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Цель исследования — разработать подход к выбору методов оценки качества клеточного компонента биомедицинских кле-
точных продуктов (БМКП), предназначенных для замещения дефектов кожи.

Материалы и методы. Исследованы БМКП-1 — дермальный эквивалент кожи (разработка Института биологии развития РАН) 
и БМКП-2 — эквивалент кожи (разработка Приволжского исследовательского медицинского университета). Клеточный компонент 
обоих БМКП — мезенхимальные стволовые клетки (МСК) жировой ткани человека.

Проводили подсчет и оценку жизнеспособности клеток в суспензии клеток и в структуре БМКП. Характеристики клеток в струк-
туре БМКП без разрушения продукта определяли методами флюоресцентной микроскопии с использованием витальных краси-
телей для окраски цитоплазмы и Hoechst 3334 (BD Pharmingen, США) — для ядер (имиджер Cytation 5; BioTek, США). Функцио-
нальную активность МСК оценивали по содержанию VEGF-А в ростовой среде методом ИФА. Фенотип МСК определяли методом 
цитометрии. 

Результаты. С помощью предложенных методов было установлено, что МСК в БМКП сохраняют типичную морфологию и жиз-
неспособность. На поверхности БМКП-1 клетки распределяются в виде колоний, в структуре БМКП-2 — по всему объему матрицы. 
Количество клеток на БМКП-1 зависит от условий транспортировки, в структуре БМКП-2 — от сроков культивирования. Секретор-
ная активность МСК сохраняется в течение всего периода наблюдения.

Экспрессия CD90 в процессе функционирования МСК в структуре обоих БМКП снижается и восстанавливается после выделе-
ния и культивирования клеток на пластике.

Заключение. Предложенный подход к выбору методов исследования позволил выявить специфические особенности оценки 
качества БМКП с учетом характеристики производства и условий транспортировки, связанных с клеточной природой продуктов и 
особенностями структуры неклеточного компонента. При отсутствии оптической проницаемости и при сложной структуре продукта 
предпочтительно выбирать методы контроля качества клеточного компонента, обеспечивающие минимальное манипулирование и 
повреждение агрессивными ферментами.

Ключевые слова: биомедицинский клеточный продукт; мезенхимальные стволовые клетки; дефекты кожи; пролиферация; 
VEGF-A; фенотипирование; CD90.
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The aim of the study was the development of methods to assess the quality of biomedical cell products (BMCPs) intended to replace 
skin defects.

Materials and Methods. The proposed equivalent of the skin BMCP-1 (developed at the N.K. Koltsov Institute of Developmental 
Biology, Russian Academy of Sciences) and the BMCP-2 equivalent of the skin (developed at the Privolzhsky Research Medical University) 
were studied. Mesenchymal stem cells (MSCs) from human adipose tissue served as the cellular components of both BMCPs.

MSCs in suspensions and in BMCPs were tested for cell counts and cell viability. The BMCPs were studied in their entirety without 
destruction using fluorescence microscopy with vital dyes for staining the cytoplasm and Hoechst 3334 (BD Pharmingen, USA) — for nuclei 
(imager Cytation 5; BioTek, USA).

The MSC function was evaluated by their ability to produce VEGF-A. The MSC phenotype was determined by cytometry.
Results. Using the above methods, we found that MSCs in BMCP retained their original morphology and viability. On the surface of 

BMCP-1, cells are organized in colonies, whereas in the structure of BMCP-2, they are scattered throughout the matrix. The number of cells 
in BMCP-1 depends on the transportation conditions; and in the structure of BMCP-2 — on the timing of cultivation. The secretory activity 
of MSCs is maintained throughout the entire observation period.

While within the BMPC structures, the MSCs had their CD90 expression decreased; it was then restored after the cells were isolated 
from the products and cultivated on the plastic surface.

Conclusion. The proposed method is feasible for the BMCP quality assessment; it incorporates the requirements for production and 
transportation based on the characteristics of the cellular and non-cellular components. Given the optical non-transparency and complex 
physical-chemical structure of the product, it is advisable to select the quality control methods that ensure minimal manipulation and enzymatic 
damage.

Key words: biomedical cell product; mesenchymal stem cells; skin defects; proliferation; VEGF-A; phenotyping; CD90.

Введение

Биомедицинские клеточные продукты (БМКП) — 
новый объект российской и международной научной 
экспертизы качества, безопасности и эффективности 

[1]. Актуальность разработки критериев и методов 
проведения подобных экспертиз возросла в связи с 
принятием федерального закона «О биомедицинских 
клеточных продуктах» [2].

На сегодняшний день в Российской Федерации 

Как цитировать: Aleynik D.Ya., Zagaynova E.V., Egorikhina M.N., Charykova I.N., Rogovaya O.S., Rubtsova Yu.P., Popova A.N., 
Vorotelyak E.A. Methods for assessing the quality of biomedical cell products for skin replacement. Sovremennye tehnologii v medicine 2019; 
11(4): 34–43, https://doi.org/10.17691/stm2019.11.4.04

Методы оценки биомедицинских клеточных продуктов для замещения дефектов кожи
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практический опыт проведения экспертизы качества 
БМКП отсутствует. Показатели качества БМКП должны 
соответствовать его спецификации [3]. Набор методов 
определяется производителем продукта. Некоторые 
методы экспертизы БМКП, которые могут быть потен-
циально использованы,  описаны в «Методических ре-
комендациях» под ред. В.А. Ткачука (2017) [4]. Однако 
в связи с тем, что вновь разрабатываемые БМКП име-
ют разную физическую структуру, различный химиче-
ский и клеточный составы, экспертиза их качества ну-
ждается в расширении числа используемых методов 
оценки. 

В настоящем исследовании рассматриваются 
дерматотропные БМКП. Условно контролируемые 
параметры таких БМКП можно подразделить на три 
группы:

1)   визуальные характеристики (целостность упа-
ковки, правильность и полноценность маркировки, 
соответствие внешнего вида самого образца и/или 
транспортной среды, заявленных в спецификации);

2)   параметры, характеризующие стерильность 
образца и отсутствие контаминации микоплазмами и 
вирусами;

3)   параметры, определяющие характеристики кле-
точных линий (жизнеспособность клеток, концентра-
цию, идентичность клеточной линии, функциональную 
активность клеток).

Для характеристики клеточной составляющей в 
структуре БМКП необходимо решить вопрос о выде-
лении клеток. Процесс отделения клеток от матрицы, 
как правило, требует ее разрушения и, следователь-
но, приводит к потере части клеток, что может отрица-
тельно воздействовать на характеристики оставшихся. 
Этапы этого процесса могут быть сложными и опре-
деляются особенностями матрицы. Оптимальными в 
этом случае являются методы, позволяющие оценить 
основные параметры клеток (морфологию, жизнеспо-
собность, концентрацию, фенотип и др.). Методы, ис-
пользованные для характеристики клеточной состав-
ляющей того или иного БМКП непосредственно в его 
структуре, достаточно сложные и требуют подбора для 
каждого типа БМКП. Все методы, необходимые для 
оценки качества конкретного продукта, должны быть 
разработаны и указаны в его досье.

Цель исследования — разработать подход к вы-
бору методов оценки качества клеточного компонента 
биологических клеточных продуктов, предназначен-
ных для замещения дефектов кожи, на примере двух 
российских разработок.

Материалы и методы
В работе использованы образцы двух отечествен-

ных БМКП, предназначенных для замещения дефек-
тов кожи и находящихся на этапе доклинических ис-
следований.

БМКП-1 — дермальный эквивалент кожи (разра-
ботка Института биологии развития РАН, Москва). 

Это продукт, в качестве неклеточного компонента ко-
торого использовано медицинское изделие (пластина) 
G-derm (РУ №РЗН 2015/3135), состоящее из структу-
рированной смеси низкомолекулярной гиалуроновой 
кислоты (около 90%) и коллагена I типа (около 10%). 
Клеточный компонент представлен культивированны-
ми аллогенными мезенхимальными стволовыми клет-
ками (МСК) жировой ткани человека, высеянными на 
поверхность пластины.

БМКП-2 — эквивалент кожи (разработка При-
волжского исследовательского медицинского универ-
ситета, Н. Новгород). Эта конструкция сформирована 
на основе гидрогелевого скаффолда из естествен-
ных биополимеров — фибриногена в составе плаз-
мы крови и коллагена I типа в соотношении 22:1 [5]. 
Клеточный компонент БМКП-2 представлен культиви-
рованными аллогенными МСК жировой ткани челове-
ка, введенными в его структуру в процессе формиро-
вания.

Клеточная cоставляющая обоих исследуемых 
БМКП представлена МСК жировой ткани человека. 
Эти клетки последние десятилетия привлекают самое 
пристальное внимание исследователей в качестве 
наиболее перспективного клеточного материала для 
регенеративной медицины [6]. Международное обще-
ство клеточной терапии (ISCT) определило основные 
критерии МСК: адгезия к пластику, экспрессия специ-
фических маркеров, способность к дифференцировке 
в остеобласты, адипоциты и хондробласты в условиях 
in vitro [7]. Все линии МСК, использованные для фор-
мирования БМКП, соответствовали критериям, опре-
деленным ISCT.

БМКП-1 перед исследованием подвергали тран-
спортировке в течение 12–24 ч в транспортной среде, 
а БМКП-2 изготавливали непосредственно в лабора-
тории, проводившей анализ.

Методы подсчета клеток и оценки жизнеспо-
собности клеточной составляющей в суспензии 
клеток и в структуре БМКП

Определение количества живых клеток в 
суспензии методом исключающей окраски 
трипановым синим. Клетки снимали с поверхно-
сти пластины G-derm стандартным способом с помо-
щью 0,25% раствора трипсина в растворе Версена 
(«ПанЭко», Россия), отмывали PBS, центрифугиро-
вали и полученную суспензию окрашивали 4% рас-
твором трипанового синего в течение 2–3 мин. За это 
время погибшие клетки с поврежденной мембраной 
успевают равномерно окраситься. Количество жи-
вых (неокрашенных) и погибших клеток подсчитыва-
ли в камере Горяева или с помощью счетчика клеток 
Countes (Invitrogen, США), одновременно определяя 
долю погибших клеток.

Определение жизнеспособных клеток в 
прикрепленной культуре в  составе БМКП 
методом окрашивания витальным флюо-
ресцентным красителем — кальцеином. 
Для окраски образцов готовили раствор кальцеина 
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(Calcein AM; BD Pharmingen, США) с концентрацией 
1:3000 в PBS. После приготовления раствора его вно-
сили в лунки с образцами, заменяя среду для культи-
вирования. Образцы с раствором флюорохрома ин-
кубировали в течение 30 мин в СО2-инкубаторе при 
температуре 37°С. Затем их несколько раз промывали 
фосфатным буфером и проводили микроскопическое 
исследование.

Подсчет тотального количества кле-
ток в  прикрепленной культуре в  составе 
БМКП методом подсчета ядер,  окрашенных 
Hoechs t  3334. Для подсчета клеток в структуре 
БМКП-2 был использован оригинальный метод [8]. Он 
основан на прижизненном окрашивании ядер с приме-
нением флюорохрома Hoechst 3334 (BD Pharmingen, 
США), проведении широкопольной флюоресцентной 
микроскопии в 10 полях зрения с применением функ-
ции Z-stack и последующем подсчете ядер клеток на 
сшитых Z-stack микрофотоснимках с пересчетом коли-
чества клеток на 1 мм3. Количественный анализ про-
водили на 1, 3 и 6-е сутки с момента формирования 
БМКП-2 (0-е сутки). Для этого от БМКП-2 в контроль-
ные сроки при помощи шаблона отделяли фрагменты 
площадью 0,64 см2 и переносили их в 24-луночный 
планшет Black Visiplate TMTC (Wallac Oy, Финляндия). 
Отделенные фрагменты окрашивали флюорохромом 
и проводили количественный анализ. После отделе-
ния фрагментов образцы БМКП-2 культивировали до 
6-х суток в CO2-инкубаторе в увлажненной среде при 
содержании CO2 5% и температуре 37°С, меняя среду 
каждые 2–3 дня.

Окрашивание клеток флюоресцентны-
ми мембранными красителями для оцен-
ки  морфологии МСК в  составе БМКП. Для 
прижизненного окрашивания мембран клеток, им-
мобилизованных в составе БМКП, использова-
ли флюорохром Lipophilic Tracers-DiO DiOC14(3) 
Hydroxyethanesulfonate (Biotium, США). В соответствии 
с рекомендациями производителя аликвоты красите-
ля в соотношении 1:2000 вносили в ростовую среду в 
лунках с образцами БМКП и инкубировали 30–40 мин 
для равномерного окрашивания клеточных мембран. 
Затем образцы промывали PBS, проводили визуали-
зацию и анализировали изображения.

Для реализации описанных методов исследования 
клеток в составе БМКП использовали широкопольную 
флюоресцентную микроскопию, осуществляемую на 
многофункциональном имиджере Cytation 5 (BioTek, 
США) с применением программного обеспечения Gen5 
Imedge+. Микрофотографии позволили документиро-
вать и сохранять полученные данные.

Количественное определение VEGF в росто-
вой среде. Для определения секреторной активности 
клеточного компонента БМКП исследовали способ-
ность МСК, входящих в их состав, продуцировать фак-
тор VEGF-А из семейства факторов роста эндотелия 
сосудов (vascular endothelial growth factor — VEGF).

Отбор проб при исследовании БМКП-1 проводи-

ли в течение 3 сут после его формирования, так как 
использование продукта планировалось в эти сроки. 
Для этого образцы БМКП-1 размером 1 см2 помещали 
в лунки 24-луночного планшета и через 24, 48 и 72 ч 
после изготовления (нанесения МСК на матрицу) от-
бирали по 50 мкл ростовой среды для определения 
содержания VEGF. 

При исследовании БМКП-2 с учетом более позднего 
расправления клеток внутри матрицы пробы ростовой 
среды отбирали на 3, 5 и 7-е сутки после формиро-
вания. В качестве контроля использовали МСК тех 
же линий и пассажа, что и клетки в составе исследу-
емых серий БМКП, высеянные в лунки 24-луночно-
го планшета стандартным способом. Обязательным 
контролем служили пробы ростовой среды, взятой 
до начала исследования: для БМКП-1 — пробы сре-
ды, в которой инкубировались образцы пластины 
G-derm без клеток, а для БМКП-2 — среды, в кото-
рой инкубировались образцы скаффолда без кле-
ток, в те же сроки. Для количественного определения 
содержания VEGF-A использовали наборы реаген-
тов фирм Invitrogen, Thermo Ficher Scientific (США, 
Канада). Величину оптической плотности регистриро-
вали на анализаторе Sunrise (TECAN, Австрия) с ис-
пользованием программы Magellan.

Фенотипирование культур МСК жировой тка-
ни. Опреде ление иммунофенотипа МСК жировой 
ткани, входящих в состав БМКП, проводили на цито-
флюо риметре BD FACS CANTO II (Becton Diсkinson, 
США). Использовали панель моноклональных антител 
фирм Becman Coulter и Becton Dickinson (США): CD90 
FIC, CD105 PE, 73 PE, 44 FITC, 45 PC5, CD14 PC5, CD 
HLA-DR PC7, CD34 PC7 с соответствующими изотипи-
ческими контролями.

Для определения иммунофенотипа в БМКП-1 клет-
ки снимали с поверхности пластины с помощью рас-
твора трипсина, а гидрогелевый скаффолд БМКП-2 
разрушали с помощью ферментативной обработки 
коллагеназой 1-го типа (Sigma-Aldrich, США).

Статистический анализ. Все эксперименты 
проводили не менее чем в 3 повторах. Результаты 
исследований обрабатывали методами непараметри-
ческой статистики с применением критерия парных 
сравнений Вилкоксона при помощи пакета программ 
Statistica 6.0.

Результаты и обсуждение
Методы подсчета клеток и оценки жизнеспо-

собности клеточной составляющей в суспензии 
клеток и в структуре БМКП

Определение количества живых клеток в 
суспензии методом исключающей окраски 
трипановым синим. Количество МСК жировой 
ткани, снятых с поверхности БМКП-1 в 6 сериях образ-
цов с исходной плотностью посева 20·103 и 30·103 /см2 
в различные сроки после формирования (36–48 ч), 
было различно в разных партиях (табл. 1).

Методы оценки биомедицинских клеточных продуктов для замещения дефектов кожи
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образцы в лунке смещались, коли-
чество клеток на них уменьшалось. 
При микроскопии в этих случаях на 
поверхности лунок под образцами 
фиксировали значительное количе-
ство клеток (рис. 1).

Жизнеспособность выделенных 
клеток во всех партиях после от-
деления от поверхности пластины 
G-derm составляла не менее 98%.

Распределенные на поверх-
ности структурированной матри-
цы БМКП-1 клетки легко отделя-
лись с помощью трипсинизации и 

были подсчитаны стандартным способом в камере 
Горяева с определением доли жизнеспособных кле-
ток. Однако воздействие ферментативной обработ-
ки может привести к частичному разрушению клеток, 
потере и/или повреждению и, как следствие, искаже-
нию истинных результатов, что следует учитывать 
при анализе полученных данных.

Определение жизнеспособных клеток в 
прикрепленной культуре в  составе БМКП 
методом окрашивания витальным флюо-
ресцентным красителем кальцеином. При 
визуализации клеток в составе БМКП-1 было от-
четливо видно, что клетки на поверхности пласти-
ны G-derm распределены неравномерно, в виде 
колоний (рис. 2, а, б). Клетки характеризовались 
типичной фибробластоподобной морфологией с 
выраженными отростками. На разных образцах фик-
сировали различное количество колоний, формиро-
вания монослоя не отмечено. Можно предполагать, 
что выявленное распределение МСК по поверхно-
сти пластины G-derm обусловлено ее сложной топо- 
графией.

Подсчет тотального количества кле-
ток в  прикрепленной культуре в  составе 
БМКП методом подсчета ядер,  окрашен-
ных Hoechs t  3334. Меченные флюорохромом 

Т а б л и ц а  1
Количество клеток на образцах БМКП-1

№ экспе-
римента

Количество 
образцов

Сроки  
культиви-
рования, ч

Исходная 
плотность, 
 тыс./см2

Общее  
количество  

клеток

Плотность 
клеток  

на образце,  
тыс./см2

Наличие  
клеток  

под образ- 
цами

1 5 48 30 323 64,6 +
2 2 48 30 127 63,5 +
3 5 48 20 200 40 +
4 8 36 20 202 25,3 +++
5 16 48 20 526 39 +
6 5 36 20 111 22,2 +++

Рис. 1. БМКП-1 после транспортировки: 
живые МСК жировой ткани (отмечены стрелками) на по-
верхности лунки рядом с матрицей G-derm, прошедшие 
этап транспортировки в запаянной упаковке в течение 24 ч; 
световая микроскопия, ×100

Рис. 2. Визуализация клеток в составе БМКП-1: 
живые МСК, окрашенные кальцеином (зеленое окрашивание), на поверхности пластины G-derm; 
флюоресцентная микроскопия, длина волны возбуждения — 477 нм, длина волны эмиссии — 
525 нм; а — ×40; б — ×100

а б

Анализ полученных данных показал, что количест-
во клеток на образцах зависело от исходной плотно-
сти их на единицу площади, от времени, прошедше-
го после формирования БМКП, от фиксации образца 
в лунке и от условий транспортировки. Кроме того, на 
количество клеток на образцах влияла возможность 
смещения образцов внутри лунок: в тех случаях, когда 

1000 мкм 200 мкм

Д.Я. Алейник, Е.В. Загайнова, М.Н. Егорихина, И.Н. Чарыкова, О.С. Роговая, ..., Е.А. Воротеляк



СТМ ∫ 2019 ∫ том 11 ∫ №4   39

 ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ  

ядра клеток хорошо визуализировались в структуре 
БМКП-2 (рис. 3).

Количественный анализ клеток в трех сериях 
БМКП-2 продемонстрировал статистически значимое 
увеличение их количества в структуре в процессе 
культивирования (табл. 2).

Из табл. 2 видно, что количество клеток в структуре 
БМКП-2 изменялось аналогично во всех трех сериях и 
не зависело от линии МСК жировой ткани, использо-
ванной для формирования конструкта.

Распределение МСК непосредственно в структуре 
объемного продукта БМКП-2 требует для их выделе-
ния полного разрушения неклеточного компонента с 
использованием агрессивных ферментов (трипсина, 
коллагеназы) с высокой вероятностью потери и повре-
ждения значительного количества клеток. Применение 
разработанного метода [8] позволило провести коли-
чественный анализ клеточного компонента без этапа 
разрушения с высокой достоверностью полученных 
результатов.

Окрашивание клеток флюоресцентны-
ми мембранными красителями для оценки 
морфологии МСК в  составе БМКП. Наблюдая 
за состоянием клеток в составе БМКП-2 с помощью 

фазово-контрастной микроскопии (инвертирован-
ный микроскоп Leica DMI 3000 B; Leica Biosystems, 
Германия), через 24 ч после формирования фиксиро-
вали расправление клеток с «выбрасыванием» отрост-
ков (рис. 4, а). При культивировании БМКП-2 с течени-
ем времени наблюдали образование межклеточных 
контактов. Через 144 ч (6 сут) отмечали формирование 
клеточной сети с многочисленными межклеточными 
контактами (рис. 4, б). Использование флюорохрома 
Lipophilic Tracers-DiO DiOC14(3) Hydroxyethanesulfonate 
(зеленый) в эти же сроки подтвердило жизнеспособ-
ность исследуемых клеток (рис. 4, в, г), которые до-
статочно равномерно были распределены в структуре 
БМКП-2, формируя клеточную сеть. При увеличении 
200 (рис. 4, д) хорошо визуализировались веретено-
видные, фибробластоподобные клетки с выраженны-
ми отростками, образующие межклеточные контакты.

Представленные результаты продемонстрировали 
сохранение как на поверхности БМКП-1, так и в струк-
туре БМКП-2 жизнеспособности МСК жировой ткани и 
типичной фибробластоподобной морфологии, позво-
лили отразить своеобразие распределения клеток в 
структуре различных продуктов.

Мезенхимальные стволовые клетки — субстрат-

Т а б л и ц а  2
Изменение количества МСК жировой ткани в структуре БМКП-2  
в процессе культивирования, мм3 (M±m)

Номер  
культуры МСК 
жировой ткани

Количество  
образцов/полей 

зрения

Время культивирования, ч Наличие  
клеток  

под образцами24 72 144
1 5/50 277,58±6,08 610,01±14,21* 1115,54±26,59*+ —
2 5/50 347,0±10,48 483,37±7,69* 530,90±10,37*+ —
3 5/50 200,60±5,02 255,23±14,48 393,31±13,64*+ —

* — р<0,05, сравнение с 1-ми сутками (24 ч); + — р<0,05, сравнение с 3-ми сутками (72 ч); 
критерий Вилкоксона.

а б

Рис. 3. Сшитые Z-stack микрофотоснимки ядер клеток (синее окрашивание), снятые в тол-
ще образцов БМКП-2: 
а — Z-stack — 530 мкм, 24 ч культивирования; б — Z-stack 300 мкм, 72 ч культивирования; флюо-
ресцентная микроскопия, флюорохром Hoechst 3334, длина волны возбуждения — 377 нм, дли-
на волны эмиссии — 447 нм; а — ×40; б — ×100

1000 мкм 200 мкм
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зависимые и, как все подобные клетки при пересе-
ве, после отделения от матрицы переходят из мо-
нослоя в суспензию. При этом клетки меняют свою 
морфологию, округляясь. Вследствие этого для оцен-
ки морфологии клеточного компонента БМКП, в соста-
ве которого присутствуют субстрат-зависимые клетки, 
потребовалось бы после выделения культивировать 
их на пластике не менее 24 ч. Использование мето-
дов флюоресцентной микроскопии с применением ви-
тальных красителей обеспечило возможность давать 
комплексную характеристику клеточного компонента 
БМКП на небольшом фрагменте образца без разру-
шения его структуры, а также оценивать не только 
жизнеспособность, но и морфологию клеток и их рас-
пределение на поверхности и/или в структуре БМКП.

Определение функциональной (секреторной) 
актив ности клеточного компонента в соста-
ве БМКП. При анализе трех серий БМКП-1, в состав 
которых были включены различные линии МСК жиро-
вой ткани, несмотря на фиксируемое различие уров-
ня секреторной активности культур, установлено, что 
во всех экспериментах в ростовой среде в процессе 
культивирования отмечается достоверное увеличение 
содержания VEGF-A. При этом уровень протеина при 
культивировании тех же клеток на пластике практиче-
ски во всех сериях был статистически значимо ниже 
(p<0,05, критерий Вилкоксона), чем при культивирова-
нии на пластине G-derm (в составе БМКП-1) (табл. 3).

Определение секреторной активности клеточ-
ного компонента трех различных партий БМКП-2 

а б

г д

Рис. 4. МСК жировой ткани в структуре БМКП-2:
а, б — фазовый контраст и в–д — флюоресцентная микроскопия; МСК окрашены мембранным красителем Lipophilic 
Tracers-DiO (зеленый, длина волны возбуждения — 477 нм, длина волны эмиссии — 525 нм); а, в — 24 ч после форми-
рования БМКП-2, МСК жировой ткани расправляются и «выбрасывают» отростки (а — ×100; в — ×40); б, г — 120 ч после 
формирования БМКП-2, видна сформированная клеточная сеть, ×40; д — 120 ч культивирования, видны веретеновидные 
клетки, клеточные контакты (отмечены стрелками), ×100

Т а б л и ц а  3
Динамика изменения содержания VEGF-A в ростовой среде БМКП-1 и на пластике, пг/мл  (M±m)

№  
эксперимента

Время культивирования, ч
24 48 72

G-derm (БМКП-1) Пластик G-derm (БМКП-1) Пластик G-derm (БМКП-1) Пластик
1 1497,5±72,3 1342,2±100,4 2408,2±182,0* 1896,0±79,0+ 3395,3±264,5* 2159,9±42,8+

2 1532,4±60,9 488,5±29,1 2347,3±82,6* 787,2±28,2+ 3327,8±122,8*v 1056,8±30,5+#

3 375,8±31,8 177,4±6,2 593,5±22,8* 253,2±8,6+ 878,0±39,7*v 334,9±9,2+#

* — р<0,05, сравнение с G-derm, 24 ч; v — р<0,05, сравнение с G-derm, 48 ч; + — р<0,05, сравнение с пластиком, 24 ч; 
# — р<0,05, сравнение с пластиком, 48 ч; критерий Вилкоксона.

1000 мкм

1000 мкм 100 мкм

200 мкм

в

1000 мкм
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Т а б л и ц а  4
Динамика изменения содержания VEGF-A  
в ростовой среде БМКП-2, пг/мл

№  
эксперимента

Время культивирования, ч (M±m)
72 120 168

1 2129,3±22,8 9521,9±794,9* 20754,1±971,7*v

2 1874,9±40,6 3661,5±189,9* 6087,7±111,4*v

3 1698,9±90,6 2660,9±105,6* 3620,1±107,9*v

* — р<0,05, сравнение с 3-ми сутками, 72 ч; v — р<0,05, 
сравнение с 5-ми сутками, 120 ч; критерий Вилкоксона.

Рис. 5. Иммунофенотип МСК после выделения из БМКП-1: 
CD90 — 15,0%; CD105 — 82,5%; CD44 — 86,5%; CD73 — 79,5%; CD45 — 0,3%; 
CD34 — 0; CD HLA DR — 0,1%

продемонстрировало последовательное нарастание 
уровня VEGF-A в ростовой среде во всех эксперимен-
тах начиная с 3-х суток (72 ч) исследования (табл. 4). 
В контрольных сериях (скаффолд без клеток) измене-
ния содержания VEGF-A не зафиксировано.

Полученные данные демонстрируют, что как в 
структуре БМКП-1, так и в структуре БМКП-2 МСК жи-
ровой ткани сохраняли функциональную активность и 
секретировали VEGF-A.

VEGF — ключевой проангиогенный фактор [9], кото-
рый наряду с другими факторами роста синтезируется 
МСК в условиях как in vitro, так 
и in vivo [10, 11]. Наряду со сти-
муляцией ангиогенеза этот про-
теин вызывает пролиферацию 
и миграцию эндотелиальных 
клеток и увеличивает проница-
емость кровеносных сосудов. 
В условиях культивирования 
МСК в составе БМКП, некле-
точные компоненты которых 
обладают разными физически-
ми характеристиками, стоит 
учитывать, что секреция VEGF 
зависит от жесткости таких ком-
понентов [12]. Следовательно, 
способность МСК жировой 
ткани к синтезу этого проте-
ина может служить одной из 
характеристик выраженности 
его функциональной — секре-
торной — активности. Поэтому 
одним из основных тестов 
оценки качества БМКП — со-
хранения функциональной 
активности МСК, входящих в 
его состав, — может служить 
метод количественного оп-
ределения в ростовой среде 
VEGF-A. Предлагаемый подход 
позволил оценить секретор-
ную активность МСК жировой 
ткани в структуре БМКП без их 

разрушения с использованием минимального объема 
ростовой среды. Следует отметить, что оценка изме-
нений содержания протеинов в ростовой среде может 
быть использована для характеристики изменений 
функциональной активности МСК в составе БМКП и 
после криохранения, которое, скорее всего, потребу-
ется в клинической практике.

Проверка идентичности (подлинности) кле-
точной ли нии. Перед формированием БМКП фено-
тип всех использованных линий МСК соответствовал 
требованиям ISCT: маркеры мезенхимальных клеток 
CD90, CD105, CD73, CD44 экспрессировали более 
95% клеток при отсутствии экспрессии СD45, CD34, 
CD14, CD HLA-DR.

Фенотип МСК жировой ткани после выделения с по-
верхности пластины G-derm (через 48 ч после форми-
рования БМКП-1) менялся (рис. 5).

После выделения из БМКП-1 фиксировали зна-
чительное снижение доли клеток CD90+ (15–80%) и 
некоторое уменьшение доли клеток CD73+, CD105+. 
При культивировании на пластике в стандартных 
условиях клеток, выделенных из БМКП-1, их фенотип 
восстанавливался с высокой долей специфических 
маркеров СD90 — 99%, CD105 — 99%, CD73 — 99%, 
CD44 — 99% и низкой долей маркеров CD45 — 0,5%, 
CD34 — 0, CD HLA-DR — 0.
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Рис. 6. Иммунофенотип МСК, выделенных из БМКП-2: 
CD90 — 60%; CD105 — 98%; CD44 — 100%; CD73 — 100%; CD45 — 0; CD34 — 0; 
CD14 — 0; CD HLA DR — 0

После функционирования МСК в структуре БМКП-2 
и их выделения с помощью обработки коллагеназой 
фиксировали существенное (от 60 до 80%) сниже-
ние доли CD90+ клеток без изменения доли CD73+ и 
CD105+ клеток (рис. 6).

После культивирования в течение 96 ч на пласти-
ке отмечали восстановление доли CD90+ клеток до 
95–96%.

Можно предположить, что наблюдаемая тенден-
ция снижения доли клеток, экспрессирующих специ-
фические маркеры МСК, на стадии культивирования 
на плавающих в среде матрицах может являться ре-
акцией МСК на измененные условия культивирова-
ния при переходе от 2D-культуры к органотипической 
3D-культуре в составе БМКП [13]. В пользу этой гипо-
тезы говорит тот факт, что в течение 1–3 сут после пе-
ресева клеток с БМКП на культуральный пластик они 
возвращаются к своему первоначальному фенотипу.

Следует отметить, что выбор МСК в качестве кле-
точного компонента при формировании конструктов 
для замещения дефектов кожи, подобных представ-
ленным в работе, является одним из приоритетных 
направлений современной регенеративной медицины, 
а ряд продуктов на основе МСК из различных источ-
ников проходит этапы доклинического и клинического 

исследований [14, 15]. В связи с 
этим значительно возрастает ак-
туальность разработки подходов 
к исследованию МСК, входящих 
в состав различных конструктов. 
Проведенная работа показала, 
что, несмотря на аналогичное 
назначение и аналогичный кле-
точный состав двух БМКП, для 
характеристики МСК в их струк-
туре требовалось использовать 
несколько различные подходы.

Заключение
На основе использованного 

подхода в работе рассмотрены 
примеры специфических особен-
ностей оценки качества биоме-
дицинских клеточных про дуктов 
с учетом характеристики их 
производства и условий транс-
портировки, связанных с кле-
точной природой продуктов и 
особенностями структуры некле-
точного компонента. Показано, 
что в случае отсутствия опти-
ческой проницаемости и/или 
сложной структуры неклеточно-
го компонента биомедицинских 
клеточных продуктов следует 
предпочтительно вы бирать ме-
тоды контроля качества клеток, 

при которых сводится к минимуму манипулирование 
и повреждение агрессивными ферментами клеточной 
составляющей продукта.
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