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Резюме

Важным этапом в производстве препаратов для клеточной терапии и тканевой инженерии является культивиро-
вание клеток in vitro. Цель данной работы – исследовать влияние человеческого аполипопротеина А-I (апо A-I) 
на функциональную активность культивируемых клеток костного мозга и показать возможность использования 
данного белка в качестве компонента бессывороточной питательной среды. Материал и методы. Клетки кост-
ного мозга культивировали в 24-луночных планшетах в среде RPMI-1640 в СО2-инкубаторе при температуре 
37 °С. В качестве интегрального показателя жизнеспособности клеток в процессе культивирования определя-
ли уровень биосинтеза белка и ДНК по скорости включения [14С]-лейцина и [3Н]-тимидина в общий белок и 
ДНК соответственно. Результаты и их обсуждение. Установлено, что скорость биосинтеза ДНК в присутствии 
апо A-I была выше, чем в его отсутствие, на 55 % через 8 ч, на 523 % через 24 ч и на 219 % через 48 ч. В этих 
условиях также возрастала скорость биосинтеза общего белка. Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что наличие апо A-I в бессывороточной питательной среде сохраняет функциональную активность культивиру-
емых клеток костного мозга. Учитывая, что регуляторный эффект апо A-I достигается при небольшой концен-
трации белка (15 мкг/мл), использование апо A-I, выделенного из сыворотки крови пациента, позволит получить 
практически безопасную питательную среду для культивирования аутологичных клеток костного мозга в целях 
персонифицированной клеточной терапии и тканевой инженерии.
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Abstract

An important step in preparation of cells for cell therapy and tissue engineering is the cultivation of cells in vitro. The 
aim of this work is to study the effect of human apolipoprotein A-I (apoA-I) on the functional activity of cultured bone 
marrow cells and to show the possibility of using this protein instead of animal fetal serum. Material and methods. 
Bone marrow cells were cultured in 24-well plates in RPMI-1640 medium in a CO2 incubator at a temperature of 
37 °C. The rate of incorporation of [14C]-leucine into the total cell protein and [3H]-thymidine into the DNA was used 
as an integral indicator of cell viability during cultivation. Results and discussion. It was found that the rate of DNA 
synthesis in bone marrow cells in the presence of apo A-I increased compared with the control group (without apo A-I) 
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Введение

В настоящее время одним из перспективных 
направлений регенеративной медицины явля-
ется трансплантация стволовых и дифференци-
рованных соматических клеток с целью восста-
новления структуры и функции поврежденного 
органа или ткани. Наибольшим регенераторным 
потенциалом обладает костный мозг – основной 
источник стволовых и прогениторных клеток. 
Производство препаратов для клеточной терапии 
включает в себя культивирование клеток костного 
мозга in vitro, экспансию и селекцию разных ти-
пов клеток. Независимо от назначения клеточной 
культуры, ключевым фактором сохранения жиз-
неспособных и функционально активных клеток 
является состав питательной среды, компоненты 
которой не оказывают негативного влияния на 
культивируемые клетки и обеспечивают дальней-
шее безопасное использование клеточных и тка-
неинженерных продуктов.

Для культивирования клеток человека и жи-
вотных обычно используют питательные сре-
ды, содержащие 10 % эмбриональной телячьей 
сыворотки (ЭТС). ЭТС содержит оптимальное 
соотношение факторов роста, гормонов и энер-
гетических субстратов, необходимых для поддер-
жания жизнеспособности клеток in vitro. В то же 
время хорошо известно, что питательные среды 
для культивирования клеток человека не долж-
ны содержать ксеногенный материал, например 
эмбриональную сыворотку или альбумин живот-
ного происхождения, так как существует риск ин-
фицирования культивируемых клеток вирусами 
и прионами животных с последующим их пере-
носом в организм человека [1]. Кроме того, дли-
тельное культивирование в присутствии сыворо-
ток животных может изменять свойства клеток 
различного происхождения. Так, мезенхимные 

клетки костного мозга, культивируемые в присут-
ствии фетальной бычьей сыворотки, характери-
зуются нестабильностью транскриптома, вклю-
чая изменение экспрессии генов, ответственных 
за регуляцию клеточного цикла, апоптоз и кле-
точную адгезию [2].

В настоящее время прилагаются большие 
усилия для создания бессывороточных сред с 
включением в их состав стимуляторов клеточно-
го роста различной природы [3]. Ранее нами пока-
зано, что такими свойствами обладают плазмен-
ные липопротеины высокой плотности (ЛПВП) 
и их белковый компонент – аполипопротеин A-I 
(апо A-I) [4]. Цель данной работы – исследовать 
влияние человеческого апо A-I на функциональ-
ную активность культивируемых клеток костно-
го мозга и показать возможность использования 
данного белка в качестве компонента бессыворо-
точной питательной среды.

Материал и методы

Исследования с использованием лаборатор-
ных животных проводили в соответствии с тре-
бованиями «Европейской конвенции о защите 
позвоночных животных, используемых для экспе-
риментов или в иных научных целях» (Страсбург, 
1986) и «Правилами проведения работ с исполь-
зованием экспериментальных животных» (При-
каз Минздрава Российской Федерации № 267 
от 19.06.2003). Клетки получали из бедренной 
кости крыс линии Wistar стандартным методом 
[5]. Очистку костного мозга от эритроцитов и 
лейкоцитов проводили с помощью противоточ-
ного центрифугирования в элютриаторном ро-
торе JE-5.0 центрифуги Avanti J-26XP (Beckman 
Coulter, США) при 2500 об/мин и скорости тока 
жидкости 14 мл/мин. Полученную суспензию 
клеток, содержащую не более 3 % эритроцитов и 
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by 55 % after 8 hours, by 523 % after 24 hours and by 219 % after 48 hours. Under these conditions the rate of protein 
synthesis was also increased. The results indicate that the presence of apo A-I in serum-free culture medium preserves 
the functional activity of cultured bone marrow cells. Considering that the regulatory effect of apo A-I is achieved at 
a low protein concentration in the medium (15 μg/ml), isolation of apo A-I from the patient’s own blood serum will 
provide a practically safe nutrient medium for culturing autologous bone marrow cells with applications in personalized 
cell therapy and tissue engineering.
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5 % лимфоцитов, культивировали в 24-луночных 
планшетах (1,5 × 106 клеток на 1 лунку) в среде 
RPMI-1640 («ПанЭко», Россия) в СО2-инкубаторе 
(Cole Parmer, США) в атмосфере, содержащей 
5 % СО2 и 95 % воздуха, при температуре 37 °С.

В работе использовали эмбриональную теля-
чью сыворотку производства компании HyClone 
Laboratories (США), сыворотку крови половозре-
лых крыс линии Wistar и сыворотку человека, вы-
деленную из крови здоровых доноров. Сыворот-
ки термически обрабатывали при 56 °C в течение 
30 мин для инактивации комплемента, центрифу-
гировали для удаления агрегатов и стерилизова-
ли с помощью фильтрующей насадки с размером 
пор 0,22 мкм (Biofill). Сыворотки хранили в за-
мороженном состоянии при температуре –20 °C.

ЛПВП выделяли из плазмы крови человека 
методом изоплотностного ультрацентрифугиро-
вания в растворе KBr [6] на центрифуге Optima 
L-90K (Beckman Coulter) при 105000 g. ЛПВП 
делипидировали в неденатурирующих (без осаж-
дения белка) условиях смесью бутанол – диизо-
пропиловый эфир [7]. Очистку апо A-I прово-
дили методом высаливания сульфатом аммония 
с последующей ренатурацией белка диализом 
против фосфатно-солевого буфера (рН 7,4) [8]. 
Чистоту выделенного апо A-I проверяли с помо-
щью электрофореза в полиакриламидном геле по 
методу Лэмли, используя набор белковых мар-
керов производства НПО «СибЭнзим» (Россия) 
(рис. 1). Концентрацию белка определяли по ме-
тоду Лоури.

Для изучения проникновения в клетки изо-
лированного белка использовали конъюгаты кол-

лоидного золота с апо A-I. Коллоидное золото с 
размером частиц 5 нм получали путем восстанов-
ления тетрахлорауровой кислоты HAuCl4 · nH2O 
цитратом натрия и таниновой кислотой [9]. Конъ-
югирование белка с коллоидным золотом про-
водили в 10 мМ фосфатном буфере при pH 6,2. 
Минимальное количество белка, необходимое 
для стабилизации коллоида, определяли путем 
его титрования. От не связавшегося белка конъю-
гат очищали с помощью центрифугирования при 
45 000 об/мин в течение одного часа.

Образцы препаратов для электронной микро-
скопии фиксировали в 2,5%-м растворе глута-
рового альдегида или 4%-м параформальдегиде 
в фосфатном буфере (pH 7,4) и дофиксировали 
1%-м раствором OsO4 в том же буфере. Материал 
обезвоживали и заливали в эпоксидную смолу по 
общепринятой методике. Ультратонкие срезы го-
товили на Ultrotome III (LKB, США), контрасти-
ровали уранилацетатом и цитратом свинца, ис-
следовали в электронном микроскопе JEM 1400 
(Япония).

Скорость биосинтеза белка и ДНК в клет-
ках костного мозга определяли по включению 
радиоактивно меченых предшественников [14C]-
лейцина (Чехия) в общий белок клеток и [3Н]-
тимидина («Изотоп», Россия) в ДНК [10]. Для 
этого за 2 ч до окончания инкубации в культу-
ральную среду вносили по 2,0 мкКи/мл мечено-
го предшественника. После лизиса клеток мате-
риал наносили на фильтры, которые проходили 
многоэтапную отмывку от не связавшейся метки. 
Радиоактивность проб измеряли с помощью жид-
костного сцинтилляционного счетчика Mark II 
(Amersham, Великобритания). Скорость вклю-
чения меченых предшественников оценивали 
в импульсах (имп) в 1 мин на 106 клеток или в 
процентах от контроля. Результаты представлены 
как среднее значение ± стандартное отклонение 
от трех независимых экспериментов, выполнен-
ных в трех параллелях. Различия между выбор-
ками оценивали с помощью непараметрического 
U-критерия Манна – Уитни.

Исследования проведены с использованием 
оборудования ЦКП Федерального исследователь-
ского центра фундаментальной и трансляцион-
ной медицины «Спектрометрические измерения» 
(НИИ биохимии) и «Современные оптические 
системы» (НИИ экспериментальной и клиниче-
ской медицины) (Новосибирск).

Результаты и их обсуждение

Цель данной работы – исследовать влияние 
человеческого апо A-I на функциональную ак-
тивность культивируемых клеток костного мозга 

Gorodetskaya A.Yu. et al. The use of apolipoprotein A-I as a component of serum-free nutrient medium...

Рис. 1.  Электрофореграмма суммарной фракции 
ЛПВП и апо A-I, выделенных из плазмы кро-
ви человека; 1 – апо A-I, 2 – ЛПВП, 3 – белки-
стандарты

Fig. 1.  Electrophoregram of the total fraction of high 
density lipoproteins and apo A-I isolated from 
human plasma; 1 – apo A-I, 2 – high density 
lipoproteins, 3 – standard proteins
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и показать возможность использования данного 
белка в качестве компонента бессывороточной 
питательной среды. Для оценки эффективности 
предлагаемого нами компонента питательной 
среды использовали культуру клеток костного 
мозга экспериментальных животных. В каче-
стве интегрального показателя функциональной 
активности клеток в процессе культивирования 
определяли скорость включения радиоактивно 
меченых предшественников 14C-лейцина в об-
щий белок клеток и [3Н]-тимидина в ДНК [10]. 
В первом случае показатель отражает общую 
синтетическую активность клетки, которая лежит 
в основе физиологической регенерации внутри-
клеточных структур и ферментных систем клет-
ки, во втором случае – скорость биосинтеза ДНК, 
что позволяет оценить пролиферативную актив-
ность клеток, так как тимидин включается в ДНК 
в S-фазе клеточного цикла.

На рис. 2 представлена динамика изменения 
скорости биосинтеза ДНК и белка при культиви-
ровании в бессывороточной среде. Как видно, в 
этих условиях максимальные значения скорости 
включения [3Н]-тимидина в ДНК и [14C]-лейцина 
в белок наблюдались в первые часы культивиро-
вания клеток. Скорость биосинтеза ДНК через 
8 ч снижалась в 2,3 раза, через 24 ч – в 6,6 раза 
и через 48 ч – в 14 раз (рис. 2, а). Подобное, хотя 
и менее выраженное уменьшение наблюдалось 
при анализе скорости биосинтеза белка в клетках 
(рис. 2, б). Таким образом, полученные результа-
ты свидетельствуют о значительном снижении 

функциональной активности клеток костного 
мозга в процессе их культивирования в бессыво-
роточной среде RPMI-1640.

Для изучения влияния разных типов сыворо-
ток крови на функциональную активность клеток 
костного мозга использовали условия, описанные 
выше, но питательная среда RPMI-1640 содер-
жала разное количество сыворотки. Результаты, 
представленные на рис. 3, демонстрируют эффект 
инактивированной при 56 °С сыворотки крови 
половозрелых крыс и инактивированной при та-
ких же условиях ЭТС. Видно, что через 24 ч в 
присутствии 1 % сыворотки крови крыс скорость 
биосинтеза ДНК в клетках была в 4,7 раза боль-
ше, чем в контрольной группе. Однако с увели-
чением содержания в среде сыворотки до 2 % и 
5 % наблюдалось ингибирование данного показа-
теля в 2,3 и 2,9 раза соответственно (см. рис. 3). 
Подобный характер изменений обнаружен в при-
сутствии нативной (не инактивированной) сыво-
ротки крови человека (рис. 4, а). Эти изменения, 
вероятно, связаны с цитотоксичностью, которая 
начинает проявляться при превышении опреде-
ленной концентрации сыворотки в среде. При 
внесении в питательную среду ЭТС, напротив, 
наблюдался дозозависимый стимулирующий эф-
фект. По сравнению с контролем, скорость синте-
за ДНК в присутствии 1, 2 и 5 % ЭТС возрастала 
в 3,0, 7,6 и 14,0 раза соответственно. Подобные, 
но менее выраженные изменения данного по-
казателя наблюдались в присутствии инактиви-
рованной сыворотки человека (рис. 4, б). Таким 
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Рис. 2.  Динамика скорости биосинтеза белка (а) и ДНК (б) в процессе культивирования клеток костного 
мозга в бессывороточной питательной среде RPMI-1640. Звездочкой (*) отмечены статистически 
значимые (p < 0,05) отличия от значений через 4 и 8 ч

Fig. 2.  Dynamics of protein (a) and DNA (б) synthesis rate during culture of bone marrow cells in serum-free medium 
RPMI-1640. The horizontal axis indicates the duration of cell cultivation, the vertical axis shows the rate 
of incorporation of [14C]-leucine into protein (a, impulse/min per 106 cells) or [3H]-thymidine into DNA 
(б, impulse/min per 106 cells). An asterisk (*) indicates statistically significant (p < 0.05) differences from 
values after 4 and 8 hours
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образом, представленные результаты подтверж-
дает известный факт, что наиболее выраженное 
стимулирующее действие на жизнеспособность 
и функциональную активность культивируемых 
клеток оказывает эмбриональная сыворотка жи-
вотного происхождения. Этот эффект связан с 

тем, что эмбриональные сыворотки содержат 
наиболее оптимальное соотношение факторов 
роста, гормонов и энергетических субстратов, не-
обходимых для поддержания жизнеспособности 
клеток в условиях in vitro.

Поскольку ранее нами обнаружено, что куль-
тивирование изолированных клеток печени в 
присутствии апо A-I сопровождается повышени-
ем скорости биосинтеза общего белка в гепатоци-
тах и резидентных макрофагах [4], в настоящем 
исследовании мы изучили влияние апо A-I, конъ-
югированного с коллоидным золотом, на функ-
циональную активность клеток костного мозга 
в процессе их культивирования. Клетки инку-
бировали в бессывороточной питательной среде 
RPMI-1640 при 37 °С в СО2-инкубаторе в присут-
ствии 30 мкг/мл конъюгата коллоидного золота с 
апо A-I. Через 60 мин клетки осаждали центрифу-
гированием (10 мин при 400 g) и 2 раза отмывали 
от свободного (не связавшегося) конъюгата, ис-
пользуя охлажденный физиологический раствор 
(0,9 % NaCl) на фосфатном буфере. Как видно из 
рис. 5, инкубирование клеток в бессывороточной 
среде в присутствии апо A-I, меченного частица-
ми золота, сопровождается их проникновением 
внутрь клеток.

Для оценки способности выделенного белка 
поддерживать жизнеспособность клеток в про-
цессе их культивирования использовали бес-
сывороточную среду RPMI-1640. Об изменении 
функциональной активности клеток судили по 
скорости биосинтеза белка и ДНК. Как отмече-
но выше, биосинтетическая активность клеток 
костного мозга значительно ингибируется при 

Рис. 3.  Дозозависимые эффекты сыворотки крови 
половозрелых крыс и ЭТС на биосинтез ДНК 
в клетках костного мозга, культивируемых 
24 ч в питательной среде RPMI-1640. Звездоч-
кой (*) отмечены статистически значимые 
(p < 0,05) отличия от контроля

Fig. 3.  Dose-dependent effects of blood serum of adult 
rats and fetal calf serum on DNA synthesis in 
bone marrow cells cultured 24 hours in RPMI-
1640 nutrient medium. An asterisk (*) indicates 
statistically significant (p < 0.05) differences from 
the control

Рис. 4.  Влияние нативной и инактивированной сыворотки крови человека на биосинтез белка (а) и ДНК (б) 
в клетках костного мозга, культивируемых 24 ч в питательной среде RPMI-1640. Звездочкой (*) от-
мечены статистически значимые (p < 0,05) отличия от контроля

Fig. 4.  The effect of native and inactivated human blood serum on the protein synthesis (A) and DNA synthesis (B) 
in bone marrow cells cultured 24 hours in RPMI-1640 nutrient medium. An asterisk (*) indicates statistically 
significant (p < 0.05) differences from the control
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культивировании в бессывороточной среде. До-
бавление в питательную среду ЭТС стимулирует 
биосинтез белка и ДНК, предотвращая снижение 
функциональной активности клеток. Подобный 
стимулирующий эффект обнаружен при добав-
лении в питательную среду 15 мкг/мл апо A-I. 
Как видно из рис. 6, по сравнению с контрольной 
группой (без апо A-I) скорость биосинтеза ДНК 
в присутствии апо A-I была выше на 55 % через 
8 ч, на 523 % через 24 ч и на 219 % через 48 ч. 
В этих условиях также возрастала скорость био-
синтеза белка. Так, через 24 ч скорость включе-
ния [14С-лейцина] в общий белок в присутствии 
апо A-I была на 79 % выше, чем в контрольной 
группе (без апо A-I). Полученные результаты 
свидетельствуют о том, что добавление апо A-I 
в культуральную питательную среду позволяет 
сохранить функциональную активность культи-
вируемых клеток. Можно допустить, что извест-
ный стимулирующий эффект эмбриональной сы-
воротки на жизнеспособность культивируемых 
клеток связан с присутствием в ней в том числе 
ЛПВП и апо A-I [11]. Из представленных резуль-
татов видно, что апо A-I по сравнению с контро-
лем наиболее выраженно сохраняет активность 
клеток костного мозга в первые сутки культиви-
рования. Для получения продолжительного эф-
фекта, вероятно, необходимо включение в состав 

питательной среды гормонов, ростовых и коло-
ниестимулирующих факторов.

В качестве замены ЭТС предлагается ис-
пользовать лизат тромбоцитов человека [12], в 
котором содержится значительно больше, чем в 
сыворотке, эстрадиола, тестостерона, инсулина, 

Рис. 5.  Электронная микрофотография клеток костного мозга, инкубированных в течение 60 мин при 37 °С 
в бессывороточной питательной среде RPMI-1640, содержащей меченный коллоидным золотом бе-
лок апо A-I: а – клетка целиком, б – увеличенный фрагмент центральной части клетки. Стрелками 
показаны локализованные в цитоплазме частицы коллоидного золота

Fig. 5.  Electron micrograph of bone marrow cells incubated for 60 min at 37 ° C in serum-free nutrient medium 
RPMI-1640 containing apoA-I protein labeled with colloidal gold: a – the whole cell, б - an enlarged fragment 
of the cell central part. Arrows indicate colloidal gold particles localized in the cytoplasm

Рис. 6.  Влияние апо A-I (темные столбики) на ско-
рость биосинтеза ДНК в клетках костного 
мозга, культивируемых в бессывороточной 
среде RPMI-1640 в течение 48 ч; контроль при-
нят за 100 % (светлые столбики)

Fig. 6.  The effect of apo A-I (grey bars) on the rate of DNA 
synthesis in bone marrow cells cultured in serum-
free RPMI-1640 medium for 48 hours, control 
(open bars) accepted for 100 %
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тромбоцитарного фактора роста, трансформиру-
ющего фактора роста-β1 и сосудистого эндоте-
лиального фактора роста. Следует отметить, что 
после термической инактивации при 56 °С спо-
собность стимулировать пролиферацию исчезает 
у лизата тромбоцитов и сохраняется у сыворотки 
[13].

Известна бессывороточная питательная среда 
для культивирования клеток костного мозга, со-
держащая глутамин, человеческий сывороточный 
альбумин, трансферрин, инсулин, фактор стволо-
вых клеток, интерлейкин-1, интерлейкин-3, ин-
терлейкин-6, ГМ-КСФ, Г-КСФ, макрофагостиму-
лирующий фактор и эритропоэтин [14], а также 
среда, основанная на использовании смеси, со-
держащей инсулин, трансферрин, фактор роста 
стволовых клеток, лиганд тирозинкиназы-3 из 
фетальной печени, тромбопоэтин и иономицин 
[15]. Недостатками перечисленных составов сред 
является многокомпонентность, необходимость 
использования дорогостоящих ростовых факто-
ров, а также включение в состав белков ксеноген-
ного происхождения.

Как известно, в качестве компонентов пита-
тельной среды могут быть использованы реком-
бинантные белки. Однако их получение и очистка 
от высокотоксичных липополисахаридов клеточ-
ных стенок прокариот являются трудоемким и до-
рогостоящим процессом. Кроме того, в отличие 
от нативного белка, его рекомбинантные аналоги 
часто имеют низкую растворимость и стимулиру-
ющую активность, что является следствием не-
завершенного рефолдинга белка в процессе его 
очистки и переосаждения [16].

Таким образом, полученные результаты сви-
детельствуют о том, что присутствие апо A-I в 
бессывороточной питательной среде сохраняет 
функциональную активность культивируемых 
клеток костного мозга. Учитывая, что регулятор-
ный эффект апо A-I достигается при небольшой 
концентрации белка, использование апо A-I, вы-
деленного из сыворотки крови пациента, позво-
лит получить практически безопасную питатель-
ную среду для культивирования аутологичных 
клеток костного мозга с целью их использования 
для персонифицированной клеточной терапии и 
тканевой инженерии.
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