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ГИДРОГЕЛЕВЫЕ МАГНИТНЫЕ МИКРОСФЕРЫ: ПРИМЕНЕНИЕ  
ДЛЯ МАГНИТНОЙ СЕПАРАЦИИ КЛЕТОК

Е.М. Ермоленко1, Ж.А. Ибрагимова1, Е.В. Ходосовская1, С.Е. Семерихина1, 
Т.С. Колесникова1, К.В. Лазнев2, Г.К. Жавнерко2, Б.Э. Кашевский3, В.Е. Агабеков2
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Иммуномагнитная сепарация становится стандартным и широко используемым методом вы-
деления клеток, субклеточных структур, биомолекул при биологических и медицинских исследова-
ниях, в клинической диагностике и терапии, трансплантационной медицине, анализе пищевых про-
дуктов, загрязнений окружающей среды [1–5]. Поверхность магнитных микросфер (ММС), приме-
няемых для магнитной сепарации клеток, должна обладать низкой способностью к неспецифиче-
скому связыванию с плазматической мембраной клетки и нести молекулы-лиганды, обеспечиваю-
щие селективное связывание ММС с клетками целевой популяции. Низкое неспецифическое связы-
вание обеспечивается модификацией поверхности ММС гидрофильными незаряженными полиме-
рами, такими как полиэтиленгликоль и полисахариды [4, 6, 7], а также наличием в среде белков, кон-
курирующих с ММС за связывание с клетками, таких как бычий сывороточный альбумин (БСА) [8]. 

Цель исследования: изучить и сравнить способности хитозановых и желатиновых ММС обе-
спечить сепарацию клеток CD4+ из суспензии мононуклеарных клеток (МНК) периферической кро-
ви с применением биотинилированных антител (АТбиот.) к CD4+.

Материалы и методы. Были синтезированы гидрогелевые микросферы на основе сшитых глу-
таральдегидом хитозана или желатина, содержащие в качестве магнитного материала наночастицы 
магнетита. Поверхность ММС была функционализована путем ковалентной иммобилизации стреп-
тавидина (СА). Сопоставлена способность ММС обеспечить сепарацию клеток CD4+ из суспензии 
мононуклеарных клеток (МНК) периферической крови с применением биотинилированных антител 
(АТбиот.) к CD4+. Также сопоставлена эффективность двух протоколов сепарации: в одном ММС 
были проинкубированы с АТбиот. перед добавлением в культуру клеток («(клетки+АТ)+ММС»); в 
другом клетки обрабатывали АТбиот., а затем добавляли ММС («клетки+(АТ+ММС)»).

Наночастицы магнетита. Монодисперсные частицы магнетита размером около 10 нм получа-
ли методом соосаждения оксидов двух- и трехвалентного железа из их солей под действием избытка 
щелочи [9]. Смешивали 10%-е водные растворы FeSO4•7Н2О (подкисленный) и FeCl3•6Н2О. Моль-
ное отношение Fe(II):Fe(III) в смеси составляло 1,1:2,0. 500 мкл приготовленного раствора быстро 
добавляли к 200 мкл 25% раствора аммиака при интенсивном механическом перемешивании, после 
чего инкубировали при 60 °С 10 минут. Осадок несколько раз отмывали дистиллированной водой.

Магнитные жидкости (МЖ). Смешивали 1 часть осадка магнетита и 9 частей 5% раствор же-
латина, обрабатывали ультразвуком (УЗ). Доводили pH до 9, добавляя 1М NaOH.

Смешивали 4 части осадка магнетита, 1 часть ледяной уксусной кислоты и 35 частей 0,75% рас-
твора хитозана в 1% уксусной кислоте, обрабатывали УЗ. Магнитные микросферы. Готовили сшиваю-
щий раствор: смешивали растворы глутаральдегида (ГА) 50% и СaCl2 2M в соотношении 1:1.
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Готовили сшивающий буфер: NaCl 0,5М, ГА 15%, NanH3-nPO4 0,2М, pH7.
Готовили отмывочный буфер pH7: NaCl 0,5М, NanH3-nPO4 0,2М, pH7.
Готовили отмывочный буфер pH9: NaCl 0,5М, NanH3-nPO4 0,2М, pH9.
К 2400 мкл раствора ИО/ПАВ добавляли 300 мкл желатиновой или хитозановой МЖ, переме-

шивали диспергатором 5 минут. Давали эмульсии отстояться, отбирали супернатант.
К 2400 мкл раствора ИО/ПАВ добавляли 150 мкл сшивающего раствора, обрабатывали УЗ.
Смешивали эмульсии МЖ и сшивающего раствора, перемешивали 30 минут. Отмывали 1 раз в 5% 

растворе ГА в этаноле, 1 раз в отмывочном буфере pH 7. Ресуспендировали в 3 мл сшивающего буфера, 
перемешивали 1 час, инкубировали ночь. Сшитые ММС трижды отмывали отмывочным буфером pH 7. 

Иммобилизация СА, нейтрализация альдегидных групп, конверсия шиффовых оснований. 
Непосредственно после сшивки ГА и отмывки ММС осаждали, удаляли супернатант, ресуспенди-
ровали до концентрации 109/мл в фосфатно-солевом буфере (ФСБ) рН 9, содержащем 160 мкг/мл 
СА, инкубировали в течение ночи. Дважды отмывали 0,1М TRIS-буфером pH9, ресуспендировали 
в буферном растворе NaBH4 (0,5 М NaCl, 0,2М NanH3-nPO4, 1% m/V NaBH4, pH9), инкубировали 2 
часа, дважды отмывали ФСБ.

Магнитная сепарация «клетки+(АТ ММС)». Готовили сепарационную среду (СС): ФСБ pH 7,4 
с добавками 0,2% бычьего сывороточного альбумина (БСА) и 2 мМ ЭДТА.

ММС (108) инкубировали 4 часа в 1 мл ФСБ с добавкой 10 мкг АТбиот анти-CD4, трижды от-
мывали ФСБ с добавкой 1% БСА.

МНК (106) в 50 мкл СС переносили в эппендорф с предварительно осажденными ≈107 ММС-
антиCD4 (контроль — ММС, не прошедшие инкубации с анти-CD4), ресуспензировали. Инкубиро-
вали 20 мин при 4 °С, доводили объем среды до 1 мл и трижды подвергали сепарации на магнитной 
колонке, каждый раз ресуспензируя осадок в 1 мл СС. Экспериментальный образец колонки был 
предоставлен ИТМО НАНБ. 

Магнитная сепарация «(клетк + АТ) + ММС». 2∙107 мононуклеарных клеток периферической 
крови ресуспензировали в 1,5 мл CC, добавляли 10 мкл раствора, содержащего 1 мкг АТбиот анти-
CD4 (контроль — 10 мкл ФСБ), инкубировали 20 минут при 4 °С. Клетки осаждали на центрифу-
ге, отмывали СС, ресуспендировали в 2,5 мл СС. Смешивали аликвоту 500 мкл обработанных АТ-
биот клеток и 500 мкл суспензии ММС (соотношение ММС:клетки≈1:10), инкубировали 20 минут и 
трижды подвергали сепарации на магнитной колонке, каждый раз ресуспензируя осадок в 1 мл СС.

Оценка результатов магнитной сепарации. Клетки подсчитывали в камере Горяева. Выход 
клеток нормировали к коммерческому аналогу — MagCellect Streptavidin Ferrofluid. О специфично-
сти судили косвенно — по соотношению количеств клеток, выделенных с ММС в присутствии и в 
отсутствие АТ.

Результаты и их обсуждение. Хитозановые и желатиновые ММС, ковалентно сшитые ГА, были 
стабильны в воде и сепарационной среде. При хранении в воде в течение 60 дней при 4 °С не теряли 
магнитный материал (оценка по цвету супернатанта после осаждения ММС) и не проявляли тенден-
ции к разбуханию. Распределение по размеру было узким: полидисперсность ≈0,1 (рисунок 1).

                 а         б
Рисунок 1. СЭМ-изображения ММС
а — желатиновые; б — хитозановые
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Содержание магнетита в микросферах составляло ≈3% (по данным измерения намагниченно-
сти в магнитном поле). ММС проявляли суперпарамагнитные свойства: остаточной намагниченно-
сти отмечено не было, кривые намагничивания и размагничивания совпадали; в водной среде ММС 
были дисперсны и не образовывали агрегатов , в отличие от ферромагнитных частиц (рисунок 2).

                           а           б
Рисунок 2. Подтверждение суперпарамагнитных свойств ММС

а — Кривая намагничивания концентрированного образца суспензии хитозановых ММС  
при увеличении и уменьшении поля; б — желатиновые ММС в водной среде

Модификация поверхности СА подтверждена методом люминесцентной микроскопии с при-
менением биотин-4-флуоресцеина (рисунок 3).менением биотин-4-флуоресцеина (рисунок 3).

                       а         б
Рисунок 3. Флуоресценция биотин-4-флуоресцеина на пектинатно-желатиновых ММС. 

а — образец, проинкубированный с СА; б — образец, проинкубированный без СА

При магнитной сепарации выход клеток у образца, показавшего лучшие результаты, (2-й об-
разец на рисунке 4) составил 27% от достигнутого с коммерческим аналогом при специфичности 
около 75%. Существенных отличий между протоколами «(клетки + АТ) + ММС» и «клетки + (АТ + 
ММС)» по эффективности сепарации отмечено не было.

Хитозановые ММС в обоих протоколах показали лучшие результаты, чем желатиновые.
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Рисунок 4. Эффективность и специфичность сепарации клеток CD4+, нормированных  

к коммерческому аналогу

Выводы:
Синтезированы и функционализованы стрептавидином магнитные микросферы (ММС) на 

основе сшитых глутаральдегидом хитозана или желатина. Сравнивали их способность обеспечить 
сепарацию клеток с применением биотинилированных антител к CD4. Сопоставлена эффектив-
ность двух протоколов сепарации:

1. По результатам сепарации существенных различий между данными протоколами (в одном 
ММС были проинкубированы с антителами перед добавлением в культуру клеток («(клетки + АТ) 
+ ММС»); в другом — клетки обрабатывали антителами, а затем добавляли ММС («клетки + (АТ + 
ММС)»)отмечено не было. 

2. Хитозановые ММС в обоих протоколах показали лучшие результаты, чем желатиновые. 

HYDROGEL MAGNETIC MICROSPHERES:  
APPLICATION FOR IMMUNOMAGNETIC CELL SEPARATION

E.M. Ermolenko1, J.A. Ibragimova1, S.E. Semerikhina1, E.V. Hodosovskaya1, T.S. Kolesnikova1,  
K.V. Laznev, G.K. Zhavnerko, B.E. Kashevsky, V.E. Agabekov

Magnetic microspheres (MMS) composed of chitosan or gelatin cross-linked with glutaraldehyde 
were synthesized and functionalized with streptavidin. Their abilities to provide separation of cells with 
biotinylated antibodies to CD4 were compared. Also the performances of the two protocols of separation 
briefly termed as «(cells + AT) + MMS» and «cells + (AT + MMC) «were compared. No significant 
difference between these protocols was observed. In both protocols, chitosan MMS performed better than 
gelatin MMS. With the best sample, cell yield was 27% compared to a commercial counterpart; specificity 
was about 75%.
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 СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ФЕНОТИПА И МОРФОЛОГИИ 3D И 2D КЛЕТОЧНЫХ 
КУЛЬТУР МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК ЧЕЛОВЕКА

E.M. Ермоленко, Ж.А. Ибрагимова, М.П. Потапнев, Т.С. Колесникова, А.В. Гончарик
Белорусский Государственный медицинский университет

 В последнее десятилетие в связи с бурным развитием фундаментальных исследований в об-
ласти биологии открылись перспективы регенеративной медицины, основанной на использовании 
МСК (мезенхимальных стволовых клеток) самостоятельно или в составе биоинженерных конструк-
ций (на различных 2D или 3D матриксах) [1, 2, 3]. 

В то время как внимание многих исследователей сконцентрировано на изучении влияния на 
МСК растворимых химических факторов, немаловажное значение имеет изучение использования 
3D материалов [4, 5]. В настоящее время проводятся многочисленные исследования различных ор-
ганических и неорганических соединений с целью создания биосовместимых матриц, на основе ко-
торых можно культивировать и трансплантировать клетки (в том числе, стволовые) [6]. В частно-
сти известно, что гели альгината кальция могут быть использованы для инкапсуляции и регулируе-
мой дифференцировки МСК [7].

При приготовлении тканевых трансплантатов необходимо наращивание клеточной биомассы 
in vitro, а также поддержание стабильного фенотипа клеток при их культивировании. Важным мо-
ментом является выбор материала для приготовления трансплантата. В своем исследовании мы ис-
пользовали в качестве матрикса альгинатный гель.

Цель исследования: изучить влияние различных способов культивирования (в монослое — 
2D и в альгинатном геле — 3D) на фенотип и жизнеспособность мезенхимальных стволовых клет-
ки жировой ткани человека.

Объект исследования: мезенхимальные стволовые клетки жировой ткани человека, альги-
натный матрикс.

Материалы и методы. Получение мезенхимальных стволовых клеток из жировой ткани. Липоа-
спират промывали раствором фосфатно-солевого буферного раствора с антибиотиками. После чего жи-
ровую ткань подвергали ферментированию раствором коллагеназы 0,075%. Выделенную клеточную 
фракцию отмывали в растворе ростовой среды DMEM c добавление 2% эмбриональной телячьей сыво-
ротки и антибиотиков, после чего клетки высевали на культуральный пластик и культивировали на пи-
тательной среде DMEM с 10% эмбриональной телячьей сыворотки, 10мМ L-глутамина, антибиотиками.

Приготовление альгинатных матриксов. Для приготовления альгинатного раствора соль (в/о) 
(low viscosity, Sigma) растворяли в физиологическом растворе или культуральной среде (DMEM/
F12, Lonza) на водяной бане при 37 °С в течение 30 минут.

Для приготовления альгинатных матриксов клетки были сняты с поверхности культуральных 
флаконов раствором трипсина\ЭДТА (Invitrogen). Количество клеток было подсчитано в камере Го-
ряева, жизнеспособность оценена с помощью раствора трипанового синего 0,1% (Sigma), после чего 
клетки равномерно распределяли в объеме раствора.

Для полимеризации раствора альгината натрия использовали растворы, содержащие разные 
концентрации ионов кальция.

Культивирование инсталлированных в матриксный носитель МСК ЖТ. В течение всего пери-
ода культивирования (14 суток) в 3D-матриксе микроскопически исследовалась морфология и про-
лиферация МСК. Исследование проводилось с использованием микроскопа Olympus IX 51 и про-
граммы Olympus DP-Soft.

Оценка жизнеспособности инсталлированных в матриксный носитель МСК ЖТ. 
Жизнеспособность клеток (ЖСП) оценивали с помощью окрашивания и подсчета клеток в 0,1% 
растворе трипанового синего. Клетки извлекали из альгинатного матрикса путем деполимеризации 


