
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
РЕФЕРАТ 

 

Отчет 98 с., 4 табл., 26 источников, 5 приложений 

КОЛЛЕКЦИОННЫЕ КЛЕТОЧНЫЕ ЛИНИИ, КАТАЛОГ КЛЕТОЧНЫХ 

КУЛЬТУР, СТАНДАРТНЫЕ ОПЕРАЦИОННЫЕ ПРОЦЕДУРЫ, МЕЗЕНХИМНЫЕ 

СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ, ПРОЛИФЕРАЦИЯ, КАРИОТИПИЧЕСКАЯ СТРУКТУРА, 

ДИФФЕРЕНЦИРОВКА 

Объект исследования: биоресурсная коллекция «Коллекция культур клеток 

позвоночных». 

Цель работы: Поддержание и развитие коллекции культур клеток позвоночных для 

проведения  фундаментальных и прикладных исследований в области клеточной биологии 

и регенеративной медицины.  

Результаты: 1) Создан технологический паспорт «Коллекция культур клеток 

позвоночных» (КККП) ИНЦ РАН, включающий в себя: (а) описание полного набора 

ключевых стандартных операционных процедур  (СОП), обеспечивающих поддержание и 

развитие коллекционного фонда; (б) научно-техническое обоснование смет СОПов 

коллекции КККП ИНЦ РАН.  2) Проведена экспериментальная верификация четырех 

СОПов. 3) Общие положения технологического паспорта и результаты верификации 

СОПов размещены в составе отчета о научно-исследовательской  работе в электронной 

базе КККП ИНЦ РАН. 5) Электронный каталог коллекции КККП ИНЦ РАН пополнен 

информацией о двух коллекционных  линиях  клеток, согласно формату  

унифицированной сетевой коллекции клеточных культур. 6) Подготовлены две статьи в 

рецензируемый журнал на основе материалов коллекции; одна статья  опубликована 

(Scopus), а вторая принята  в печать (Scopus). 7) Подготовлен календарный план работ по 

выполнению дополнительного государственного задания. 8) Отчет о проделанной работе 

в рамках дополнительного государственного задания размещен на интернет-сайте 

коллекции КККП ИНЦ РАН с указанием ссылки на номер заключенного с ФАНО России 

соглашения на выполнение дополнительного государственного задания (007-

ГЗ/C4101/124/2 от 08.11.2017). 

В дальнейшем планируются работы по поддержанию коллекции, расширению ее 

фондов за счет получения и характеристики новых коллекционных линий; обеспечение 

образцами коллекционных  клеточных  линий разные учреждения России и оказание 

консультативных услуг по методам культивирования разных клеточных линий. 
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Биоресурсная коллекция 

ИП Индекс пролиферации 

КККП Коллекция культур клеток позвоночных 

МСК Мезенхимные стволовые клетки 

СОП Стандартная операционная процедура 
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ВВЕДЕНИЕ 

Широкое распространение методы изолирования и поддержания жизнеспособности 

разных клеток in vitro началось с середины 50-х годов. В настоящее время 

культивируемые клетки, имеющие разное организменное происхождение, широко 

используются для решения фундаментальных и прикладных проблем биологии, медицины 

и сельского хозяйства. Клеточные культуры порой являются единственной моделью для 

изучения процессов, происходящих в целом организме. В такой широкой области знаний 

как клеточная биология, основные исследования проводятся на клеточных культурах 

При переводе клеток в состояние in vitro существенно нарушаются условия их 

существования и, прежде всего, исключается контроль со стороны систем организма. 

Таким образом, клеточные популяции in vitro являются динамичными системами, и 

лишившись многоступенчатого организменного контроля, они в значительной степени 

подвержены влиянию внешних факторов.  

В связи с возможной значительной изменчивостью разных клеточных свойств, 

необходимо соблюдать по возможности те условия, к которым клеточная культура была 

адаптирована при ее получении, т.е. соблюдать стабильные условия культивирования. 

Таким образом, для успешного сохранения исходных или направленно измененных 

свойств, а также для получения воспроизводимых экспериментальных результатов 

необходимо зафиксировать данное состояние культивируемых клеток. Функцию 

поддержания исходных свойств клеточных культур  и проведения контроля за их 

состоянием осуществляют Коллекции клеточных культур, сохраняющие эталонные 

клеточные линии, которые содержатся в криоконсервированном состоянии. 

Таким образом, перед каждой Коллекций и, в частности перед КККП, постоянно 

стоит задача использования не только одинаковых (стандартных) условий 

культивирования для каждой коллекционной клеточной линии, но и использования 

стандартных процедур  работы с клеточным материалом. Поэтому весьма актуальным 

является разработка и описание стандартных операционных процедур (СОП), которые 

должны быть использованы при работе с коллекционным клеточным материалом.  

Каждая коллекционная клеточная линия имеет паспорт, в котором представлены 

основные характеристики, согласно международным требованиям, предъявляемым к 

коллекционным линиям. Паспорт является важнейшим документом, регламентирующим 

методы, которые необходимо использовать для принятия клеточной культуры в фонды 

коллекции и присвоения ей статуса коллекционной линии.  

Типовой паспорт коллекционной клеточной линии человека или животного. 

 



ПАСПОРТ КОЛЛЕКЦИОННОЙ КЛЕТОЧНОЙ ЛИНИИ 

Аббревиатура линии 

Происхождение: __________________________________________________ 

Морфология: _____________________________________________________ 

Способ культивирования:___________________________________________ 

Условия культивирования: _________________________________________ 

Жизнеспособность после криоконсервации:___________________________ 

Контроль контаминации: ___________________________________________ 

Контроль видовой идентичности: ____________________________________ 

Кариология: ______________________________________________________ 

ДНК –профиль (STR) (для линий 

человека)_________________________________________________________ 

Другие характеристики:____________________________________________ 

Область применения: ______________________________________________. 

Коллекции: (на усмотрение конкретной Коллекции)____________________  

 

Для некоторых линий авторы приводят еще 2 характеристики: эффективность 

клонирования и туморогенность. Кроме перечисленных основных характеристик в 

паспорте каждой линии приводят конкретные данные, представляющие большую 

важность для исследователей, пользующихся коллекционными линиями. Эти 

характеристики определяют возможную область применения конкретной линии.  

Стандартные операционные процедуры должны описывать все действия, 

совершаемые с коллекционным клеточным материалом. К СОП должны относиться  

процедуры, необходимые  для получения паспортных характеристик клеточных линий, а 

также процедуры, связанные с расширением коллекционных фондов и оказания основных 

услуг, характеризующих Коллекцию как Центр коллективного пользования (ЦКП).   

Основным способом расширения фондов КККП в настоящее время является 

получение из разных источников новых неиммортализованных клеточных линий 

человека, имеющих статус МСК.  

Анализ характеристик МСК человека, выделенных из разных источников, является 

весьма актуальной проблемой. Важность таких исследований  вытекает из особенностей 

взаимодействия МСК, выделенных из разных тканей, со свойственным каждой ткани 

характерным микроокружением. Происхождение или источник получения МСК могут 

определять их функциональные характеристики. Под разными источниками надо 

понимать как разные ткани одной стадии онтогенеза, так и разные или одинаковые ткани 

разных стадий онтогенеза. Стадии онтогенеза условно можно разделить на взрослые, 

эмбриональные и внезародышевые. Сравнительное изучение  характеристик, являющихся 

определяющими в поддержании статуса МСК, а также других характеристик, 

ответственных за важнейшие клеточные процессы, способствует углублению 

фундаментальных знаний о МСК человека. Это важно, как для понимания механизмов 



биологических процессов в клетке, так и для расширения возможностей использования 

МСК  в регенеративной медицине. Надо подчеркнуть, что МСК, являясь 

неиммортализованными, диплоидными клетками, служат наиболее адекватной моделью 

для изучения биологических процессов в здоровом организме.   

Следует подчеркнуть, что при работе с неиммортализованными клеточными 

культурами необходимо соотносить сроки культивирования с появлением существенных 

признаков клеточного (репликативного) старения. Появление значительных признаков 

старения, безусловно, отвергает использование этих линий для прикладных задач, но 

расширяет возможности для фундаментальных исследований. 

Известно, что репликативное старение – комплексный процесс. Есть ряд работ, где 

исследованы признаки и механизмы старения МСК человека. Репликативное старение 

МСК включает многие процессы: остановку пролиферации, морфологические изменения, 

увеличенную активность SA-β-галактозидазы, повышение уровня экспрессии 

туморсупрессорных генов, укорочение теломер, уменьшение дифференцировочного 

потенциала, эпигенетические изменения и др. Показано, что процесс клеточного старения 

в МСК может начинаться от первых пассажей и постепенно усиливаться в процессе 

культивирования. [1, 2, 3, 4, 5]. Важно подчеркнуть, что старение МСК, может быть 

связано не только с репликативным старением, которое прослеживается при длительном 

культивировании клеток в условиях in vitro, но и с внешними по отношению к МСК 

факторами, т.е. с микроокружением.  

Старение организма обусловлено несколькими механизмами, в частности, 

укорочением теломер вследствие выключения теломеразы, что является основой 

репликативного старения; генетическими и митохондриальными повреждениями ДНК; 

увеличением содержания активных форм кислорода. Эти механизмы затрагивают как 

МСК, так и микроокружение. В связи с этим именно взаимодействие МСК и 

микроокружения обеспечивает возрастные характеристики МСК [6, 7]. Показано, что 

репликативное старение in vitro и старение клеток in vivo имеют сходные механизмы [1, 

8].  

Сравнительный анализ характеристик, как определяющих статус МСК, так и ряда 

других, ответственных за важнейшие клеточные процессы, способствует углублению 

знаний о МСК человека, необходимых для понимания механизмов биологических 

процессов в клетке и для расширения возможностей для использования МСК в 

регенеративной медицине. Так, в частности, исследование процесса старения диплоидных 

клеточных линий, с одной стороны углубляет фундаментальные знания о процессах, 



происходящих в клетках, а с другой – вносит возрастные ограничения по использованию 

МСК в регенеративной медицине. 

Согласно требованиям Международного общества клеточной терапии, статус МСК 

разного происхождения  определяется рядом общих характеристик. К таким 

характеристикам относятся: адгезивность к культуральному пластику, активная 

пролиферация, экспрессия поверхностных маркеров CD105, CD90, CD73, CD44, HLA 

ABC и отсутствие экспрессии CD34, CD45 и HLA DR, способность к дифференцировке в 

остеогенном, хондрогенном и адипогенном направлениях [9, 10]. Существует много 

сравнительных исследований свойств МСК, выделенных  из разных источников; приведем 

несколько последних работ [11, 12, 13, 14, 15,16]. Ранее нами также подробно были 

исследованы МСК, выделенные из разных источников, включая разные ткани взрослых, 

эмбриональных и внезародышевых тканей человека [17, 18, 19, 20, 21, 22]. Поскольку 

клеточные популяции каждого донора являются генетически уникальным материалом, 

одним из объектов для  сравнения характеристик МСК являются одинаковые ткани 

разных индивидуумов близкого возраста. Представляет существенный интерес 

исследование генетического вклада индивидуального донора в разные характеристики 

МСК. Есть ряд данных, указывающих на вариации характеристик МСК между разными 

донорами [3, 23, 24, 25, 26]. Удачными моделями является крайняя плоть детей одного 

возраста.  

Таким образом, основными задачами данного исследования, проводимого по теме 

дополнительного государственного задания № 0124-2017-0004, являются: 1. Описание 4-х 

СОПов, обеспечивающих развитие и поддержание коллекционного фонда КККП ИНЦ 

РАН; 2. Научно-техническое обоснование смет СОПов; 3. Экспериментальная 

верификация СОПов; 4. Обновление электронного каталога КККП ИНЦ РАН; 5. 

Сравнительная характеристика новых линий мезенхимных стволовых клеток из разных 

источников: завершение сравнительного исследования репликативного старения в линиях 

MSCWJ-1 и MSCWJ-2; получение и сравнительный анализ МСК, выделенных из крайней 

плоти доноров одного возраста. Планируемая работа будет способствовать как 

поддержанию, так и расширению коллекционных фондов КККП ИНЦ РАН. Планируется 

публикация одной статьи в рецензируемом журнале (Scopus) и сдача в печать еще одной 

статьи (Scopus). 

  



ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ 

1. Общая информация о коллекции 

1.1 Коллекция культур клеток позвоночных (КККП) 

1.2 Федеральное государственное бюджетное учреждение науки Институт цитологии РАН 

1.3 124 

1.4 Направление ФНИ: 60. Клеточная биология, теоретические основы клеточных 

технологий 

1.5 Полянская Галина Георгиевна, г.н.с., д.б.н.; poljansk@incras.ru   

раб.тел. (812) 297 44 20; +7 921 774 68 59 

1.6 Назначение коллекции: Поддержание исходных свойств клеточных культур разного 

происхождения, получение новых клеточных линий и проведение контроля за состоянием 

всего коллекционного биологического материала с целью сохранение биоразнообразия 

генофонда. Выдача многочисленным учреждениям РФ образцов коллекционных 

клеточных линий, депонирование авторских клеточных линий в связи с процедурой 

патентования,  проведение консультаций (стажировок) методам культивирования 

клеточных культур обеспечивают проведение многосторонних качественных 

фундаментальных и прикладных исследований в различных областях клеточной и 

молекулярной биологии. 

1.7 Есть  

1.8 ЦКП «Коллекция культур клеток позвоночных» зарегистрирована на сайте  

http://ckp-rf.ru/ckp/3029/ 

 1.9. Всесоюзная (Российская) коллекции клеточных культур была создана  в 1978 году 

решением Государственного комитета Совета Министров СССР по науке и техники и 

Президиума Академии наук СССР. 13 февраля 1981 года постановлением № 24/25/13 

Государственный комитет СССР по науке и технике, Госплан СССР и Президиум 

Академии наук СССР утвердили решение о создании Всесоюзной (Российской) коллекции 

клеточных культур. Головной организацией был утвержден Институт цитологии АН 

СССР. Центральным банком РККК была утверждена Коллекция культур клеток 

позвоночных ИНЦ РАН. 

1.10 Пункты из Устава ФГБУН Института цитологии РАН: 21.1 – биология клетки в 

культуре, стволовые клетки, создание новых клеточных линий; 23.5 – организация 

центров коллективного пользования Института; 23.6 – оказание услуг по производству и 

хранению клеточных материалов, в том числе осуществляемых в рамках деятельности 

центра коллективного пользования Института.  

mailto:poljansk@incras.ru
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1.11 Положение о Коллекции утверждено на заседании Ученого совета ИНЦ РАН – 

протокол № 160/871 от 02.11.2011 г.  

1.12 Адрес WEB-сайта: www.incras.ru  
 

 

2. Краткая информация о проделанной работе в рамках дополнительного 

государственного задания. 

2.1 Текст отчета представлен на: 98 с. 

а) WEB сайт организации: www.incras.ru (Институт цитологии РАН) 

 Информация о коллекции представлена на электронном портале организации: адрес 

страницы:  www.cytspb.rssi.ru/lab_ckp/ckp_lab_ru.htm 

б) Информационный портал БРК http://brk.forge.sscc.ru/kollekcii/kollekcii-kultur-

kletok/kollekciya-kultur-kletok-pozvonochnyh-obshchebiologicheskogo-i 

2.2 Закончена работа по сравнительному анализу 2-х клеточных линий, для которых ранее 

был подтвержден статус МСК. В результате сопоставления результатов кариологического 

анализа с результатами, полученными по другим характеристикам в линии  MSCWJ-2, 

обнаружена  корреляция между часто встречающейся клональной хромосомной 

перестройкой на раннем пассаже и ранним репликативным старением с большой долей 

стареющих клеток, значительным снижением ИП при длительном культивировании, 

уменьшением уровня экспрессии маркеров недифференцированных ЭСК, снижением 

дифференцировочного потенциала. Учитывая наличие метаболической кооперации между 

клетками, можно предположить, что изменения в MSCWJ-2 связаны с запуском 

клеточных процессов, которые продолжаются уже в отсутствие часто встречающейся на 

раннем пассаже клональной хромосомной аберрации. Основная часть исследовательской 

работы была посвящена выделению и сравнительному анализу  характеристик 2-х 

неиммортализованных (диплоидных) клеточных линий из крайней плоти 2-х доноров 

одного возраста. В работе был использован ряд методов: выделение клеток из крайней 

плоти  доноров – кожа 2-х детей 2.5 лет (материал взят в один день); морфологический 

анализ; количественный анализ процесса репликативного старения;  эффективность 

клонирования; анализ пролиферативной активности;  количественный и структурный 

кариотипический анализ;  определение экспрессии поверхностных маркеров с помощью 

проточной цитофлуориметрии, подтверждающих статус МСК; иммунофлуоресцентный 

анализ  экспрессии маркеров ранней дифференцировки ЭСК; индукция остеогенной, 

адипогенной и хондрогенной дифференцировки при длительном культивировании с 

целью определения дифференцировочного потенциала  линий. В результате проведенных 

исследований для обеих линий, названных FRSN-1 и FRSN-2,  был подтвержден статус 

http://www.incras.ru/
http://www.incras.ru/
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МСК. Тем не менее,  был обнаружен ряд межлинейных различий по ростовым 

характеристикам и характеру репликативного старения клеток. Эти различия могут быть 

обусловлены  как непосредственно влиянием на механизмы пролиферативной активности 

и репликативного старения генетически разных доноров, так и опосредовано разным 

микроокружением, которое детерминировало свойства клеток еще до выделения их из 

организмов доноров. 

 

3 Регистрация в государственных информационных системах и финансирование 

3.1 Регистрационный номер ДГЗ по БРК в информационной системе  «Парус» ФАНО 

России: 0124-2017-0004  

3.2 Регистрационный номер ДГЗ по БРК в информационной системе ЦИТИС: АААА-

А17-117072510077-0 

3.3 Отчет по ДГЗ № 0124-2017-0004 подготовлен и загружен в систему Парус  

3.4 Отчет по ДГЗ № АААА-А17-117072510077-0 подготовлен и загружен в систему 

ЦИТИС 

3.5 Объем финансирования, выделенного на выполнение ДГЗ из средств ФАНО России в 

2017 году – 5000.1 тыс. руб. Соглашение: № 007-ГЗ/C4101/124/2 от 08.11.2017  

3.6 Объем финансирования, выделенного на приобретение крупного оборудования из 

средств ФАНО России в 2017 году (свыше 500000 тыс. руб.) – 5000 тыс. руб. Соглашение 

№ 03-02/C4101/124/2 от 12.09.2017   
 

 

4 Результаты, полученные в рамках дополнительного государственного задания 

4.1 Создание технологического паспорта КККП ИНЦ РАН 

4.1.1 «Описание стандартных операционных процедур»  

Выполнено описание стандартных операционных процедур – СОП № 1, 2, 3 и 4 

обеспечивающих развитие и поддержание коллекционного фонда КККП ИНЦ РАН 

(ПРИЛОЖЕНИЯ Б, В, Г, Д).  

- Приложение  Б Стандартная операционная процедура (СОП № 1) «Поддержание единиц 

хранения и подготовка клеточных образцов к выдаче учреждениям РФ». 

- Приложение В Стандартная операционная процедура  (СОП № 2) «Контроль качества 

единиц хранения». 

- Приложение Г Стандартная операционная процедура (СОП № 3) «Методы расширения 

фондов коллекции. Получение и характеристики неиммортализованных (диплоидных) 

клеточных линий».  



- Приложение Д Стандартная операционная процедура (СОП №  4)  «Кариологический 

анализ коллекционных клеточных линий». 

4.1.2 Научно-техническое обоснование смет СОП.  

Научно-техническое обоснование смет СОП проведено на основании формы расчетов, 

разработанных Рабочей группой БРК. Расчеты были проведены на основе данных об 

оплате труда, приобретении материалов, расходах на содержание оборудования, 

коммунальных и иных затратах, необходимых для выполнения работ по следующим 

направлениям:  

1) Выполнение стандартных операционных процедур (СОП). 

2) Выполнение научно-исследовательских работ. 

3) Общее содержание коллекции. 

Обобщенные данные по расчету стоимости однократного (1 единица хранения) 

выполнения СОП представлены в таблицах 1 – 4. 

Таблица 1 – расчет стоимости СОП № 1 «Поддержание единиц хранения и подготовка 

клеточных образцов к выдаче учреждениям РФ»   

Тип затрат Сумма 

Оплата труда  3 258,93    

Приобретение материалов  3 464,19    

Иные затраты  37,54    

Затраты на содержание 

оборудования  24 598,62    

Итого:  31 359,27    

 

 

Таблица 2 –  расчет стоимости СОП № 2 «Контроль качества единиц хранения» 

Тип затрат Сумма 

Оплата труда  2 181,46    

Приобретение материалов  2 062,35    

Иные затраты  338,84    

Затраты на содержание оборудования  2 855,39    

Итого:  7 438,03    

 

       

Таблица 3 –  расчет стоимости СОП № 3 «Методы расширения фондов коллекции. 

Получение и характеристики неиммортализованных (диплоидных) клеточных линий» 

Тип затрат Сумма 

Оплата труда   6 514,74    

Приобретение материалов  23 823,18    



Иные затраты  54 231,94    

Затраты на содержание оборудования   3 236,73   

Итого:  87 806,59    

 

       

 

Таблица 4. Расчет стоимости СОП № 4 ««Кариологический анализ коллекционных 

клеточных линий» 

Тип затрат Сумма 

Оплата труда  15 318,90    

Приобретение материалов  3 311,54    

Иные затраты  52, 14    

Затраты на содержание 

оборудования  39,18 

Итого:  18 721,76    

 

Итоговый объем требуемого годового финансирования коллекции рассчитан на 

основе предполагаемого плана работ и расчета накладных расходов в течение последних 

12 месяцев и составил 7 437 570,22   и   1 225 131,03. Таким образом, общая сумма 

запланированных расходов составляет 8 662 701,25 руб.  

Расчеты проводили в соответствии с моделью и методикой оценки, разработанными 

ИЦиГ СО РАН в рамках выполнения дополнительного государственного задания по теме: 

«Разработка модели финансового управления сохранением и рациональным 

использованием биоресурсов в рамках функционирования биоресурсных научных 

коллекций» (http://www.biores.cytogen.ru/brc_finance/report). Полный набор данных 

представлен на портале «Биоресурсные коллекции ФАНО России» 

(http://www.biores.cytogen.ru/brc_finance/collections/15). 

 

4.2. Экспериментальная верификация 4-х СОПов 

4.2.1 Верификация СОП № 1 

За период III и IV квартал 2017 года подготовлено и выдано 96 образцов разных 

клеточных линий по внутриинститутским и сторонним заявкам. С целью поддержания 

единиц хранения, т.е. коллекционных клеточных линий, обновлен пул 35 клеточных 

линий человека и разных видов животных. За указанный период СОП № 1 в полном 

объеме была использована 115 раз. Приведен перечень клеточных линий, пул которых 

были обновлен за отчетный период. 

http://www.biores.cytogen.ru/brc_finance/


16 линий человека: 293 (HEK-293) – почка эмбриона, клетки, трансформированные ДНК 

аденовируса типа 5; RD – эмбриональная рабдомиосаркома; AsPC-1 – метастатическая 

аденокарцинома поджелудочной железы; T 98G – глиобластома; DF-1 – дермальные 

фибробласты (мезенхимные стволовые клетки)  из кожи век 37-летнего донора; DF-2 – 

дермальные фибробласты (мезенхимные стволовые клетки) из кожи век 45-летнего 

донора; U-937 – гистиоцитарная лимфома; SW 837 – аденокарцинома прямой кишки;  

HT-1080 – фибросаркома; XPA – фибробласты больного пигментной ксеродермой,  

трансформированные SV40; CFTE 29o
- 
 – трахеальный эпителий, трансфецированный 

pSVori-плазмидой; 
 
Т-24 – карцинома мочевого пузыря; HN – гипернефрома; KG-1 – 

острая миелоидная лейкемия; FRSN – мезенхимные стволовые клетки из крайней плоти 

трехлетнего ребенка; MSCWJ-1 – мезенхимные стволовые клетки из Вартонова студня 

пупочного канатика.  

1 линия обезьяны: Vero 76 – почка африканской зеленой мартышки. 

5 линий мыши: F9 – тестикулярная тератокарцинома; PA 317 – фибробласты 

эмбриональные (линия мыши NIH/3T3 TK
-
); NS0/1 – клон миеломы P3X63Ag8;  

BALB/3T3 clone A31 - мышь BALB/c, эмбрион; Sp2/0-Ag14 – миелома, гибрид P3X63Ag8 

и спленоцитов мышей BALB/c. 

4 линии крысы: С6 – глиома крысы; GH3 – опухоль гипофиза; XCp – саркома крысы; 

RBL-1 – базофильная лейкемия. 

1 линия быка: FBT – трахея эмбриона. 

2 линии кенгуровой крысы: NBL-3-11 – почка; NBL-3-17 – почка. 

3 линии хомячка: CHO-K1 – яичник; B14-150 – фибросаркома; V79 – легкое. 

1 линия кролика: RK13 – почка. 

1 линия курицы: MDCC-MSB1 – лимфобластома. 

4.2.2 Верификация СОП № 2 

Все 35 новых закладок, полученных в связи с обновлением пула коллекционных 

клеточных линий (СОП № 1) прошли процедуру проверки контроля качества (СОП № 2). 

Была проверена жизнеспособность после декриоконсервации новых закладок, проведена 

визуализация морфологии и проведен контроль микробной контаминации (бактерии, 

грибы, микоплазмы). Все показатели качества новых закладок соответствовали 

паспортным данным конкретной клеточной линии.  

4.2.3 Верификация СОП № 3 

За отчетный период были получены и охарактеризовано 2 новые линии из крайней 

плоти 2-х доноров одного возраста. Для получения этих линий были использованы 

процедуры, описанные в СОП № 3. Клетки обеих линий были выделены ферментативным 



методом. На раннем этапе после выделения клеток необходимо проведение работ, 

используя сочетание СОП № 3 с СОПами № 1, 2 и 4. В результате полученные 

характеристики вновь полученной линии представляют собой основные и необходимые 

пункты паспорта любой коллекционной клеточной линии. Далее необходимо исследовать 

характеристики, определяющие особый статус линии; документ, регламентирующий 

такие характеристики, представлен в пункте паспорта «другие характеристики». В данном 

случае необходимо получить основные характеристики, подтверждающие статус МСК 

человека. К таким характеристикам относятся: экспрессия определенных поверхностных 

маркеров, характерных для МСК человека и индукция и идентификация 

дифференцировки в адипогенном, остеогенном и хондрогенном направлениях. Эти 

характеристики получены, согласно описанию СОП № 3. Описана процедура подготовки 

клеточных культур к определению экспрессии поверхностных маркеров с помощью 

проточной цитофлуориметрии, осуществляемой в Группе Проточной Цитометрии ИНЦ 

РАН, а также  описана процедура анализа дифференцировочного потенциала в указанных 

направлениях полученных неиммортализованных клеточных культур. 

4.2.4 Верификация  СОП № 4 

Кариологическая характеристика коллекционных клеточных линий является 

неотъемлемой частью паспорта. Результаты кариологического анализа составляют 2 

пункта паспорта: контроль видовой идентичности и кариотипическая характеристика 

линии, включающая в себя: пределы изменчивости по числу хромосом, модальное число 

хромосом, определенный спектр маркерных (перестроенных) хромосом или их 

отсутствие, количество полиплоидов. Помимо рутинной окраски, наиболее часто 

используется дифференциальное окрашивание на G –диски. Дифференциальная окраска 

на G-диски является наиболее распространенным и информативным из всех методов 

дифференциального окрашивания. С его помощью определяют гомологи нормальных 

хромосом, структурно перестроенные хромосомы, а также происхождение маркерных 

хромосом. Проведен кариологический анализ, согласно описанию СОП № 4, 5-ти 

клеточных линий. Исследованы 2 линии МСК из крайней плоти 2-х доноров (6 пассаж), 2 

линии МСК, полученные из Вартонова студня пупочного канатика на поздних пассажах 

(28 пассаж) и 1 линия глиомы человека, которая по результатам проведенного анализ, а 

также молекулярно-генетического анализа не была включена в разряд коллекционных 

линий. 

Таким образом, подводя итоги стоимости проведенной работы по верификации 

СОП, учитывая стоимость однократного выполнения СОП (пункт 4.1.2), составляет: 

СОП № 1 – 31 359,27 х 115 = 3 606 316,05руб. 



СОП № 2 –7 438,03 х 35 = 260 331, 05руб. 

СОП № 3 –87 806,59 х 2 = 175 613,18 руб. 

СОП № 4 –18 721,76   х 5 = 93608.80 руб 

4.2.5 Запись результатов верификации СОПов в электронной базе  КККП ИНЦ РАН 

 Результаты верификации СОПов  внесены на сайт КККП ИНЦ РАН 

(www.cytspb.rssi.ru/lab_ckp/ckp_lab_ru.htm) – в составе отчета «Сохранение и развитие 

коллекции культур клеток позвоночных, включая человека, для проведения 

фундаментальных и прикладных исследований в области клеточной биологии и 

регенеративной медицины». 
 

4.3. Обновление электронного каталога КККП ИНЦ РАН 

Электронный каталог КККП ИНЦ РАН пополнен информацией о 2-х линиях 

клеток, согласно формату унифицированной сетевой коллекции клеточных культур. В 

каталоге представлены паспорта 2-х коллекционных клеточных линий: DF-1 – человек, 

дермальные фибробласты (мезенхимные стволовые клетки) из кожи век 37-летнего донора 

женского пола; MSCWJ -1 – человек, Вартонов студень пупочного канатика человека 

(мезенхимные стволовые клетки). Во все паспорта коллекционных линий человека, 

представленных в каталогах введен пункт: ДНК профиль (STR), позволяющий 

аутентифицировать с помощью молекулярно-генетического анализа каждую линию. Этот 

пункт паспорта относится к определению контроля качества единиц хранения. В СОП он 

не введен, т.к. это исследование носит заказной характер. Наша функция состоит в выдаче 

образцов клеточных линий человека в Фирму, занимающуюся подобными 

исследованиями: ООО «ГОРДИЗ» («GORDIZ»), Москва. Эта характеристика введена 

зарубежными Коллекциями клеточных культур и является обязательной для 

коллекционных линий человека при условии публикации экспериментальных результатов 

в большинстве рецензируемых зарубежных научных журналах. 

Проведен скрининг всех коллекционных клеточных линий человека и животных 

КККП ИНЦ РАН с целью уточнения ряда характеристик. В паспорта всех коллекционных 

линий включены прижизненные микрофотографии, позволяющие пользователям 

контролировать качество линий при самостоятельной работе с полученным клеточным 

материалом. Обновленные электронные версии каталога КККП представлены на странице 

сайта ИНЦ РАН – ЦКП «Коллекция культур клеток позвоночных» 

(www.cytspb.rssi.ru/lab_ckp/ckp_lab_ru.htm;   

http://www.cytspb.rssi.ru/rkkk/katalog1_2017_with_figs_new.pdf), а также на сайте ИНЦ РАН 

(www.cytspb.rssi.ru или www.incras.ru) в рубрике – «Коллекции и каталоги». Помимо 

http://www.cytspb.rssi.ru/lab_ckp/ckp_lab_ru.htm
http://www.cytspb.rssi.ru/lab_ckp/ckp_lab_ru.htm
http://www.cytspb.rssi.ru/
http://www.incras.ru/


русской версии каталога на сайте ИНЦ РАН представлена английская версия КККП в 

рубрике «Collections Сatalogs». 

Паспорт клеточной линии DF-1 

Происхождение: человек, дермальные фибробласты (мезенхимные стволовые клетки) из 

кожи век 37-летнего донора женского пола.  

Цитология. 2016. 57 (11): 850-864. 

Морфология: фибробластоподобная 

Способ культивирования: монослойный 

Условия культивирования:  среда  - DMEM/F12 

сыворотка -    эмбриональная бычья 10% 

процедура пересева - cнятие клеток, используя трипсин 0.25%: версен 0.02% (1:3), 

кратность рассева 1:3, оптимальная плотность 4.0 – 5.0х10
4
 клеток/см

2 

криоконсервация  -  ростовая среда, 10 % DMSO, 1.0-1.5х10 
6
 клеток/мл в ампуле 

Жизнеспособность после криоконсервации: 85 % (окраска трипановым синим на нулевом 

пассаже) 

Контроль контаминации: бактерии, грибы и микоплазма не обнаружены 

Контроль видовой идентичности:  кариологический анализ. 

Кариология: 2n= 46, модальное число хромосом 46 (98.0 %), нормальный кариотип 

человека (46, X Х), обнаружены неклональные структурные хромосомные перестройки 

(13.3 %), количество полиплоидов 0.8 %. 

Эффективность клонирования: 34.5 % 

ДНК профиль (STR): Amelogenin: Х, Х  

 CSF1PO: 11, 11  

 D13S317: 11, 11  

 D16S539:    10, 12  

 D5S818:      9, 13  

 D7S820: 10, 12  

 THO1:         9.3, 9.3  

 TPOX:          8, 9  

 vWA:           15, 19  

Другие характеристики:  

Среднее время одного удвоения клеточной популяции 40.0 ч; время активной 

(логарифмической) фазы роста на 6-м пассаже составляет 72 ч.  

Линия с ограниченным сроком жизни; фаза активного репликативного старения наступает 

на 25 пассаже, что соответствует более 50 удвоениям клеточной популяции.  

Экспрессия поверхностных антигенов, характерных для мезенхимных стволовых клеток: 

CD44, CD73, CD90, CD105 и HLA-ABC; отсутствие экспрессии антигенов: CD34, CD45 и 

HLA-DR. 



Направленная дифференцировка в адипогенном, остеогенном и хондрогенном 

направлениях. 

Область применения: клеточная биология, биотехнология. 

Коллекции: ИНЦ РАН.  

Паспорт клеточной линии MSCWJ-1 

Происхождение: человек, Вартонов студень пупочного канатика человека (мезенхимные 

стволовые клетки)   

Цитология. 2017. 59 (5): 315 – 327, Цитология 2017. 59 (9): 574 – 587. 

Морфология: фибробластоподобная 

Способ культивирования: монослойный 

Условия культивирования:  среда  - DMEM/F12   

сыворотка -    эмбриональная бычья 10% 

процедура пересева - cнятие клеток, используя трипсин 0.25%: версен 0.02% (1:3), 

кратность рассева 1:3, оптимальная плотность 4.0 – 5.0х10
4
 клеток/см

2 

криоконсервация  -  ростовая среда, 10 % DMSO, 1.0-1.5х10 
6
 клеток/мл в ампуле 

Жизнеспособность после криоконсервации: 85 % (окраска трипановым синим на нулевом 

пассаже) 

Контроль контаминации: бактерии, грибы и микоплазма не обнаружены 

Контроль видовой идентичности:  кариологический анализ. 

Кариология: 2n= 46, модальное число хромосом 46 (98.0 %), нормальный кариотип 

человека (46, X,Х), количество полиплоидов 1.2 %. 

Эффективность клонирования: 2.4 % 

ДНК профиль (STR): Amelogenin: X, Х  

 CSF1PO: 10, 12  

 D13S317: 11, 11  

 D16S539:  12, 12  

 D5S818:  7, 11  

 D7S820: 10, 11  

 THO1:  6, 7  

 TPOX:  8, 8  

 vWA:    15, 16  

Другие характеристики:  

Среднее время одного удвоения клеточной популяции 26.8 ч; время активной 

(логарифмической) фазы роста на 6-м пассаже составляет 72 ч.  

Линия с ограниченным сроком жизни; фаза активного репликативного старения наступает 

на 25 пассаже, что соответствует более 50 удвоениям клеточной популяции.  

Экспрессия поверхностных антигенов, характерных для МСК человека: CD44, CD73, 

CD90, CD105 и HLA-ABC; отсутствие экспрессии антигенов:  CD34, CD45 и HLA-DR. 



Направленная дифференцировка в адипогенном, остеогенном и хондрогенном 

направлениях. 

Область применения: клеточная биология, биотехнология. 

Коллекции: ИНЦ РАН.  
 

4.4 Получение и сравнительная характеристика новых линий мезенхимных стволовых 

клеток, полученных из крайней плоти двух доноров одного возраста. 

В рамках изучения биологии МСК человека представляется важным исследование 

генетического вклада индивидуального донора в разные характеристики МСК. Есть ряд 

данных, указывающих на вариации характеристик МСК между разными донорами [3. 23 – 

26]. Удачной моделью является крайняя плоть детей одного возраста. Задачи данного 

исследования следующие. 1. Сравнительный анализ характеристик, определяющих статус 

МСК на раннем – 6 пассаже; 2. Анализ репликативного старения и ростовых 

характеристик полученных линий в процессе длительного культивирования;  3. Анализ 

дифференцировочного потенциала полученных линий в процессе длительного 

культивирования.  

В работе использованы следующие методы: 1. Выделение клеток из крайней плоти  

доноров – кожа 2-х детей 2.5 лет; 3. Морфологический анализ; 4. Количественный анализ 

процесса репликативного старения; 5. Эффективность клонирования; 6. Анализ 

пролиферативной активности; 7. Количественный и структурный кариотипический 

анализ; 8. Определение экспрессии поверхностных маркеров с помощью проточной 

цитофлуориметрии, подтверждающих статус МСК; 9. Иммунофлуоресцентный анализ  

экспрессии маркеров ранней дифференцировки ЭСК; 10. Индукция остеогенной, 

адипогенной и хондрогенной дифференцировки при длительном культивировании с 

целью определения дифференцировочного потенциала линий. 11. Для статистической 

обрабатки результатов использовали t-критерия Стьюдента. Различия считали 

достоверными при вероятности нулевой гипотезы Р <  0.05.  

Получены две новые неиммортализованные линии из крайней плоти доноров 

одного возраста (2.5. года), названные FRSN-1 и FRSN-2. На 6 пассаже проведен анализ 

ростовых характеристик и дифференцировочного потенциала этих линий и подтвержден  

для них статус мезенхимных стволовых клеток (МСК). Ряд характеристик анализировали 

в процессе длительного культивирования до 26 пассажа. Время начала  и динамика  

процесса репликативного старения, определенного по активности β-галактозидазы, 

различается между линиями. Но к 26 пассажу процесс репликативного старения 

одинаково усиливается в обеих линиях. Эффективность клонирования на 6 пассаже 

различается между линиями: в FRSN-1 она значительно выше, чем в линии FRSN-2. На 26 



пассаже эффективность клонирования значительно снижается в FRSN-1, а в FRSN-2 

клетки теряют эту способность. Кривые роста, полученные на 6 пассаже, свидетельствуют 

об активной пролиферации этих линий. Среднее время удвоения клеточных популяций на 

6 пассаже не различается между линиями и составляет 36.9 ± 0.2 ч и 39.0 ± 0.8 ч 

соответственно. Анализ кривых роста в обеих линиях на 26 пассаже свидетельствует о 

снижении пролиферативной активности и увеличении  среднего времени удвоения 

клеточных популяций; причем в линии FRSN-2 оно значительно больше, чем в FRSN-1. 

Характер кривых роста существенно различается между линиями. Морфологический 

анализ показывает типичные для фазы старения изменения, связанные с увеличением 

размера и степенью распластанности клеток. Количественный и структурный 

кариотипический анализ, проведенный на 6 пассаже, показал, что обе линии имеют 

нормальный кариотип человека – 46, XY и существенно не различаются между собой по 

частоте хромосомных перестроек. Для определения статуса линий, на 6 пассаже провели 

анализ поверхностных маркеров с помощью проточной цитофлуориметрии. Анализ 

выявил в обеих линиях экспрессию поверхностных антигенов, характерных для МСК 

человека (CD44, CD73, CD90, CD105, HLA-ABC) и отсутствие экспрессии CD34, CD45, 

HLA-DR. В обеих линиях показана экспрессия маркеров недифференцированных 

эмбриональных стволовых клеток человека (ЭСК) – SSEA-4 и SOX 2. Уровень экспрессии 

SSEA-4 на 26 пассаже не показал изменений по сравнению с 6 пассажем. Обе линии 

экспрессируют маркеры ранней дифференцировки ЭСК в производные 3-х зародышевых 

листков. Показана способность обеих линий на 6 пассаже дифференцироваться в 

адипогенном, остеогенном и хондрогенном направлениях. Показано значительное 

снижение адипогенного потенциала в обеих линиях на 20 пассаже. Эти данные 

свидетельствуют о том, что уже при среднем уровне репликативного старения, 

наблюдается изменение адипогенного дифференцировочного потенциала, в отличие от 

ростовых характеристик. По-видимому, репликативное старение клеток вносит 

существенный вклад в изменение дифференцировочного потенциала МСК. В целом, 

полученные результаты свидетельствуют о существовании ряда различий в клеточных 

линиях, полученных от разных доноров, по ростовым характеристикам и характеру 

репликативного старения клеток. Эти различия могут быть обусловлены как 

непосредственно генетическим влиянием на механизмы пролиферативной активности и 

репликативного старения в  клеточных линиях от генетически разных доноров, так и 

опосредовано разным микроокружением, которое детерминировало свойства клеток еще 

до выделения их из организмов доноров.  



4.5 Представленная работа выполнена согласно утвержденному календарному  

плану. Работа по созданию технологического паспорта КККП ИНЦ РАН закончена 

немного ранее указанного в календарном плане, срока. 

-  Создание технологического паспорта КККП ИНЦ РАН (30.11. вместо 20.12.2017); 

-  Экспериментальная верификация 4-х СОПов (30.11.2017); 

-  Промежуточный отчет о проделанной работе (29.09.2017); 

-  Пополнение электронного каталога коллекции КККП ИНЦ РАН информацией о 

двух паспортизованных клеточных линиях человека (25.09.2017); 

-  Публикация статьи в рецензируемом журнале (Scopus) (28.09.2017); 

- Подготовка в рецензируемый журнал (Scopus) статьи по получению и 

характеристике 2-х новых диплоидных клеточных линий, полученных из крайней плоти 2-

х доноров одного возраста. Статья принята в печать (20.12.2017); 

- отчет о проделанной работе (заключительный) в рамках темы дополнительного 

государственного задания № 0124-2017-0004. 

- Размещение заключительного отчета на сайте коллекции КККП ИНЦ РАН; номер 

заключенного с ФАНО России соглашения на выполнение дополнительного 

государственного задания - № 007-ГЗ/C4101/124/2 от 08.11.2017. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 Работа, проведенная в рамках темы «Сохранение и развитие коллекции культур 

клеток позвоночных, включая человека, для проведения  фундаментальных и прикладных 

исследований в области клеточной биологии и регенеративной медицины» за период  

июль – декабрь 2017 г. состояла из нескольких разделов. 1. Создание технологического 

паспорта КККП ИНЦ РАН, который включает: а) описание полного набора ключевых 

СОПов, обеспечивающих поддержание и развитие коллекционного фонда; набор состоит 

из 4 –х СОПов;  б) научно-техническое обоснование смет СОПов, проведенное на 

основании формы расчетов, разработанных Рабочей группой БРК. 2. Выполнена 

экспериментальная верификация разработанных СОПов: СОП № 1 – на примере 115 

линий; СОП № 2 – на примере 35 линий; СОП № 3 – на примере 2 линий; СОП № 4 – на 

примере 5 линий. 3. Общие положения технологического паспорта и результаты 

верификации СОПов размещены в составе отчета о научно-исследовательской  работе в 

электронной базе КККП ИНЦ РАН.4. Обновление электронного каталога КККП ИНЦ 

РАН: а) пополнение информацией о 2-х паспортизованных клеточных линиях (DF-1 – 

человек, дермальные фибробласты и MSCWJ -1 – человек, Вартонов студень пупочного 

канатика (обе линии имеют статус мезенхимных стволовых клеток); б) во все паспорта 



коллекционных линий человека введен пункт: ДНК профиль (STR), позволяющий 

аутентифицировать каждую линию.  Электронные версии каталога КККП представлены 

на странице сайта ИНЦ РАН - ЦКП «Коллекция культур клеток позвоночных» 

(http://www.cytspb.rssi.ru/rkkk/katalog1_2017_with_figs_new.pdf), а также на сайте ИНЦ 

РАН (www.cytspb.rssi.ru)  в рубрике – «Коллекции и каталоги». Помимо русской версии 

каталога,  на сайте ИНЦ РАН представлена английская  версия КККП в рубрике 

«Collections Сatalogs». 5. В рамках расширения фондов КККП ИНЦ РАН  выполнена 

следующая работа: а) завершено исследование динамики свойств двух линий МСК, 

полученных из Вартонова студня пупочного канатика человека при длительном 

культивировании (опубликована статья);  проведено выделение и сравнительная 

характеристика новых линий мезенхимных стволовых клеток человека, полученных из 

крайней плоти  разных доноров одного возраста (принята в печать статья).  

Все поставленные в календарном плане задачи полностью решены.  

Проведенная работа подвела итог длительной сорокалетней работы КККП. 

Основываясь на многолетнем опыте, было проведено описание стандартных 

операционных процедур (СОП), которое систематизировало методическую 

коллекционную работу. Был обновлен электронный каталог, размещенный на странице  

ЦКП сайта ИНЦ РАН, облегчающий доступ пользователям. Коллекция продолжает 

обеспечивать образцами коллекционных клеточных линий и оказывать консультационно-

информационные услуги сотрудникам различных учреждений РФ, а также  принимать на 

депонирование клеточный материал в связи с процедурой патентования. Коллекция 

постоянно проводит научные исследования в разных направлениях. В настоящее время 

исследовательская работа сосредоточена на получении и анализе разных 

неиммортализованных клеточных линий человека, что актуально как в связи с развитием 

фундаментальных исследований в области клеточной биологии, так и с развитием 

прикладных исследований в области регенеративной медицины и фармацевтики.  

http://www.cytspb.rssi.ru/
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