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ВЛИЯНИЕ ДЛИТЕЛЬНОСТИ ХРАНЕНИЯ 

КРИОКОНСЕРВИРОВАННЫХ КУЛЬТИВИРОВАННЫХ КЛЕТОК 

КОЖИ ЧЕЛОВЕКА НА ИХ ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ 

Аннотация: в данном исследовании проведен анализ влияния различных пе-

риодов хранения суспензии клеток в низкотемпературных условиях при −80˚С 

на жизнеспособность клеток после размораживания. Оценка размораживае-

мого материала оценивалась по динамике показателей общего количества кле-

ток, количества живых клеток и процентного содержания жизнеспособных 

клеток в общей суспензии в трех исследуемых группах (2, 4 и 6 недель хранения). 

Ключевые слова: культура клеток кожи, низкотемпературная консерва-

ция, фибробласты. 

Простые, экономичные и надежные протоколы криоконсервации клеток 

имеют решающее значение для их эффективного применения в клеточной и тка-

невой инженерии. Основные направления фундаментальных исследований в 

этой области заключаются в подборе криопротекторов, техник криоконсервации 

и размораживания клеток. На сегодняшний день в зависимости от задач иссле-

дования и практического применения размораживаемых клеток для краткосроч-

ного хранения биоматериала используются низкотемпературные холодильные 

камеры на −80˚С, а для длительного хранения – сосуды Дьюара с поддержанием 

температуры на уровне −196˚С. Однако если сохранность жизнеспособности 

клеток при −196˚С доказана многочисленными исследованиями, то работы по 

изучению влияния длительности хранения при других низкотемпературных ре-

жимах является актуальным направлением в поиске оптимальных условий хра-

нения биоматериала. 

Существует большое количество работ по оптимизации протоколов крио-

консервации и размораживания клеток, по подборе криопротекторов в различ-

ных соотношениях с основной питательной средой или сывороткой, виду замо-

раживаемого материала (суспензия или монослой) и т.д. [4]. Кроме этого из-
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вестно, что клетки различных дифферонов, а также клетки разного уровня диф-

ференцировки одного дифферона проявляют различную реакцию на этапы крио-

консервации. В связи с этим с целью повышения эффективности криоконсерва-

ции для различных клеточных линий крайне важно учитывать специфические 

морфофункциональные реактивные изменения клеток на воздействие низких 

температур. 

Для сохранности клеток при криоконсервации используются различные 

криопротекторы. Одним из наиболее часто используемых является диметилсуль-

фоксид (ДМСО), который применяется в протоколах криоконсервации как для 

краткосрочного, так и долгосрочного хранения биоматериала. ДМСО быстро 

проникает в клетки, минимизируя осмотический стресс, а концентрация в диапа-

зоне 5–10% не является токсичной [2; 3; 6]. Длительность хранения клеточных 

линий определяется целями и задачами дальнейшего их применения. В связи с 

этим целью настоящей работы является оценка влияния длительности хранения 

на жизнеспособность криоконсервированных клеток кожи человека при −80˚С с 

использованием 10% раствора ДМСО после выведения клеточных линий кожи 

человека из заморозки. 

Материалы и методы. Культивирование клеток кожи: экспланты кожного 

лоскута размером не более 1,0 х 5,0 см, иссеченные из области груди (область 

ареола) после проведения пластической хирургии в Многопрофильной больнице 

«ВМ-клиник» города Ульяновска, погружались в транспортную среду (ТС), со-

стоящую из RPMI-16840 (ПанЭко, Россия) и 0,01% гентамицин (ПанЭко, Россия) 

и доставлялись в лабораторию клеточных технологий Научно-исследователь-

ского центра фундаментальных и прикладных проблем биоэкологии и биотехно-

логии ФГБОУ ВО «УлГПУ им. И.Н. Ульянова». Через 2 часа ткань извлекали из 

ТС и проводили стандартные этапы механической и ферментативной дезагрега-

ции. Все манипуляции с фрагментами кожи и клеточным материалом проводи-

лись в асептических условиях ламинарного бокса MSC Advantage (Thermo Scien-

tific, США) и боксированном помещении класса чистоты В. Полученный мате-

риал помещали в раствор коллагеназы (ПанЭКО, Россия) при температуре 37°С 
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в инкубатор CB-53 (Binder, Германия) с содержанием СО2 5%. В качестве полных 

питательных сред была использована RPMI-1640 (ПанЭко, Россия), содержащей 

15% эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС) (ПанЭко, Россия). Культивиро-

вание осуществляли во флаконах объемом 25 см2 (TTP, Швейцария), подсчет ко-

личества клеток проводили с использованием счетчика клеток Bio-Rad TC20 

(Bio-Rad, Сингапур) и красителя трипановый синий. Замена среды проводилась 

через каждые 2–5 сут. Формирование монослоя контролировали визуально на 

инвертированном микроскопе «Axio Vert. A1» (Zeiss, Германия). 

Криоконсервацию клеточных линий кожи человека проводили с использо-

ванием раствора RPMI 1640 – ЭТС с содержанием 10% ДМСО (Sigma, США). 

Ресуспензированные клетки переносили в криовиалы (Nunc, США) и заморажи-

вали постепенным охлаждением с последующим хранением в низкотемператур-

ном холодильнике при -80°С (Haier, Китай). В зависимости от срока хранения 

были выделены 3 группы клеточных линий: 1 группа – хранение в течение 2-х 

недель, 2 группа – 4-х недель, 3 группа – 6-ть недель. 

На этапе выведения из криоконсервации криовиалу с клетками нагревали в 

инкубаторе до полного оттаивания, далее переносили в центрифужную про-

бирку, добавляли теплую ростовую среду и центрифугировали на центрифуге 

ЕВА 200 (Нettich, Германия) при 1300 об./мин. Отмытые от ДМСО клетки поме-

щали в культуральные флаконы, по 5–12 культуральных чашек в каждой группе. 

Статистическая обработка проводилась с использованием программного 

обеспечения Prism9 (GraphPad, США). Для проверки характера распределения 

данных использован критерий Колмогорова-Смирнова. Дальнейший анализ про-

водили с использованием непараметрических критериев: критерия Вилкоксона, 

критерия Манна-Уитни. Для анализа корреляционных связей использована ран-

говая корреляция Спирмена. Для сравнения медиан нескольких выборок исполь-

зован критерий Краскела-Уоллиса. Данные считали значимыми при р < 0,05: 

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 и ****p < 0,0001. 
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Результаты и их обсуждение. Данные по общему количеству клеток (ОКК) 

и по количеству живых клеток (КЖК) в исследуемых группах представлены в 

таблице 1. 

Таблица 1 

Показатели ОКК и КЖК в исследуемых группах (Медиана – Q25;75) 

Группа   Количество клеток p 

1 

ОКК До заморозки 975000 (652000;1330000) 
0,008** 

После разморозки 790000 (525000;1250000) 

КЖК До заморозки 876000 (564000; 1130000) 
0,008** 

После заморозки 756000 (400000; 1000000) 

2 

ОКК До заморозки 1360000 (1250000; 1410000) 
0,04* 

После разморозки 876000 (849000; 1000000) 

КЖК До заморозки 1310000 (1230000; 1380000) 
0,04* 

После заморозки 717000 (560000; 980000) 

3 

ОКК До заморозки 1230000 (782500; 2255000) 
0,002** 

После разморозки 506500 (386000; 974500) 

КЖК До заморозки 1023000 (662500; 2018000) 
0,002** 

После заморозки 354500 (2465000; 728500) 
 

По результатам сравнения равенства медиан выборок с разным сроком хра-

нения при −80˚C отмечено статистически значимое различие количества жизне-

способных клеток во всех трех исследуемых группах после выведения из крио-

консервации (р < 0,0001****). 

По мере увеличения срока криоконсервации процентное содержание жизне-

способных клеток достоверно снижается с 95% в свежей суспензии клеток до 

87% при хранении в течение 2-х недель (р = 0,02*), до 84% при хранении в тече-

ние 4-х недель (р = 0,009**), до 69% при хранении в течение 6-ти недель 

(р < 0,0001****) (рис. 1).  
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Рис. 1. Динамика содержания жизнеспособных клеток в суспензии клеток  

в зависимости от срока хранения криоконсервированного биоматериала 

 

По литературным данным известно, что криоконсервация до −80˚С с ис-

пользованием ДМСО в качестве криопротектора позволяет сохранить жизнеспо-

собность клеток выше 70%, однако нет исследований о влиянии длительности 

криоконсервации на показатели жизнеспособности клеточных линий [6]. В свою 

очередь полученные нами данные указывают на то, что оптимальный период 

хранения в ДМСО при температуре до −80˚С без риска значительной потери жиз-

неспособности клеток клеточные линии – до 6-ти недель. Отличительной осо-

бенностью выведенных из заморозки клеточных линий, в сравнении с контроль-

ной группой не вводимых в заморозку, является более поздний срок формирова-

ния монослоя. Более детальный морфофункциональный анализ поведения кле-

точных линий кожи человека после размораживания, а также анализ показателей 

клеточного гомеостаза, является задачей дальнейшего исследования. 

Одним из важных параметров в оценке сохранности клеток после «криокон-

сервации-хранения-оттаивания» является анализ динамики общего количества 

клеток (ОКК). 
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Рис. 2. Изменение общего количества клеток (ОКК) и количества живых клеток 

(КЖК) в группе нативных клеток до заморозки и после размораживания  

с хранением в течение 2 недель 

 

Так, по результатам полученных нами данных, в сравнении с контрольной 

группой, выявлено, что при хранении клеточных линий кожи человека в течение 

2-х недель показатель ОКК снижается на 19% (p = 0,008), показатель КЖК снижа-

ется на 14% (p = 0,008) (Рис. 2). Снижение данных показателей может быть свя-

зано с самим фактом введения клеточной линий в режим криоконсервации, от-

мывкой от ДМСО, формированием внеклеточных и внутриклеточных кристаллов 

льда, которые механически разрушают мембрану снижая показатели КЖК [1]. 
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Рис. 3. Изменение общего количества клеток (ОКК) и количества живых клеток 

(КЖК) в группе нативных клеток до заморозки и после размораживания  

с хранением в течение 4 недель 

 

При условии длительности хранения суспензии клеточный линий кожи че-

ловека в течение 4-х недель показатель ОКК снижается на 36% (p = 0,04), КЖК 

на 45% (p = 0,04) (рис. 3). 
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Рис. 4. Изменение общего количества клеток (ОКК) и количества живых клеток 

(КЖК) в группе нативных клеток до заморозки и после размораживания  

с хранением в течение 6-ти недель 

 

При условии длительности хранения суспензии клеточный линий кожи че-

ловека в течение 6-ти недель показатель ОКК снижается на 59% (p = 0,002), КЖК 

на 66% (p = 0,002) (рис. 4). 

Таким образом, отмечается четкая корреляция снижения показателей ОКК 

(на 59%) и КЖК (на 66%) в зависимости от длительности криоконсервации при 

температуре до -80˚С, в большей мере снижается показатель КЖК. 

В наших исследованиях выявлена прямая/положительная сильная корреля-

ционная связь ОКК до криоконсервации клеточных линий кожи человека и после 

размораживания в группе 1 (r = 0,98, p = 0,00), средняя прямая/ положительная 

связь в группе 3 (r = 0,66, p = 0,012) и в группе 2 (r = 0,60, p = 0,18). 

Корреляционная сопряженность показателя КЖК до криоконсервации кле-

точных линий кожи человека и после размораживания прямая/положительная 

сильная в группе 1 (r = 0,83, p = 0,00), средняя прямая/положительная в группе 

3 (r = 0,62, p = 0,02). В группе 2 (хранение в течение 4 недель) показатели стати-

стически не значимы (r = 0,70, p = 0,12). 

Полученные нами данные в целом согласуются с данными литературы о вза-

имосвязи количества замораживаемых клеток в криовиале с качеством суспен-

зии клеточных линий после размораживания. Известно, что качество разморо-

женного материала зависит от количества клеток в криовиале [5]. 

Таким образом, оптимальный период криоконсервации в ДМСО при темпе-

ратуре до −80˚С клеточных линий кожи человека – до 6-ти недель. Длительность 

хранения более 6-ти недель значительно сказывается на исследуемых показате-

лях и не рекомендуется для использования в практической деятельности. 
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