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С помощью методов флуоресцентной микроскопии и гистохимического окрашивания были исследованы 
клетки надпочечников взрослых крыс до и после криоконсервирования. Медленные скорости охлаждения 
позволяют сохранить наибольшее количество клеток в суспензии после замораживания–отогрева. Для 
получения суспензии адренокортикоцитов, обогащенной стероидпродуцирующими клетками, 
предпочтительно использовать режим замораживания с медленной скоростью охлаждения (1°С/мин) и 
проведением температурной инициации кристаллообразования. 
 
Ключевые слова: флюоресцентные красители, 3β-гидроксистероиддегидрогеназа, 
криоконсервирование, скорость охлаждения, адренокортикоциты. 
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За допомогою методів флуоресцентної мікроскопії і гістохімічного забарвлення було вивчено клітини 
наднирників дорослих щурів до та після кріоконсервування. Повільні швидкості охолодження дозволяють 
зберегти найбільшу кількість клітин в суспензії після заморожування–відігріву. Для отримання суспензії 
адренокортикоцитів, збагаченої стероїдпродукуючими клітинами, треба віддавати перевагу режимам 
заморожування з повільною швидкістю охолодження (1°С/хв) і температурною ініціацією 
кристалоутворення. 
 
Ключові слова: флуоресцентні барвники, 3β-гідроксистероїддегідрогеназа, кріоконсервування, 
швидкість охолодження, адренокортикоцити. 

 
The study of the possibility of rat adrenal gland cells cryopreservation  

G.V.Dudetskaya, T.M.Gurina, T.P.Bondarenko 
 

By means of methods of fluorescent microscopy and histochemical staining cells of adrenal glands of adult rats 
have been studied before and after cryopreservation. Slow cooling rate allows saving the most amount of cells in 
suspension after freeze–thawing. In order to get a suspension of adrenocytes, enriched by steroid producing 
cells, it is necessary to use preferably the mode of freeze with slow cooling rate (1°С/min) and temperature 
initiation of crystal formation. 
 
Key words: fluorescent dyes, 3β-hydroxysteroid dehydrogenase, cryopreservation, cooling rate, adrenal cells. 

 
Введение  
В связи с развитием и внедрением в клиническую практику трансплантационных методов 

лечения надпочечниковой недостаточности возрос интерес к созданию криобанков 
гормонпродуцирующих клеток и тканей (Тронько и др., 1990; Бондаренко, Легач, 1999; Lee, Bae, 2000; 
Ларін та ін., 2003; Grodstein et al., 2009). На протяжении долгого времени ведутся поиски метода 
криоконсервирования адренокортикоцитов, который обеспечил бы уровень биологической 
полноценности этих клеток, достаточный для практического использования. На сегодняшний день 
успешный режим криоконсервирования разработан для фрагментов (Гуріна та ін., 2005) и органной 
культуры (Бондаренко, Легач, 2001) надпочечников новорожденных поросят. В литературе 
представлены экспериментальные данные по криоконсервированию клеток медуллярной зоны 
фетальных надпочечников человека (Silani et al., 1988). Однако отсутствуют данные о возможности 
криоконсервирования одиночных клеток надпочечных желез при условии сохранения их 
стероидпродуцирующей активности. 
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Одним из важных условий получения максимального уровня сохранности деконсервированных 
клеток является оптимальный режим их замораживания. В связи с этим возникает необходимость 
проведения исследований, направленных на оценку влияния скорости охлаждения клеток как 
повреждающего фактора при криоконсервировании. 

Цель работы – исследовать влияние различных режимов замораживания на сохранность 
деконсервированных клеток надпочечных желез крыс в суспензии. 

 
Материалы и методы  
Объектом исследования служили надпочечники крыс. Животных забивали с применением 

эфирного наркоза, надпочечные железы были немедленно извлечены, порезаны на фрагменты 1–2 
мм3 и помещены в охлажденную среду 199. Суспензию клеток получали ферментативным методом 
путем 3-кратного инкубирования фрагментов надпочечников в среде 199, содержащей коллагеназу (1 
мг/мл) и ДНКазу (0,2 мг/мл) при 37°С (Hines, Azziz, 1999). Суспензии клеток, полученные на всех 
этапах коллагенизации, объединяли и центрифугировали 2 раза в среде 199, содержащей 0,2% 
бычьего сывороточного альбумина (БСА) при 225 g в течение 3 минут, фильтровали через 
нейлоновый фильтр с диаметром пор 100 мкм, после чего снова отмывали средой 199 с 0,2% БСА. 

В качестве криопротектора использовали диметилсульфоксид (ДМСО). Раствор криопротектора 
готовили на среде 199, содержащей 20% сыворотку крупного рогатого скота (КРС) и ДМСО в 
концентрации 14%. Добавление криопротектора осуществляли поэтапно. Такой способ добавления 
защитного раствора для последующего замораживания позволяет повысить сохранность клеток при 
криоконсервировании (McKay, Karow, 1983; Lakey et al., 2001; Maruyama et al., 2004). К 500 мкл 
суспензии клеток надпочечников с интервалом 1 мин при температуре 0–4°С в 5 этапов добавляли по 
100 мкл раствора ДМСО. Конечная концентрация ДМСО в образце составила 7%. Замораживание 
осуществляли в криоампулах фирмы “Nunc” (США) объемом 1,8 мл на программном замораживателе 
”Cryoson” (Германия). При замораживании образцов использовали следующие программы: 

- программа 1: от 0° – 4°С до -40°С образцы охлаждали со скоростью 1°С/мин. После этого 
образцы погружали в жидкий азот (-196°С); 

- программа 2: образцы охлаждали аналогично программе 1, но для предотвращения 
переохлаждения системы дополнительно проводили температурную инициацию 
кристаллообразования (Грищенко та ін., 2005), суть которой заключается в резком увеличении 
скорости охлаждения образца при температурах, близких к температуре кристаллизации 
криопротекторного раствора. Температура начала инициации кристаллообразования зависит, 
главным образом, от объема образца, и точное ее значение определяется индивидуально для 
данной геометрии и объема криоампулы. Процедура температурной инициации 
кристаллообразования предусмотрена возможностями программного замораживателя ”Cryoson” 
(Германия). Известно, что уменьшение величины переохлаждения способствует увеличению 
сохранности клеток после замораживания (Белоус, Грищенко, 1994); 

- программа 3: от 0° – 4°С до -40°С образцы охлаждали со скоростью 5°С/мин. После этого 
образцы погружали в жидкий азот; 

- программа 4: от 0° – 4°С до -40°С образцы охлаждали со скоростью 10°С/мин с последующим 
погружением в жидкий азот; 

- программа 5: от 0° – 4°С до -40°С – со скоростью 15°С/мин с последующим погружением в 
жидкий азот; 

- программа 6: от 0° – 4°С до -40°С – со скоростью 20°С/мин с последующим погружением в 
жидкий азот; 

- программа 7: от 0° – 4°С до -40°С – со скоростью 40° – 50°С/мин с последующим погружением 
в жидкий азот; 

- программа 8: замораживание образцов проводили с неконтролируемой скоростью охлаждения 
путем прямого погружения в жидкий азот (↓LN2). 

Отогрев осуществляли на водяной бане (37°С) до исчезновения твердой фазы. 
Удаление криопротектора после замораживания–нагрева проводили поэтапно 

(Криоконсервирование клеточных суспензий, 1983), с последующим центрифугированием в течение 3 
минут при 225 g. Отмывочная среда содержала 10% КРС и 2,5% БСА. Процент жизнеспособных 
клеток определяли с помощью флуоресцентных красителей (Jones, Senft, 1985) – флуоресцеин 
диацетата (ФДА) и пропидиум йодида (ПИ). Образцы дважды отмывали средой 199 и далее 
оценивали их жизнеспособность на люминесцентном микроскопе Olympus IX-71 при длине волны 
возбуждения флуоресценции 488 нм. 
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Наличие значительного количества липидных включений и активность 3β- 
гидроксистероиддегидрогеназы (3-ГСД) являются неотъемлемой характеристикой 
стероидпродуцирующих клеток в надпочечниках. 

Для выявления в клетках липидных включений проводили окрашивание нильским красным (НК) 
по методу, описанному в (Tchoukalova et al., 2003). В 1 мл ДМСО растворяли 1 мг красителя. Перед 
окрашиванием раствор красителя разводили 1:100 физиологическим раствором на фосфатном 
буфере (рН=7,4) и добавляли 15 мкл данного раствора к 1 мл клеточной суспензии (1106 кл/мл). 
Окрашивали 10 мин при 37C. После окрашивания клетки однократно отмывали от избытка красителя 
физиологическим раствором на фосфатном буфере. Регистрацию флуоресценции проводили при 
помощи люминесцентного микроскопа Olympus IX-71, при возбуждении световым пучком с длиной 
волны 455–500 нм. Сохранность НК(+)-клеток после криоконсервирования выявляли по содержанию в 
цитоплазме клеток окрашенных включений и выражали в процентах по отношению к общему 
количеству клеток в образце после нагрева. Для выявления в клетках активности 3β- 
гидроксистероиддегидрогеназы проводили гистохимическое окрашивание (Benton et al., 1995). Для 
этого 1106 кл/мл инкубировались в 2,5 мл забуференного физиологического раствора (рН=7,4), 
содержащего 0,2 мг/мл нитросинего тетразолия, 1 мг/мл НАД и 0,12 мг/мл дегидроэпиандростерона, в 
течение 90 мин при 37C. Позитивно окрашенные клетки (ГСД(+)-клетки) имели фиолетовую окраску 
восстановленного тетразолия. Подсчет 3β-ГСД(+)-клеток осуществляли в поле зрения микроскопа и 
выражали в процентном соотношении к общему количеству клеток в образце. Статистическая 
обработка результатов проводилась с использованием однофакторного дисперсионного анализа и t-
критерия Стьюдента с помощью пакета программ Excel. Разницу показателей считали достоверной 
при значении р0,05. 

 
Результаты и обсуждение  
Криоконсервирование непременно приводит к повреждению части клеток. Поэтому для оценки 

эффективности криоконсервирования важным является определение количества жизнеспособных 
клеток. Существующие методы оценки жизнеспособности ядерных клеток основаны на таких 
параметрах, как наличие ядра, целостность клеточной мембраны и уровень функциональной 
активности. В данной работе для оценки жизнеспособности клеток использовали двойное 
окрашивание ФДА и ПИ. Накопление ФДА в цитоплазме является показателем целостности 
клеточной мембраны и метаболической активности клеток (Armour et al., 2008), а окрашивание ПИ 
свидетельствует о наличии ядра. Известно, что ПИ обладает способностью специфически 
окрашивать нуклеиновые кислоты (Jones, Senft, 1985), а использование глютарового альдегида 
облегчает доступ ПИ и обеспечивает его связывание с ДНК/РНК в клетках, сохранивших ядра. Исходя 
из этого, при использовании метода окрашивания флуоресцентными красителями, окрашивание ПИ 
проводили в присутствии фиксатора глютарового альдегида. Формирующаяся при этом красно-
зеленая флуоресценция может визуализироваться при помощи флуоресцентного микроскопа (Bachtel 
et al., 1999; Diaz, Pertega, 2004). 

Как видно из рис. 1, исходя из процентного соотношения ФДА/ПИ положительно окрашенных 
клеток в суспензии, относительно количества ФДА/ПИ положительно окрашенных клеток до 
замораживания (контроль), жизнеспособность клеток понижалась после криоконсервирования по 
всем программам. Однако наиболее выраженное падение жизнеспособности суспензии клеток было 
выявлено при использовании программ 5 (18,7%), 6 (17,9%), 7 (25,4%), 8 (9,6%). Наибольшее 
количество жизнеспособных клеток сохранилось при использовании программ 1 (51,4%), 2 (57,4%), 3 
(49,5%), 4 (51,5%). Следовательно, при криоконсервировании суспензии клеток надпочечников крыс 
необходимо использовать медленные (до 10°С/мин) скорости охлаждения. Замораживание с 
контролируемыми скоростями охлаждения более 10°С/мин и использование неконтролируемых 
скоростей охлаждения (прямое погружение в жидкий азот) значительно снижает показатели 
жизнеспособности клеток надпочечных желез крыс. 

Формирование цитоплазматических липидных капель в стероидпродуцирующих клетках 
надпочечников является неотъемлемым процессом. Они представляют собой скопление 
нейтральных липидов, обычно триглицеридов или холестериновых эфиров, которые используются 
как средство запасания энергии в организме или как депо холестерина для синтеза стероидных 
гормонов в случае со стероидогенными тканями (Renold, Cahill, 1965; Goldstein, Brown, 1977; 
Greenspan et al., 1985a, b; Dunn et al., 2009). 
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Рис. 1. Жизнеспособность клеток (по включению ФДА/ПИ) до (контроль) и после 

криоконсервирования по программам (1–8) 
* – различия достоверны по отношению к контролю, р<0,05. 
 
Для визуализации липидных включений в стероидпродуцирующих клетках и для определения 

их наличия после криоконсервирования использовали флуоресцентный краситель нильский красный. 
Данные, представленные на рис. 2, свидетельствуют о значительном снижении количества 

НК(+)-клеток после замораживания по программам 5 (26,7%), 6 (36,5%), 7 (33,7%), 8 (17,2%). 
Образцы, криоконсервированные по программам 1 (63,3%), 2 (63,9%), 3 (72,6%), 4 (68,3%), сохраняют 
количество НК(+)-клеток на уровне контрольных значений (64%). Таким образом, оценка 
функциональной активности клеток надпочечных желез крыс после криоконсервирования по 
количеству НК(+)-клеток показала, что достоверных отличий между контрольным значением и 
данными по этому показателю после замораживания по режимам с медленными контролируемыми 
скоростями охлаждения (до 10°С/мин) нет. В то время как режимы с быстрыми и неконтролируемыми 
скоростями охлаждения снижают этот показатель практически вдвое. 

 

 
Рис. 2. Количество клеток, включающих нильский красный до (контроль) и после 

криоконсервирования по программам (1–8) 
* – различия достоверны по отношению к контролю, р<0,05. 

 
Одним из методов оценки жизнеспособности стероидпродуцирующих клеток в суспензии 

является определение активности фермента 3β-ГСД. Этот фермент обеспечивает конверсию 
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прегненолона в прогестерон и характеризует функциональную активность стероидпродуцирующих 
клеток (Simard et al., 2005). Поэтому наличие позитивно окрашенных клеток, имеющих фиолетовую 
окраску восстановленного тетразолия, свидетельствует о сохранности стероидпродуцирующих клеток 
в суспензии. 

Как видно из рис. 3, сохранность 3β-ГСД-положительных клеток после криоконсервирования 
оставалась на уровне контрольных значений (42%) в случае замораживания по программам 1 
(47,6%), 3 (49,4%), 5 (43,8%), 6 (39,1%). Охлаждение суспензии по программам 7 (28,2%) и 8 (23,1%) 
привело к снижению количества 3β-ГСД-положительных клеток. В случае замораживания суспензии 
по программам 2 (56,6%) и 4 (50,9%) сохранность 3β-ГСД-положительных клеток по сравнению с 
контролем была достоверно выше. 

 

 
Рис. 3. Количество 3β-ГСД-положительных клеток до (контроль) и после 

криоконсервирования по программам (1–8) 
* – различия достоверны по отношению к контролю, р<0,05; 
# – различия достоверны по отношению к программам замораживания 1, 2, 3, 4, р<0,05. 

 
Таким образом, использование программ 2 и 4 для замораживания надпочечных желез крыс 

способствует сохранности наибольшего количества клеток, обладающих активностью 3β-ГСД(+), 
которая является одним из маркеров стероидпродуцирующих клеток. Учитывая представленные 
данные о влиянии скоростей охлаждения на сохранность и стероидогенный потенциал 
адренокортикоцитов взрослых крыс, можно предположить, что при довольно низких значениях общей 
сохранности клеток в суспензии конечный результат криоконсервирования при использовании 
программ 2 и 4 направлен на сохранение именно стероидпродуцирующих клеток в суспензии. 
Причем, при практически одинаковых показателях сохранности 3β-ГСД(+)-клеток в случае 
использования программ 2 и 4, предпочтение стоит отдавать именно более медленному охлаждению 
(1°С/мин) с использованием функции температурной инициации кристаллообразования (программа 2) 
по сравнению с режимом охлаждения с более высокой скоростью 10°С/мин (программа 4). Это 
связано с тем, что при более высоких скоростях охлаждения большая вероятность образования 
мелких зародышей кристаллов льда внутри клетки, которые на этапе нагрева за счет процесса 
рекристаллизации могут вызывать дополнительное повреждение клеток (Mazur, 1990; Maruyama, 
2007). Также при медленной скорости охлаждения за счет значительного переохлаждения 
увеличивается время экспозиции клеток в криоконсервирующем растворе до начала его 
кристаллизации. В случае большой чувствительности клеток к токсичности криопротектора это может 
привести к дополнительной потере клеток при замораживании. Медленное охлаждение с инициацией 
кристаллообразования дает более стабильную структуру и большую повторяемость результатов за 
счет исключения переохлаждения образцов, величина которого, как известно, имеет вероятностный 
характер и непостоянную величину. 

 
Выводы  
1. При криоконсервировании клеток надпочечных желез крыс предпочтительно использовать 

медленные скорости охлаждения. 
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2. Контролируемые скорости охлаждения до 10°С/мин позволяют получить более высокие 
показатели жизнеспособности (57,4%) и функциональной активности (72,6% НК(+)-клеток) клеток 
надпочечных желез крыс. 

3. Установлено, что при криоконсервировании суспензии клеток надпочечников скорости 
охлаждения оказывают селективное действие на сохранность именно стероидпродуцирующих клеток 
в суспензии. 

4. Для получения суспензии клеток надпочечников крыс, обогащенной стероидпродуцирующими 
ГСД(+)-клетками, предпочтительно использовать режим замораживания с медленным охлаждением 
(1°С/мин) и температурной инициацией кристаллообразования. 
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