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ВЫДЕЛЕНИЕ И ИДЕНТИФИКАЦИЯ МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ 
СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК ЖИРОВОЙ ТКАНИ КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА 

 
Резюме 

Отработана методика выделения из жировой ткани крупного рогатого скота мезенхимальных ство-
ловых клеток с характерным фено- и иммунотипом. Результаты исследований показывают, что жировая 
ткань (ЖТ) крупного рогатого скота (КРС) представляет собой источник мезенхимальных стволовых клеток 
(МСК), которые могут быть использованы в ветеринарной медицине. 
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точная цитометрия, иммунофенотип клеток. 

 

Summary 
A technique has been developed for isolating mesenchymal stem cells with a characteristic pheno- and immu-

notype from the adipose tissue of cattle. Research results show that adipose tissue (AT) of cattle is a source of mesen-
chymal stem cells (MSCs) that can be used in veterinary medicine. 
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ВВЕДЕНИЕ 
В последние годы все более широ-

кое распространение получают прикладные 
биомедицинские исследования, связанные с 
использованием мультипотентных мезен-
химных стромальных клеток (ММСК) [2, 4, 
6, 7, 8, 9, 10, 13]. 

Клеточные технологии с использова-
нием МСК являются перспективными в 
разрешении проблемы лечения заболеваний 
КРС. Хирургические болезни крайне нега-
тивно сказываются на здоровье животных и 
их продуктивности [1, 10]. 

Безопасность применения клеточ-
ных технологий подтверждена многочис-
ленными работами ученых, разрабатываю-
щих методы лечения болезней человека и 
животных стволовыми клетками [2, 3, 4, 6]. 

Терапия стволовыми клетками наи-
более эффективна в фибробластической 
(пролиферативной) фазе заживления тка-
ней. Стволовые клетки успешно использо-
вались во время острой воспалительной 
стадии, модулируя также местный Т-кле-
точно-опосредованный иммунологический 
ответ и усиливая регенерацию тканей [3, 5, 
6, 13, 17]. 

В ветеринарной медицине также 
изучаются возможности применения МСК 
для лечения сельскохозяйственных и до-
машних животных. Достоверно установле-
но, что данные клетки обладают способно-
стью самообновляться in vitro без анеупло-
идии, генетической нестабильности и ма-
лигнизации, пролиферируются в культуре 
клеток,  при  индукции направленной диф- 
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ференцировки они формируют in vitro 
клетки других тканей, что делает их уни-
кальным исходным материалом для созда-
ния в сельскохозяйственной биотехноло-
гии новых клеточных систем и продуктов. 
Имеющиеся к настоящему времени много-
численные данные указывают на то, что 
МСК секретируют паракринные факторы, 
которые играют ключевую роль при тера-
пии многочисленных острых и хрониче-
ских болезней у различных видов живот-
ных, в том числе и крупного рогатого ско-
та [11, 12, 13, 14, 15, 16, 17]. 

МСК содержатся во всех тканях, где 
они самообновляются и дифференцируют-
ся во множество клеточных типов. 

Известно, что для терапевтического 
действия в области органа-мишени воз-
можно применение клеток, полученных из 
источников различной локализации. Для 
использования в терапевтических целях 
МСК выделяют из жировой ткани или 
костного мозга [3, 5, 6, 7, 11, 16, 17]. 

Однако из ЖТ можно выделить в 
500 раз больше клеток, чем из костного 
мозга [2, 5, 7]. В целом считается, что тера-
певтический эффект может быть достигнут 
вне зависимости от анатомической локали-
зации биоптата ЖТ [2, 5, 17]. 

Благодаря своей способности диф-
ференцироваться в различные ткани, МСК 
могут применяться для лечения значитель-
ного количества заболеваний. 

Таким образом, всестороннее изуче-
ние МСК, а также их выделение и культи-
вирование является одной из актуальных и 
перспективных задач современной ветери-
нарной медицины. 

Цель настоящих исследований – 
выделение, культивирование, идентифика-
ция, характеристика функционального со-
стояния мезенхимальных стволовых кле-
ток и их предшественников из жировой 
ткани крупного рогатого скота. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
В эксперименте использовали лабо-

раторное поверенное оборудование: лами-
нарный бокс Labconco Logic+ (США); га-
зопроточный     CO2-инкубатор   «СО2Cell» 
(«MMM», Германия);  термостат  «Incuсell»  
(«MMM», Германия); весы аналитические 
(«Ohaus», Германия); инвертированный 
микроскоп «Olympus СКХ41»  («Olympus», 
Япония), криозамораживатель  программи- 

руемый «Cryologic CL8800i» («CryoLogic 
Pty. Ltd.», Австралия), микроцентрифуга 
«Mini Spin» («Eppendorf», Германия); рН-
метр («Radelkis», Венгрия). 

В ходе работы были использованы 
стандартные питательные среды и раство-
ры для работы с клеточными культурами 
«Реахим», хч (РФ), и «Sigma-Aldrich», 
«HyClone» (Великобритания), «Life Tech-
nologies» (США), а также антибиотики: 
пенициллин, стрептомицин, гентамицин, 
амфотерицин B производства ООО «Био-
пол» (РФ) и «Biowes» (Франция). 

Забор жировой ткани проводили от 
бычков черно-пестрой породы возраста    
16–18 месяцев из благополучных по ин-
фекционным и инвазионным болезням хо-
зяйств в условиях мясокомбината, с со-
блюдением правил асептики и антисепти-
ки. Материал (приблизительно 5–10 см3 
ЖТ) был отобран в течение 30 мин после 
планового убоя животного стерильными 
инструментами в стерильную посуду. Ото-
бранный материал помещали в 70%-ный 
этанол на 30 с, затем депонировали в фос-
фатно-солевой буфер («Biowest», France) с 
добавлением 250 МЕ/мл пенициллина,    
250 мкг/мл стрептомицина, 32050 МЕ/мл 
гентамицина сульфата, 2,4 мкг/мл амфоте-
рицина. 

Отобранную ткань КРС с целью вы-
деления мезенхимальных жировых стволо-
вых клеток в контейнере при температуре 
4 °С в течение 30–40 мин после экспланта-
ции доставляли в ГНУ «Институт биофи-
зики и клеточной инженерии НАН Белару-
си». Микробиологическую стерильность 
отобранных образцов оценивали в течение 
14 дней визуально на отсутствие измене-
ний в образцах, характерных для контами-
нации микроорганизмами, а также посева-
ми на питательные среды (МПА, МПБ, 
Китта-Тароцци и среду Сабуро). 

Для выделения МСК ЖТ подверга-
ли ферментативной обработке 0,1%-ным 
раствором коллагеназы, подогретой до 
температуры 37 °С в течение 60 мин. Дей-
ствие коллагеназы нейтрализовали эмбри-
ональной телячьей сывороткой до конеч-
ной концентрации 5 %. Полученную кле-
точную суспензию центрифугировали при 
ускорении 370 g в течение 10 мин, удаляли 
надосадочную жидкость. Осадок, состоя-
щий из стромально-васкулярной фракции, 
заливали ростовой  средой  ДМЕМ,  содер- 
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жащей 10 % ЭТС, 2 мМ L-глютамина,        
100 МЕ/мл пенициллина, 80 МЕ/мл стреп-
томицина и 2,4 МЕ /мл амфотерицина. 

Клетки подсчитывали в камере Горя-
ева, рассевали в пластиковые культураль-
ные флаконы в концентрации 105 кл/см2 и 
культивировали в СО2-инкубаторе при тем-
пературе 37 °С во влажной атмосфере при 
постоянном давлении 5 % СО2. Проводили 
смену ростовой питательной среды через 
24 ч, а затем – каждые трое суток. Клетки, 
не прикрепившиеся к пластику, удаляли 
путем смены питательной среды. 

Пересев клеток проводили после до-
стижения сплошного монослоя клеток 95–
100 %. Определяли состояние монослоя с 
помощью микроскопа, после чего монослой 
промывали ФСБ и вносили 0,25%-ный рас-
твор трипсина в 0,02%-ном растворе ЭДТА, 
содержащем антибиотики (100 ед/мл пени-
циллина, 80 мкг/мл стрептомицина и         
2,4 мкг/мл амфотерицина), на 1–3 мин до 
открепления клеток от субстрата при тем-
пературе 37 °С. В культуральный флакон с 
клетками добавляли ростовую питательную 
среду ДМЕМ, содержащую 3 % ЭТС. Затем 
клеточную суспензию центрифугировали 
при 370 g в течение 10 мин, супернатант 
удаляли, осадок клеток разводили ростовой 
питательной средой и рассевали в культу-
ральные флаконы на следующий пассаж в 
количестве 5×103 кл/см2. После 3-4 пасса-
жей клетки характеризовали и криоконсер-
вировали. 

Морфологию клеток оценивали в 
процессе их культивирования методом фа-
зово-контрастной микроскопии (инвертиро-
ванный микроскоп «Olympus SKX41», Япо-
ния). Согласно современным требованиям, 
границы между клетками должны четко 
различаться, а сами клетки иметь фиб-
робластоподобную морфологию. Определе-
ние жизнеспособности популяции клеток 
проводили методом подсчета в камере Го-
ряева путем окрашивания абсорбционным 
красителем трипановым синим, работаю-
щим на уровне проницаемости клеточных 
мембран. Трипановый синий проникает че-
рез мембраны мертвых клеток и окрашива-
ет их в синий цвет, в результате чего они 
отличаются от живых клеток в поле зрения 
фазово-контрастного микроскопа. 

В качестве положительных контро-
лей для характеристики полученных мезен-
химальных  стволовых  клеток  из жировой 

ткани крупного рогатого скота в исследо-
вании использовались маркеры CD90 и 
CD44, в качестве отрицательного маркера 
гемопоэтических клеток – CD45, которые 
входят в число используемых для МСК 
КРС. 

Анализ полученных культур клеток 
проводили методом проточной цитомет-
рии. Иммунофенотип МСК определяли с 
использованием FITC-меченых монокло-
нальных антител к поверхностным марке-
рам МСК CD44 («Thermo Fisher Scientific», 
США), CD90 («Novus Bio-Techne Ltd.», 
США) и маркеру гемопоэтических клеток 
CD45 («Thermo Fisher Scientific», США)  
на проточном  цитометре   «FACSCanto II» 
(«Becton Dickinson», США). Для этого 105 
клеток ресуспендировали в 100 мкл ФСБ c 
1 % ЭТС, затем добавляли антитела в раз-
ведении согласно инструкции производи-
теля и инкубировали 60 мин с каждым из 
антител к поверхностным антигенам CD90, 
СD44 и CD45 в темноте. Далее клетки цен-
трифугировали при 370 g и ресуспендиро-
вали в 300 мкл ФСБ для измерения на про-
точном цитометре. В качестве фонового 
контроля использовали клетки без добав-
ления антител. 

Микробиологическую стерильность 
выделенных МСК определяли посевом на 
селективные питательные среды в соответ-
ствии с методикой, изложенной в ГФ РБ II, 
т. 1, п. 5.2.3.  

После оценки состояния культуры 
первичную биомассу МСК замораживали в 
криопротекторной среде, содержащей 45 % 
среды ДМЕМ, 45 % ЭТС и 10 % ДМСО. 
Клетки снимали с пластика и подсчитыва-
ли в камере Горяева по стандартной мето-
дике. Разливали по аликвотам и помещали 
криопробирки в программируемый криоза-
мораживатель «Cryologic CL8800i», где 
образцы выдерживались при температуре 
5,5 °С в течение 10 мин, далее охлажда-
лись до температуры минус 120 °С со ско-
ростью 1 °С в мин. С целью хранения клет-
ки помещались в сосуды Дьюара с жидким 
азотом. 

Клетки в суспензии имели округлую 
форму, при посеве на культуральный фла-
кон с ростовой питательной средой во вре-
мя формирования монослоя приобретали 
веретенообразную мультиполярную (фиб-
робластоподобную) морфологию и через 
48  ч  хорошо   распределялись  на  культу- 
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ральной поверхности. Культуры клеток 
трансплантатов тестировали на соответ-
ствие параметрам жизнеспособности (бо-
лее 90 % жизнеспособных клеток), имму-
нофенотипа (CD90 и CD44 – более 90 %, 
CD45 – менее 3 %) и стерильности. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

Отобранная ЖТ КРС после обезза-
раживания поверхности отобранного биоп-
тата в 70%-ном этиловом спирте (30 с) 
оставалась стерильной, при этом сохрани-
лась функциональность полученного био-
материала. 

In situ прогениторные клетки жиро-
вой ткани заключены в плотный внекле-
точный матрикс и располагаются в стенках 
кровоснабжающих ее капилляров и арте-
риол. Жировую ткань обрабатывали колла-
геназой. Было установлено, что использо-
вание 0,1%-ной коллагеназы в течение       
120 мин привело к дезагрегации жировой 
ткани и выходу клеток в среду, при этом 
количество жизнеспособных клеток со-
ставляло более 90 %. 

Способ получения ЖТ-МСК КРС 
заключался в выделении стромально-
сосудистой фракции и отборе этих клеток 
при последующем культивировании за 
счет их способности адгезироваться на 
субстрате и сохранять способность к деле-
нию. Изучение морфологии культивируе-
мых клеток из жировой ткани крупного 
рогатого скота показало, что в течение 10 
дней культивирования клетки, адгезиро-
ванные к культуральному пластику, имели 
как веретенообразную, так и округлую или 
неправильную форму (рисунок 1). На ри-
сунке 1 фибробластоподобные клетки на-
ходятся в log-фазе, культура не конфлю-
энтна, клетки равномерно распределены по 
культуральной поверхности и  беспорядоч- 

но ориентированы. Сначала, примерно на 
5-е сутки, в культуре появлялись удлинен-
ные клетки, некоторые из них имели тре-
угольную или многоугольную форму, раз-
мером более 40 мкм и с крупными ядрами. 
Клетки располагались на большом рассто-
янии друг от друга. Примерно на 10-й день 
роста культуры в клетках была отчетливо 
видна гомогенная цитоплазма и ядра с яд-
рышком. Размер этих клеток варьировался 
от 20 до 40 мкм, они делились и начинали 
образовывать колонии. Через 15 дней и 
более в культуре преобладали веретенооб-
разные клетки. Примерно на 20-й день 
культивирования наблюдалась тенденция к 
образованию монослоя клеток со слиянием 
80 %. После 2-кратного пассирования 
культура AT-MSCs была представлена в 
основном однородной популяцией верете-
нообразных фибробластоподобных клеток 
мультиполярной формы. Клетки в кон-
флюэнтном слое были биполярны с обра-
зованием характерных параллельных ре-
шеток и завитков. В полученных клетках 
отсутствовала грануляция и вакуоли во-
круг ядра, это свидетельствовало о здоро-
вой культуре (рисунок 2).  

На рисунке 3 видны маркеры CD90, 
CD44, характерные для МСК, СD 45 – мар-
кер гемопоэтических клеток, характеризу-
ющий гомогенность препарата МСК. 

Полученная культура МСК жировой 
ткани КРС была представлена в основном 
гомогенной популяцией фибробластопо-
добных веретеновидных клеток. Анализ 
иммунофенотипа культуры клеток показал 
высокое содержание клеток, экспрессиру-
ющих такие гликопротеины, как CD44 и 
CD90 (90–95 %), и низкий процент клеток, 
экспрессирующих CD45 (0,8–1,2 %), что 
соответствует критериям чистоты культу-
ры МСК. 

Рисунок 1 – Морфология культивируемых клеток МСК из жировой ткани  
крупного рогатого скота, log-фаза. Фазовый контраст, слева ×100, справа ×200 
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Рисунок 2 – Клетки МСК в конце log-фазы и переход на стадию плато. Монослой  
клеток перед трипсинизацией. Фазовый контраст, слева ×100, справа ×200 

Таким образом, МСК, полученные из 
жировой ткани КРС, имели типичную мор-
фологию, стабильный иммунофенотип, вы-
сокую пролиферативную активность и жиз-
неспособность (более 90 %). При дальней-
шем исследовании эти характеристики 
МСК не изменялись (рисунок 3).  

Замораживание МСК КРС в криопро-
текторной среде и хранение при температу- 

ре жидкого азота показало, что они хоро-
шо переносят процедуру криоконсервации, 
что, в свою очередь, позволяет рассматри-
вать данные клетки как объект для банки-
рования. После размораживания криокон-
сервированных МСК количество жизне-
способных клеток варьировалось в диапа-
зоне 80–87 %. Криоконсервированные  
МСК  сохраняли  способность  к  адгезии и 

Рисунок 3 – Результат типичного эксперимента по иммунофенотипированию  
клеток с использованием меченых антител к мезенхимальным  

и гемопоэтическим поверхностным маркерам 
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при посеве формировали монослой фиб-
робластоподобных веретеновидных клеток. 
Окрашивание МСК КРС меченными флуо-
рохромом антителами показало сохранение 
иммунофенотипа клеток после криоконсер-
вации. Количество клеток, экспрессирую-
щих CD44 и CD90, оставалось на уровне 
более 90 %, роста количества клеток, экс-
прессирующих маркер гемопоетических 
клеток, не наблюдалось. Следует отметить, 
такое поведение (высокий процент жизне-
способных клеток после размораживания, 
сохранение способности к адгезии и ста-
бильность иммунофенотипа) характерно 
для МСК, выделенных из жировой ткани 
человека [18]. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В отличие от эксплантации тканей 
человека, а также мелких лабораторных 
животных, когда отбор материала можно 
произвести в стерильных операционных, 
эксплантацию ЖТ КРС осуществляли в 
убойном цеху мясокомбината, то есть в 
условиях повышенного риска контамина-
ции биоптатов микроорганизмами. Однако 
общепринятые меры по обеспечению сте-
рильности (стерильность инструментов, 
прижигание места разреза, помещение    
извлеченных кусочков ткани на 20–30 с в 
70%-ный этанол, добавление антибиотиков 
в среды для биоптатов) оказались достаточ-
ными для получения материала, удовлетво-
ряющего требованиям стерильности и 
функциональности для выделения мезенхи-
мальных стволовых клеток. 

 

Определены оптимальные условия 
обработки жировой ткани КРС в растворе 
коллагеназы, обеспечивающие получение 
стромально-васкулярной фракции, содер-
жащей более 90 % жизнеспособных клеток. 

В результате изучения морфологии 
культивированных клеток, стромально-
васкулярной фракции из ЖТ КРС показа-
но, что в сроки культивирования  до  10 су- 
ток адгезировавшие к культуральному пла-
стику клетки имели как веретеновидную, 
так и округлую или неправильную форму, 
а на сроках более 15 суток в культуре пре-
обладали фибробластоподобные клетки 
веретеновидной формы. При иммунофено-
типировaнии клеток к маркерам, специ-
фичным для МСК, анализ показал высокое 
содержание клеток, экспрессирующих гли-
копротеины CD44 и CD90 (90–95 %), и 
низкий процент клеток, экспрессирующих 
гликопротеины CD45 (0,8–1,2 %), что со-
ответствует критериям подлинности для 
МСК. 

Полученные экспериментальные 
данные подтверждают, что выделенные 
нами популяции клеток обладают биологи-
ческими свойствами, характерными для 
МСК в культуре in vitro. 

Таким образом, клетки, выделенные 
нами из жировой ткани крупного рогатого 
скота, представляют собой мезенхимные 
стволовые клетки. Наши исследования 
продемонстрировали, что эти клетки явля-
ются материалом для развития приоритет-
ных направлений исследований в ветери-
нарной медицине и сельскохозяйственной 
биотехнологии.  
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