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Введение . Инкапсуляция в альгинатный гель широко применяется в биомедицинских исследованиях для защиты клеток от ме-
ханического воздействия и контакта с иммунной системой реципиента. Применение альгината для пересадки биомедицин-
ских клеточных продуктов человеку налагает высокие требования к стерильности конечного продукта. С целью подбора 
оптимального протокола инкапсуляции клеток для дальнейшего применения in vitro или трансплантации заключенных в аль-
гинатный гель клеток необходимо изучить, как процессы стерилизации влияют на такие характеристики получаемого геля, 
как способность к поддержанию жизнеспособности и клеточной пролиферации.
Цель исследования – сравнительное изучение влияния ультрафиолетового излучения и автоклавирования на биологические 
свойства альгинатного геля.
Материалы и методы . Клетки культуры MOLT-4 были заключены в бусины из 1, 2 и 4 % альгината в концентрации 
0,75 × 106 кл / мл. На 8-е сутки культивирования проводилось измерение размера колоний и определение жизнеспособности 
клеток в автоматическом клеточном счетчике.
Результаты . Площадь колоний для всех вариантов концентрации альгинатного геля оказалась достоверно выше для геля, 
стерилизованного обработкой ультрафиолетовыми лучами, по сравнению с автоклавированием. Разница в размерах колоний 
для 2 способов стерилизации альгината оказалась достоверной при принятом уровне значимости для всех вариантов концен-
траций геля (α = 0,05, df = 198, t = 1,972). При этом в вариантах опыта существенных отличий в количестве жизнеспособ-
ных клеток после растворения альгината не отмечено.
Заключение . Cтерилизация автоклавированием приводит к подавлению пролиферации заключенных в него клеток и не может 
быть рекомендована для применения в протоколах подготовки альгинатных капсул с заключенными в них клетками для куль-
тивирования in vitro и in vivo.
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Introduction . Alginate gel encapsulation is widely used in biomedical research to protect cells from mechanical stress and contact with 
the recipient’s immune system. The use of alginate for transplanting biomedical cellular products to humans imposes high requirements 
on the sterility of the final product. To select the optimal protocol for cell encapsulation for further in vitro use or transplantation of cells 
enclosed in an alginate gel, it is necessary to study how sterilization processes affect such characteristics of the obtained gel as the ability 
to maintain cell viability and proliferation.
The purpose of the study was to compare the effect of ultraviolet radiation and autoclaving on the biological properties of alginate gel.
Materials and methods . MOLT-4 culture cells were encapsulated in 1, 2 and 4 % alginate beads at a concentration of 0.75 × 106 cells / ml. 
On the eighth day of cultivation, we measured the size of the colonies and determined the viability of the cells in an automatic cell counter.
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Results . The colony area for all variants of the concentration of alginate gel was significantly higher for a gel sterilized by UV treatment 
compared with autoclaving. The difference between the colony sizes for the two methods of alginate sterilization was significant at the accep-
ted level of significance for all variants of gel concentrations (α = 0.05, df = 198, t = 1.972). Moreover, the number of viable cells after 
dissolution of alginate did not significantly differ between the experimental variants.
Conclusion . Thus, autoclaving sterilization leads to proliferation retardation of encapsulated cells and cannot be recommended for use 
in protocols for the preparation of alginate capsules with encapsulated cells for in vitro and in vivo cultivation.
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Введение
Развитие медицины сопровождается ростом по-

требности в биомедицинских клеточных продуктах – 
аутологичных или аллогенных клетках человека 
или животных, замещающих недостающую функцию 
организма или продуцирующих биологически актив-
ные вещества in situ. В частности, интенсивные ис-
следования ведутся в области трансплантации клеток 
островков Лангерганса, секретирующих инсулин, 
для замещения функции поджелудочной железы при 
диабете [1, 2] и гепатоцитов для компенсации пече-
ночной недостаточности различной этиологии [3]. 
Трансплантация биомедицинских клеточных продук-
тов – перспективное направление в онкологии. При-
менение модифицированных стволовых клеток, про-
дуцирующих противоопухолевые вещества или 
транс формирующих пролекарства до активной формы, 
уже позволило добиться прогресса в борьбе с рядом 
онкологических заболеваний [4, 5]. Во всех случаях 
при трансплантации аллогенных клеток остро встает 
проблема продления жизни пересаженных клеток 
в организме реципиента. Для решения этой задачи 
используют заключение клеток в различные матрик-
сы, в которых чужеродные клетки защищены от вза-
имодействия с иммунной системой при сохранении 
их нормального функционирования. Одним из наи-
более популярных компонентов матрикса для ин-
капсуляции клеток является альгинат – получаемый 
из водорослей полисахарид, образующий гель при 
взаимодействии с двухвалентными ионами. Гель об-
ладает высокой механической и химической стабиль-
ностью, из-за отсутствия специфических ферментных 
систем он медленно разрушается в организме чело-
века. Образуемые в альгинатном геле поры имеют 
достаточный размер для транспорта белковых молекул 
и обеспечения заключенных в гель клеток питатель-
ными веществами и кислородом, но они непроница-
емы для клеток иммунной системы [6]. Применение 
технологии инкапсуляции в альгинат позволило до-
биться увеличения жизнеспособности модифициро-
ванных клеток, вырабатывающих биотерапевтические 
молекулы, при трансплантации животным-опухоле-
носителям, а также выраженного эффекта экспери-

ментальной терапии на моделях глиомы [7] и мела-
номы [8, 9].

Применение альгинатных гелей в культуре клеток 
и в трансплантации биомедицинских клеточных про-
дуктов налагает высокие требования к стерильности 
конечного продукта. Основные способы стерилиза-
ции альгината, применяемые в лабораторных усло-
виях, – облучение ультрафиолетовым (УФ) светом 
порошка альгината или автоклавирование готового 
раствора. Оба эти воздействия приводят к поврежде-
нию молекул альгината и росту количества низкомо-
лекулярных фрагментов в его составе, что отражает-
ся на вязкости раствора и способности к образованию 
геля [10]. Тем не менее неизвестно, какой из 2 способов 
стерилизации альгината более предпочтителен, по-
скольку до конца не исследовано влияние измененных 
физических и химических свойств геля на пролифе-
ративную способность клеток, заключенных в гель.

Цель исследования – сравнительное изучение 
влияния 2 способов стерилизации альгината на про-
лиферацию и жизнеспособность заключенных в гель 
клеток Т-лимфобластной лейкемии человека MOLT-4 
для подбора оптимальных протоколов для культиви-
рования in vitro и трансплантации заключенных в аль-
гинатный гель клеток.

Материалы и методы
Для исследования были подготовлены 8 % раст-

воры альгината натрия (W201502, Sigma-Aldrich, США) 
в DPBS (Биолот, Россия) в 2 вариантах. В 1-м ва-
рианте готовый раствор нестерильного порошка аль-
гината подвергали автоклавированию путем выдер-
живания при 121 °С и давлении водяного пара 210 кПа 
в течение 15 мин. Во 2-м варианте раствор приготов-
ляли путем растворения в стерильном буфере DPBS 
порошка альгината, предварительно стерилизован-
ного воздействием УФ-лучей. Стерилизация альги-
ната проводилась следующим образом: сначала тон-
кий слой порошка подвергали облучению УФ-лучами 
в течение 30 мин в стерильном боксе, затем под той же 
лампой порошок переносили в бутыль.

клеточные линии и условия культивирования. Кле-
точная линия Т-лимфобластной лейкемии человека 
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MOLT-4 была получена из ФГБУН «Институт цито-
логии РАН». Культивирование клеток проводили на 
среде RPMI 1640 (Gibco, США) с добавлением 10 % FBS 
(Биолот, Россия) без антибиотиков. Для эксперимента 
клетки были отобраны из суспензии, подсчитаны и ре-
суспендированы в среде культивирования до концен-
трации 1,5 × 106 кл / мл. Далее выполняли смешивание 
полученной клеточной суспензии и предварительно 
прогретых на водяной бане до 37 °С стерилизованного 
одним из двух исследуемых способов 8 % раствора 
альгината и стерильного DPBS в необходимых пропор-
циях для получения рабочих растворов с концентра-
цией клеток 0,75 × 106 кл / мл и 1, 2 и 4 % концентра-
циями альгината. Для получения альгинатных бусин 
растворы альгината с клетками медленно продавли-
вали при помощи шприца через иглу диаметром 30G 
в 50 мM раствор CaCl

2
 и выдерживали в нем 5 мин 

при комнатной температуре до отвердения геля. Далее 
полученные альгинатные бусины дважды отмывали 
в стерильном DPBS и помещали в среду культивиро-
вания. В каждую лунку 12-луночного планшета было 
помещено всего по 20 бусин. Для каждого варианта 
опыта было заложено по 6 лунок. Культивирование 
альгинатных бусин с заключенными клетками MOLT-4 
проводили при 37 °С и 5,5 % СО

2
. Замену среды куль-

тивирования вы полняли каждые 2 дня.
измерения и статистический анализ. На 8-й день 

культивирования производили фотографирование 
лунок в проходящем свете для получения репрезен-
тативных серий изображений образующихся колоний 
MOLT-4. Далее при помощи программы ImageJ на по-
лученных изображениях определяли среднюю пло-
щадь колоний. Было проведено измерение площади 
100 колоний для каждого варианта опыта. По окон-
чании эксперимента на 8-е сутки культивирования 
альгинат растворяли путем выдерживания бусин в 60 мМ 
растворе цитрата натрия в течение 10 мин. Высво-
божденные таким образом клетки дважды отмывали 
в среде культивирования, после чего на автоматиче-
ском счетчике клеток EVE (NanoEnTek, Южная Ко-
рея) определяли их жизнеспособность в 3 техниче-
ских повторах на лунку, из которых затем вычисляли 
среднее значение. Сравнение средних значений пло-
щади колоний и доли жизнеспособных клеток для всех 
вариантов опыта проводили с применением 
t-критерия Стьюдента в программе Statistica.

Результаты и обсуждение
Результаты исследования показали, что оба способа 

стерилизации альгината эффективны в плане поддержа-
ния стерильных условий культивирования клеточных 
линий. На всем протяжении эксперимента признаков 
микробной контаминации культур клеток, заключенных 
в альгинатные бусины, не выявлено, несмотря на отсут-
ствие антибиотиков в среде культивирования.

Деление клеток и образование колоний наблю-
дались во всех образцах начиная с 3-го дня куль-
тивирования. На 8-е сутки культивирования стала 
заметна разница в форме колоний в образцах с раз-
личной концентрацией альгината, которая просле-
живалась как в вариантах, стерилизованных авто-
клавированием, так и в подвергнутых обработке 
УФ-лучами. В 1 % альгинатном геле колонии были 
симметричными, имели округлую форму и довольно 
рыхлую поверхность, на которой можно было разли-
чить контуры отдельных клеток (рис. 1а, б). По мере 
увеличения концентрации альгината колонии MOLT-4 
становились более вытянутыми, асимметричными, 
их поверх ность становилась более гладкой. Так, при 
2 % концентрации геля колонии чаще имели бобо-
видную или эллипсовидную форму (рис. 1в, г), а при 
4 % концентрации альгината колонии могли иметь 
дисковидную или сигарообразную форму (рис. 1д, е).

Наблюдаемое изменение формы колоний может 
быть связано с увеличением плотности геля при воз-
растании концентрации альгината. При этом клетки 
испытывают большее механическое сдавливание, 
которое тем не менее неравномерно по различным 
направлениям роста колоний, что приводит к преи-
мущественному делению клеток в направлении наи-
меньшей плотности среды и, соответственно, появ-
лению асимметричных колоний.

По результатам измерения площади колоний 
MOLT-4 можно заключить, что стерилизация готового 
раствора автоклавированием приводит к значитель-
ному уменьшению размера колоний, статистически 
значимых при всех использованных концентрациях 
альгината (рис. 2).

Значения критерия Стьюдента при попарном 
сравнении средних показателей площади колоний, 
полученных в автоклавированном и облученном УФ 
альгинате, составили: t = 6,375 для 1 % (число степе-
ней свободы df = 198), t = 8,016 для 2 % (df = 198), 
и t = 16,248 для 4 % геля (df = 198). Полученные зна-
чения критерия превышали критическое значение при 
уровне значимости α = 0,05 и количестве степеней 
свободы df = 198 (t

критическое 
= 1,972). Таким образом, 

разница между размерами колоний для 2 способов 
стерилизации альгината оказалась достоверной при 
всех вариантах концентрации геля. При этом суще-
ственных отличий в вариантах опыта в количестве 
жизнеспособных клеток после растворения альгина-
та не отмечено. При попарном сравнении средних 
значений доли жизнеспособных клеток, культивиро-
ванных в автоклавированном и облученном УФ аль-
гинате, значения критерия Стьюдента не превысили 
критическое значение для уровня значимости α = 0,05 
и количества степеней свободы df = 4 для всех вари-
антов концентраций геля (t

критическое 
= 2,776) (см. таб-

лицу).
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Известно, что как обработка высокими температу-
рами, так и УФ-облучение приводят к частичному раз-
рушению молекул альгината. Причем данное явление 
оказалось наиболее выраженным именно при автокла-
вировании готового раствора [10]. В исследовании 
E. Hodder и соавт. [10] также было показано, что сами 
по себе продукты разложения альгината не обладают 
цитостатическим действием при культивировании кле-
ток в присутствии раствора альгината. Однако по ре-
зультатам нашего исследования можно сделать вывод, 

что цитостатическое действие может проявляться 
при заключении клеток в альгинатный гель. Мы свя-
зываем это с возможным уменьшением размера и ко-
личества пор в готовом геле, приводящим к замедлению 
скорости поступления питательных веществ и кисло-
рода к клеткам, что приводит к подавлению клеточной 
пролиферации. Для проверки данного предположения 
требуются дополнительные исследования физических 
свойств альгинатного геля, подвергнутого различным 
способам стерилизации.

рис. 1. Форма колоний культуры MOLT-4 в зависимости от способа стерилизации и концентрации альгината: а – 1 % гель, стерилизация 
автоклавированием; б – 1 % гель, стерилизация УФ-облучением; в – 2 % гель, стерилизация автоклавированием; г – 2 % гель, стерилизация 
УФ-облучением; д – 4 % гель, стерилизация автоклавированием; е – 4 % гель, стерилизация УФ-облучением. ×200

Fig. 1. The shape of the MOLT-4 culture colonies depending on the sterilization method and the concentration of alginate: a – 1 % gel, sterilization by 
autoclaving; б – 1 % gel, sterilization by ultraviolet; в – 2 % gel, sterilization by autoclaving; г – 2 % gel, sterilization by ultraviolet; д – 4 % gel, 
sterilization by autoclaving; e – 4 % gel, sterilization by ultraviolet. ×200
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Заключение
Таким образом, стерилизация готового раствора 

альгината автоклавированием приводит к замедлению 
роста колоний, образуемых заключенными в него 
клетками. Поэтому данный способ стерилизации 

таблица 1. Доля жизнеспособных клеток в альгинатных гелях 
на 8-е сутки культивирования в зависимости от концентраций 
и способов стерилизации альгината

Table 1. The proportion of viable cells in alginate gels on the eighth day of 
cultivation, depending on alginate concentrations and sterilization methods

концентра-
ция альгина-

та, % 
alginate 
concen-

tration, %

доля жизнеспособных 
клеток, % 

Cell viability proportion,  %
t** df***

автоклави-
рование 

autoclaving

Ультра фиолет 
ultraviolet

1 91,5 ± 2,6* 90,6 ± 1,4 0,599 4

2 90,8 ± 1,64 93,6 ± 1,6 2,395 4

4 90,6 ± 1,36 92,5 ± 1,3 1,96 4

*Значение доли приведено как среднее значение ± 0,95 
доверительный интервал; **значение критерия Стьюден-
та при сравнении средних значений доли; ***количество 
степеней свободы 
*Proportion is given as mean value, ± 0.95 confidence interval; **Stu-
dent’s criterion when comparing mean proportion value; ***degrees  
of freedom

рис. 2. График средних значений площади колоний MOLT-4 в зависи-
мости от концентраций и способов стерилизации альгината

Fig. 2. A plot of the average area of MOLT-4 colonies versus alginate 
concentration and sterilization methods
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в протоколах подготовки альгинатных капсул для 
культивирования in vitro и in vivo следует применять 
с осторожностью, и рекомендуется по возможности 
заменять автоклавирование на более щадящие про-
цедуры.
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