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Особый интерес научного сообщества привлекает терапевтический и иммуномодулирующий потенциал мульти-
потентных мезенхимальных стволовых клетках (ММСК) костного мозга. В связи с этим поиск эффективной мето-
дики выращивания клеток данного типа является актуальной задачей для экспериментальной медицины. 
целью исследования стала оптимизация стандартных протоколов субкультивирования мышиных ММСК, полу-
чаемых из первичной культуры костного мозга.
Материалы и методы. Оценивался выход клеток при пассировании трипсином или аккутазой с помощью различ-
ных методик спустя 14 дней культивирования суспензий костного мозга мышей линии ICR в посевных концентраци-
ях первичной культуры: 10, 15-20 и 30 млн клеток на 25 см2.
Результаты. С помощью обработки в течение 15 мин 2 мл трипсина или 2 мл аккутазы удалось спассировать до 300 
тыс адгезирующих и делящихся клеток при исходном посеве в 10 млн. По той же методике обработки удалось снять 
в 1,3–1,5 раза меньше клеток с посева в 15–20 млн за 15 мин и 30 млн клеток за 30 мин, а также культура значитель-
но медленнее росла в 1-м пассаже 
заключение. Посевная плотность первичной культуры костного мозга в 10 млн клеток на 25 см2 является опти-
мальной для получения адгезивной культуры мезенхимальных стволовых клеток мышей линии ICR. Субкультивиро-
вание с 2 мл трипсина или 2 мл аккутазы в течение 15 мин наиболее эффективно для получения первого пассажа.
Ключевые слова: костный мозг мыши; мезенхимальные стволовые клетки; протокол субкультивирования; оптимизация 
пассирования клеток.
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Optimization of standard protocols for subculturing mesenchymal stem cells 
from primary mouse bone marrow culture
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The therapeutic and immunomodulatory potential of bone marrow multipotent mesenchymal stem cells (BMSCs) attracts 
special interest of the scientific community. In this regard, the search for an effective cell culture technique is an urgent task for 
experimental medicine. 
The aim of the study was to optimize the standard protocols for subculturing murine MMSCs obtained from primary bone 
marrow culture. 
Methods. The cell yield was evaluated by trypsin and accutase passaging using different methods after 14 days of culturing bone 
marrow suspensions of ICR line mice in seed concentrations of primary culture: 10, 15-20, 30 million cells per 25 cm2.
Results. With the help of treatment for 15 min with 2 ml of trypsin and 2 ml of accutase, it was possible to save up to 300 thousand 
adherent and dividing cells with an initial inoculation of 10 million. Using the same method, 30–35% fewer cells were removed 
from inoculation of treatment in 15–20 in 15 min and 30 million cells in 30 min.
Conclusion. Seeding density of primary bone marrow culture of 10 million cells per 25 cm2 is optimal for obtaining an adherent 
culture of mesenchymal stem cells of mice of ICR line. Subculturing with 2 ml of trypsin and 2 ml of accutase for 15 min is most 
effective for obtaining the first passage. 
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введение

Особый интерес научного сообщества привлекает 
терапевтический и иммуномодулирующий потенциал 
мультипотентных мезенхимальных стволовых клетках 
(ММСК) костного мозга [1, 2]. Культура показала эф-
фективность в экспериментальной медицине при мо-
делировании патологических процессов. Проделаны 
работы по изучению резистентности ММСК к субле-
тальным дозам гамма-радиации [3], репаративного по-
тенциала при трансплантации клеток для лечения лу-
чевой болезни [4], цирроза печени [5], ишемии сердца 
[6]. В связи с этим поиск эффективной методики выра-
щивания данной культуры является, на сегодняшний 
день, актуальной задачей.

Первичная культура костного мозга мышей доволь-
но гетерогенна. Она состоит из гемопоэтических и стро-
мальных клеток-предшественников различной степени 
дифференцировки. ММСК являются редкой популяци-
ей в костном мозге и составляют до 0,01% от всех ядро-
содержащих клеток [7]. Низкая доля стволовых клеток 
затрудняет процесс получения культуры. Кроме того, 
выделение первичной культуры осложняется множе-
ством других факторов, в том числе частой контами-
нацией вирусами и микоплазмой [8], экранированием 
субстратной поверхности не адгезивными гемопоэтиче-
скими клетками [9], условиями культивирования [10], 
контактным ингибированием клеток. 

Целью исследования стала оптимизация стандарт-
ных протоколов субкультивирования мышиных ММСК, 
получаемых из первичной культуры костного мозга. 
Для достижения поставленной цели были поставлены 
следующие задачи:

– подобрать оптимальную посевную концентра-
цию клеток первичной культуры костного мозга мыши,

– подобрать наиболее эффективный способ откре-
пления клеток в процессе пассирования с помощью дис-
социирующих ферментных препаратов,

– оценить жизнеспособность и колониеобразую-
щий потенциал клеток первого пассажа.

Материалы и методы исследования

В работе использовали костный мозг мышей линии 
ICR (CD1) в возрасте 2–3 месяца. Костный мозг осаж-
дали из диафизов бедренных костей центрифугировани-
ем в течение 10 мин при 3500 g в 1 мл RPMI («ПанЭко», 
Россия) с 50 мкг пенициллин-стрептомицина («ПанЭко», 
Россия) при 4°C. Клетки ресуспендировали в питатель-

ной среде до посевной концентрации и вносили в куль-
туральные флаконы 25 см2 («Corning» США). В результате 
были сформированы суспензии в трех посевных плотно-
стях: 10, 15-20 и 30 млн клеток на флакон. Выращивание 
первичной культуры и 1-го пассажа проводили в пита-
тельной среде RPMI, содержащей 10% фетальной бычьей 
сыворотки («ПанЭко», Россия), 4 Мм аланин-глутамина 
(«ПанЭко», Россия), 50 мкг/мл пенициллин-стрептоми-
цина, 2,5 мкг/мл амфотерицина В («ПанЭко», Россия), 
при 5% CO2 и 37ºC в СО2-инкубаторе (N-BIOTEK, Ко-
рея) в течение 14 дней. Среду сменяли через 24 часа по-
сле засева, далее меняли каждые 48-72 часа.

В заключительный день культивирования по-
сле визуальной оценки клеток микроскопированием 
(CETI, Бельгия, × 4) проводили диссоциацию субкон-
флюэнтного слоя с помощью двух ферментных препа-
ратов: 0,25% трипсин и ЭДТА («ПанЭко», Россия); ак-
кутазы («Accutase® solution, Sigma», США).

Применяли следующие методики пассирования: 
– вносили 2 мл раствора трипсина, инкубировали 

при 37ºC в течение 15–30 мин; 
– вносили 2 мл раствора трипсина на 30 с, деканта-

цией удаляли жидкость до объёма в 500–750 мкл (состо-
яние смачивания слоя клеток), инкубировали при 37ºC 
в течение 15–30 мин; 

– вносили 2 мл аккутазы, инкубировали при 37ºC 
в течение 15–30 мин. 

Ферменты инактивировали 1,5 мл питательной сре-
ды. Определяли количество клеток в камере Горяева 
с трипановым синим (табл. 1). Полученные клеточные 
суспензии рассеивали в новые флаконы. Способность 
к делению 1 пассажа клеток оценивали визуально ми-
кроскопированием (× 10) спустя 7 дней культивирова-
ния (рис. 1). 

Результаты исследования

Важнейшим этапом для получения культуры клеток 
являлось определение оптимальной концентрации за-
сева клеток на единицу площади культурального фла-
кона, а также подбор методики пассирования с мини-
мальной потерей жизнеспособности клеток (табл. 1). 

С помощью обработки в течение 15 мин 2 мл трип-
сина или 2 мл аккутазы удалось спассировать до 300 тыс 
адгезирующих и делящихся клеток при исходном по-
севе в 10 млн, что является наилучшем из полученных 
результатов (рис. 1, а, г). По той же методике обработ-
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ки удалось снять в 1,3–1,5 раза меньше клеток с посева 
в 15–20 млн за 15 мин и 30 млн клеток за 30 мин, а так-
же культура значительно медленнее росла в 1-м пасса-
же (рис. 1, б, д). Обработка трипсином в течение 30 мин 
в малых объёмах (500–750 мкл) оказалась неэффектив-
ной для работы с данным типом клеток. Культура не да-
ла роста в 1-м пассаже (рис. 1, в, е).

Обсуждение

Так как селекция ММСК из первичной культуры 
происходит за счет способности повторно закреплять-

ся на субстрате и пролиферировать, оптимально осу-
ществлять посев при невысокой концентрации первич-
ной культуры (10 млн кл). Расширение временного ин-
тервала ферментативной обработки не давало значимого 
увеличения выхода клеток при пассировании в высокой 
плотности, так как ферменты снижали жизнеспособ-
ность быстро диссоциирующих клеток. Для пассиро-
вания первичной культуры клеток костного мозга мы-
шей ICR недостаточно малого объема диссоциирующего 
агента (500-750 мкл), однако, возможно, с ростом номера 
пассажа клеточная культура станет более чувствительна 
к ферментам и время обработки можно будет сократить.

Таблица 1.
Количество клеток, полученных в результате ферментативной диссоциации трипсином и аккутазой по трем методикам

Абсолютное количество клеток при посеве, млн

Методики пассирования
10 15–20 30

Количество спассированных клеток, тыс.

Трипсин
2 мл 324 (15) < 205 (15) < 100 (30)
500-750 мкл 120 (15) 210 (30) — (30)

Аккутаза 2 мл 285 (15) 200-250 (15) < 200 (30)

Примечание: оценка количества клеток проводилась по 2-3 повторам измерений. В скобках указано время экспозиции культуры в ферменте 
(в мин). При плотности посева в 10 млн в течение 15 мин при объёме трипсина 500–750 мкл клетки мало диссоциируют в суспензию, поэтому 
при более высокой плотности клетки выдерживали в течение 30 мин.

Рис. 1. Микрофотографии клеток после субкультивирования первичной культуры и получения 1-го пассажа на 1-й день (а, б, в) и на 7-й 
день (г, д, е), увеличение × 10.
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заключение

Посевная плотность первичной культуры костного 
мозга в 10 млн клеток на 25 см2 является оптимальной 
для получения адгезивной культуры мезенхимальных 
стволовых клеток мышей линии ICR. Субкультивирова-
ния в 2 мл трипсина или 2 мл аккутазы в течение 15 мин 
показали наибольшую эффективность при получении 
первого пассажа.
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