в культуре достигло на-
сыщения (конечная плотность клеток). 
Культивируемые клетки полностью покры-
ли поверхность культурального флакона, 
достигнув 100%-ной конфлюэнтности. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Нами установлено, что наличие ха-
рактерных признаков распластывания кле-
ток на субстрате в течение первых трех су-
ток после посева свидетельствует о завер-
шении процесса пролиферации сохранив-
шихся после криоконсервации клеток. Оп-
тимальные результаты восстановления 
культуры клеток ЯДК в цикле заморажива-
ния-оттаивания были достигнуты при ис-
пользовании ростовой питательной среды 
Игла: ДМЕМ с добавлением 20 % сыворот-
ки  крови  крупного  рогатого  скота  и кон- 

центрации клеток 2,5×106. При данных ус-
ловиях и выбранном нами методе замора-
живания исследуемая культура клеток 
ЯДК (гонады козы) полностью была вос-
становлена к 5-му дню культивирования. 
Испытуемая культура клеток в процессе 
размораживания по мере увеличения про-
должительности культивирования соответ-
ствовала своим паспортным данным 
(видовая принадлежность донора), по ис-
тории происхождения, не претерпевала 
генетических изменений, имела свойствен-
ную для данной линии фибробластоподоб-
ную морфологию и сохранила свои биоло-
гические свойства. 

Таким образом, криоконсервация 
клеток является перспективным в научных 
исследованиях методом. Важным является 
соблюдение всех условий процесса размо-
раживания культур клеток для их исполь-
зования при изготовлении иммунобиоло-
гических препаратов. 
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