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Инкапсуляция клеток в микросферы из
природных и синтетических гидрогелей на�
ходит все более широкое применение в био�
технологии, тканевой инженерии, транс�
плантологии, а также при решении ряда
теоретических задач клеточной биологии
[1–3]. 

Материалы для инкапсуляции должны
обладать низкой токсичностью, способно�
стью к формированию определенных физи�
ко�химических структур, обеспечивающей
иммобилизацию клеток, транспорт к ним
питательных веществ и выведение продук�
тов распада, а также поддержание жизне�
способности и функциональной активности
клеток при культивировании [4, 5].

Среди веществ природного происхожде�
ния, используемых для инкапсуляции жи�
вых клеток, одно из первых мест занимает
альгинат — линейный полисахарид, состоя�
щий из 1�4�связанных остатков бета�D�ман�
нуроновой и альфа�L�гулуроновой кислот,
который получают из бурых водорослей. В
присутствии двухвалентных ионов растворы
альгината образуют пористый гидрогель, об�
ладающий определенной механической

прочностью, биосовместимостью и способ�
ностью деградировать в организме без обра�
зования токсических продуктов. Альгинат�
ные гидрогели позволяют диффундировать
кислороду, питательным веществам, сиг�
нальным молекулам, но препятствуют диф�
фузии молекул с молекулярной массой свы�
ше 100 кДа, например иммуноглобулинов,
что обеспечивает иммуноизоляцию и выжи�
вание биообъектов, заключенных в эти гид�
рогели, при имплантации. Такие свойства
альгинатных гидрогелей позволили успеш�
но использовать их для инкапсуляции ост�
ровков поджелудочной железы [6], хондро�
цитов [7], гепатоцитов [8], сперматозоидов
[9], ооцитов [10], генетически модифициро�
ванных фибробластов [11], эмбриональных
стволовых клеток [12] и др. Однако до насто�
ящего времени не разработаны единые стан�
дартизированные протоколы заключения
клеток в альгинатные микросферы.

Мезенхимальные стромальные клетки
(МСК) характеризуются уникальной способ�
ностью к самообновлению и мультилиней�
ной дифференцировке в клетки костной,
хрящевой, мышечной, жировой и соедини�
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Описано устройство и определены условия для получения альгинатных микросфер. Обсуждаются методы
оценки жизнеспособности клеток в составе альгинатного гидрогеля. Установлено, что процедура инкапсуляции
не оказывает существенного влияния на жизнеспособность мезенхимальных стромальных клеток (МСК) чело�
века. Показано, что после 8�дневного культивирования в составе альгинатных микросфер клетки сохраняют
жизнеспособность и метаболическую активность, что, однако, сопровождается приостановкой пролиферации.
После высвобождения из альгинатных микросфер МСК способны адгезировать на поверхность культурального
пластика и вступать в пролиферацию. Полученные результаты свидетельствуют о биосовместимости альгинат�
ного гидрогеля как материала для инкапсуляции МСК. Таким образом, МСК, инкапсулированные в альгинат�
ные микросферы, могут быть использованы в клеточных технологиях и тканевой инженерии. 
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тельной ткани in vivo и in vitro под действи�
ем определенных сигнальных веществ [13].
В настоящее время дискутируется способ�
ность МСК дифференцироваться в клетки не
мезодермального происхождения, такие как
гепатоциты [14] и нервные клетки [15]. МСК
не экспрессируют гемопоэтические маркеры
и являются позитивными по CD 105, CD10,
CD13, CD 90, STRO�1. МСК могут быть изо�
лированы из различных источников, таких как
костный мозг, жировая и мышечная ткань,
кожа, надкостница. Эти клетки отличаются
высоким пролиферативным потенциалом, хо�
рошо адгезируют на культуральный пластик,
демонстрируют фибробластоподобную морфо�
логию при культивировании в монослое.

Благодаря своим свойствам МСК явля�
ются перспективным объектом для тканевой
и клеточной инженерии, а также регенера�
тивной медицины и трансплантологии [16].
Однако особенности инкапсуляции МСК
и их свойства при культивировании в мик�
росферах остаются малоизученными. 

Целью настоящей работы явилось опре�
деление условий заключения фетальных
стромальных клеток в альгинатные микро�
сферы и изучение состояния инкапсулиро�
ванных клеток при культивировании.

Материалы и методы

В работе использовали альгинат натрия
(АН) с высоким содержанием маннуроновой
кислоты и с низкой вязкостью (250 cps;
Sigma, США). Перед началом работы раство�
ры альгината натрия стерилизовали путем
автоклавирования. 

При подборе условий получения альги�
натных микросфер варьировали концентра�
ции раствора альгината натрия в пределах
от 0,5 до 2% и хлорида кальция от 1,1 до
2%. Форму микросфер, полученных при
различных условиях, оценивали визуально.

В качестве клеток для инкапсуляции ис�
пользовали МСК фетальных тканей челове�
ка 4–8 пассажа, выделенных как описано
в работе [17].

Клетки культивировали в монослое в куль�
туральных сосудах с площадью поверхности
25 см2 (NUNC) в среде α�MEM (Sigma, США),
дополненной 15%�й эмбриональной сыворот�
кой крупного рогатого скота (Биолот), 100 Ед
пенициллина, 100 мкг стрептомицина, при
37 °С, 95% влажности в атмосфере с 5% СО2.

При заполнении непрерывным слоем
культуры 60–70% поверхности культураль�
ного сосуда клетки снимали с субстрата с по�
мощью смеси трипсин�версена (1:4) по стан�

дартной методике [18] и пересевали в соот�
ношении 1:2. Замену питательной среды
производили через каждые 3�е суток. 

Перед инкапсуляцией клетки снимали
как описано выше, осаждали путем центри�
фугирования при 700 об/мин в течение 5 мин,
промывали средой, содержащей 0,15 М NaCl
и 25 мМ HEPES (рН 7,4), и ресуспендирова�
ли в растворе альгината натрия. Получен�
ную суспензию с концентрацией 1,2–1,6·106

клеток/мл помещали в стерильный шприц
объемом 2 мл и с помощью специально скон�
струированной насадки распыляли в раст�
вор, содержащий CaCl2. Альгинатные мик�
росферы с клетками оставляли в растворе
CaCl2 на 10 мин для полимеризации, после
чего проводили ступенчатую отмывку от из�
бытка ионов кальция раствором, содержа�
щим 0,15 М NaCl и 25 мМ HEPES. Микро�
сферы с клетками культивировали в лунках
24�луночного планшета (NUNC) в тех же ус�
ловиях, что и монослойные культуры.

В некоторых экспериментах осуществля�
ли деполимеризацию альгината. Для этого
микросферы помещали в раствор, содержа�
щий 0,15 М NaCl и 50 мМ ЭДТА, и интенсив�
но встряхивали на вортексе. Полученные
после растворения альгинатных микросфер
клетки отмывали от ЭДТА, переводили
в культуральную среду и культивировали
в лунках 24�луночного планшета. Подсчет
количества клеток проводили в камере Го�
ряева. 

Жизнеспособность клеток оценивали по
окрашиванию трипановым синим (ТС) и по
комбинированному окрашиванию флуорес�
центными красителями флуоресцеин диаце�
татом (ФДА) и этидиум бромидом (ЭБ) [19].
Микросферы с клетками, окрашенными
флуоресцентными красителями, анализиро�
вали с помощью конфокального сканирую�
щего микроскопа с аргонным лазером Carl
Zeiss Meta LSM 510. Каждую микросферу
сканировали по стандартной конфокальной
методике [20], чтобы получить ряд слоев,
каждый из которых соответствовал 10 мкм
микросферы. С помощью приложения LSM
Image Examiner производили сложение слоев
и экспорт полученного суммарного изображе�
ния в графический файл, который в дальней�
шем использовали для подсчета окрашен�
ных клеток. 

Для оценки активности пролифератив�
но�метаболических процессов в МСК в аль�
гинатных микросферах применяли Alamar
blue (AB) тест. Клетки в составе альгинат�
ных микросфер культивировали в среде, со�
держащей 10% раствора редокс�индикатора
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AB (Serotec) в течение 3 ч. После этого
производили измерение интенсивности флуо�
ресценции восстановленной формы редокс�
индикатора в среде культивирования на
планшетном спектрофотофлуориметре Tecan.
В качестве фона служила среда с индикато�
ром без клеток. 

Результаты и обсуждение

Получение альгинатных микросфер
Для получения альгинатных микросфер

могут быть использованы различные методы
с применением электростатических, меха�
нических или пневматических воздействий
для отрыва капли от стенок капилляра [21].
В настоящей работе был применен пневма�
тический принцип, который достаточно
просто реализуется в условиях стерильного
бокса и не требует специального оборудова�
ния. Для получения альгинатных микро�
сфер использовали специальное устройство
(рис. 1), на вход которого подавали углекис�
лый газ из баллона высокого давления,
предварительно прошедший стерилизую�
щую фильтрацию через миллипоровый
фильтр с диаметром пор 0,22 мкм. Изменяя
силу потока с помощью редуктора, получали
микросферы диаметром от 500 до 1 000 мкм,
обеспечивая при этом достаточно высокую
производительность для эксперименталь�
ных масштабов — до 5·106 клеток/мин, что
является важным условием для достижения
однородности полимеризации капель по вре�
мени. Важным параметром получаемых аль�

гинатных микрокапсул является форма,
при этом сферическая геометрия капсул
предпочтительнее, поскольку обеспечивает
одинаковые условия обмена питательными
веществами и сигналами между инкапсули�
рованными клетками и окружающей сре�
дой. Было установлено, что форма капсул
мало зависит от силы потока СО2 и в основ�
ном определяется концентрацией взаимо�
действующих растворов альгината натрия и
хлорида кальция. Как видно из табл. 1, сфе�
рические микросферы были получены при
полимеризации капель 2%�го раствора АН
в растворах с содержанием CaCl2 выше 1,4%
и полимеризации 1%�го АН в 2%�м растворе
CaCl2. В остальных вариантах капли АН при
контакте с растворами CaCl2 разной конце�
нтрации образовывали дисковидные или по�
лусферические структуры. Наиболее ста�
бильные микросферы сферической формы
получали при использовании 1%�го или 2%�го
АН в сочетании с 2%�м Са2+. Для инкапсуля�
ции МСК применяли сочетание 2%�го АН
и 2%�го Са2+. Полученные таким образом мик�
росферы сохраняли сферическую форму в те�
чение всего периода культивирования (6 нед).
Вместе с тем, при длительном культивирова�
нии (более 2 нед) отмечалось некоторое набу�
хание микросфер, что, очевидно, связано с за�
меной части ионов кальция на ионы натрия.

Морфология клеток в монослое и мик*
росферах в ходе культивирования 

В условиях стандартного монослойного
культивировании МСК имели присущую
фибробластоподобным клеткам веретено�
видную форму (рис. 2, А). Перевод из моно�
слоя в суспензию приводил к округлению
клеток. После заключения в альгинатные
микросферы клетки сохраняли сферичес�
кую форму и демонстрировали ее в течение
всего эксперимента (рис. 2, Б). 

Жизнеспособность клеток в составе
альгинатных микросфер

Для оценки жизнеспособности клеточ�
ных суспензий традиционно применяется
прижизненное окрашивание трипановым
синим. После трипсинизации непрерывного
монослоя жизнеспособность МСК в суспен�
зии, определенная по трипановому синему,
составляла 95±3% (табл. 2). Анализ резуль�
татов окрашивания клеток трипановым си�
ним в трехмерных структурах с помощью
световой микроскопии был затруднителен
из�за искажений, обусловленных структу�
рой микросфер, их окрашивания красителем
и сложения различных оптических слоев. 

Рис. 1. Схема устройства для получения 
альгинатных микросфер
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Для изучения состояния клеток, инкап�
сулированных в альгинатный гидрогель, в ли�
тературе предлагается метод окрашивания
механически разрушенных альгинатных
микросфер трипановым синим [22]. Однако
в наших экспериментах этот метод оказался 

неэффективным, так как трипановый синий
окрашивал гидрогель, что препятствовало
выявлению различий между интактными
и поврежденными клетками. 

Более адекватным методом для оценки
состояния клеток в микросферах является
окрашивание ФДА/ЭБ в сочетании с конфо�
кальной сканирующей лазерной микроско�
пией. Этот метод позволяет оценивать состо�
яние клеток непосредственно в альгинатных
микросферах без нарушения их целостнос�
ти. При этом гидрогель не окрашивается и
не влияет на спектральные характеристики
ФДА и ЭБ. На рис. 3 приведена типичная
микрофотография клеток, окрашенных
ЭБ/ФДА. Видно, что большинство клеток
в микросферах демонстрирует зеленую флуо�
ресценцию, что свидетельствует об их жиз�
неспособности. Количественное определе�
ние показало, что при комбинированном
окрашивании флуоресцентными красителя�
ми ЭБ/ФДА жизнеспособность МСК до ин�
капсуляции составляла 92 ± 3%, а в составе
микросфер — 89 ± 4%. Последующее культи�
вирование МСК в составе микросфер не при�
водило к значительной гибели клеток. Так,
на 8�е сут культивирования жизнеспособ�
ность клеток в микросферах, оцененная по
окрашиванию ФДА/ЭБ, сохранялась на
уровне 86±4%.

Таблица 1. Форма полимерных альгинатных микрокапсул при получении их пневматическим методом

Концентрация хлорида
кальция,%

Концентрация альгината натрия,%

0,5 1,0 2,0 

1,1 

1,4 

1,7 

2,0 

Рис 2. Типичная морфология МСК при культиl
вировании в монослое (А) и после инкапсуляl

ции в альгинатные микросферы (Б) 

А

Б
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Для верификации результатов жизнеспо�
собности по окрашиванию ФДА/ЭБ были про�
ведены эксперименты, в которых альгинат�
ные микросферы растворяли с помощью ЭДТА,
а затем определяли жизнеспособность клеток
в полученной суспензии с помощью трипаново�
го синего. После растворения микросфер жиз�
неспособность МСК составила 87 ± 2% (табл.
2). Это свидетельствует о том, что, во�первых,
жизнеспособность клеток можно определять
непосредственно в микросферах с помощью
окрашивания флуоресцентными красителя�
ми, во�вторых — процесс инкапсуляции не
вызывает повреждения клеток, а в�третьих —
клетки могут быть возвращены в суспензию
без существенной потери жизнеспособности.

Метаболическая активность инкапсу*
лированных МСК

Сохранение устойчивости плазматичес�
кой мембраны МСК к витальным красите�
лям при заключении их в альгинатные мик�
росферы не позволяет судить о влиянии
этого процесса на метаболическую и проли�
феративную активность инкапсулированных

клеток. Для выяснения этого вопроса мы ис�
следовали способность инкапсулированных
клеток восстанавливать редокс�индикатор.

Существенным недостатком многих ме�
тодов, применяемых для оценки метаболи�
ческой активности, является необходимость
использования токсических реагентов и де�
витализация клеток в ходе анализа. В дан�
ной работе использовали тест Alamar blue
(AB), который обладает высокой чувстви�
тельностью и не приводит к гибели исследу�
емых клеток. AB быстро проникает через био�
логические мембраны и может быть легко
восстановлен внутриклеточными энзимами.
После восстановления АВ преобразуется из
нефлуоресцирующей «синей» формы с мак�
симальным поглощением при 600 нм
в «красную» флуоресцентную форму с мак�
симальным поглощением при 570 нм, что
позволяет определять восстановленную фор�
му АВ путем измерения абсорбции или флю�
оресценции. Накопление восстановленной
формы АВ пропорционально активности ре�
докс�энзимов и отображает таким образом
метаболическое состояние клетки. Некото�
рые исследования на долгосрочных культу�
рах растительных клеток, фибробластов,
остеобластов, эпителиальных клеток, лим�
фоцитов, трансформированных клеточных
линий и МСК показали, что восстановление
АВ коррелирует с жизнеспособностью и про�
лиферативной активностью клеток [23–25].

Результаты измерений флюоресценции,
полученные в данной работе, свидетельству�
ют о том, что инкапсулированные клетки
в ходе культивирования способны восста�
навливать АВ. Так, после первых суток
культивирования инкапсулированные клет�
ки восстанавливали Alamar blue до значения
1 3740 ± 270 УЕФ. На 8�е сутки культиви�
рования степень восстановленности состави�
ла 9 881 ± 202 УЕФ. Эти значения в 2–3 ра�
за превышали флюоресценцию фона, что
свидетельствует о сохранении метаболичес�
кой активности клеток при их культивиро�
вании в составе АН. С другой стороны, экс�
перименты с АВ показывают, что при
культивировании в составе АН клетки, в от�
личие от монослоя, не проявляют пролифе�
ративной активности. 

Следует отметить, что на более поздних
сроках культивирования (4–6 нед) в капсу�
лах иногда отмечалось образование класте�
ров клеток (рис. 4, А, Б, В, Г). Клетки во
вновь образованных кластерах морфологи�
чески не отличались от остальных инкапсу�
лированных клеток и не проявляли призна�
ков распластывания. 

Рис. 3. Общий вид альгинатной микросферы
с клетками (окрашивание ФДА/ЭБ, 

конфокальная лазерная микроскопия, ×50)

Таблица 2. Влияние процедуры инкапсуляции
на жизнеспособность клеток (в %)

Этапы 
Методы определения

ТС, % ФДА/ЭБ,%

Клетки 
до инкапсуляции 95 ± 3 92 ± 3

Клетки в микросферах – 89 ± 4

Клетки, выделенные пос�
ле деполимеризации аль�

гинатных микросфер
87 ± 2 89 ± 2

Клетки в микросферах
после 8 дней в культуре – 86 ± 4
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Альгинатный гидрогель обладает способ�
ностью к деполимеризации в присутствии
хелатирующих агентов. Это позволяет из�
влекать инкапсулированные клетки и пере�
водить их в суспензию для дальнейшего ис�
следования или применения [26, 27, 28].
В наших экспериментах клетки, получен�
ные после деполимеризации микросфер,
культивированных в течение 8 дней, были
способны адгезировать на поверхность плас�
тика и вступать в пролиферацию при даль�
нейшем культивировании. 

Описанные в работе условия инкапсуля�
ции МСК в альгинатные микросферы позво�
ляют сохранить жизнеспособность клеток
в ходе последующего культивирования. Эти
результаты следует рассматривать в перс�
пективе их клинического применения. Тран�
сплантация клеток, инкапсулированных
в альгинатные микросферы, может явиться
новым эффективным подходом для коррек�
ции различных патологических состояний,
таких как инсулинозависимый сахарный
диабет, гипопаратиреоз, острая печеночная
недостаточность, болезнь Паркинсона и др.
В настоящее время долгосрочная трансплан�
тация инкапсулированных гепатоцитов,
островков Лангерганса, паратиреоидной
ткани, трансформированных фибробластов
исследуется в экспериментах на животных.
Трансплантация инкапсулированных МСК

также имеет перспективу клинического
применения в первую очередь для лечения
заболеваний соединительной ткани. Для
внедрения этих технологий в медицинскую
практику необходимо решить ряд задач.
Среди них следует отметить усовершенство�
вание и стандартизацию всех этапов работы
с микросферами, что позволит обеспечить
инкапсулированным клеткам условия для
функционирования in vitro и in vivo. В част�
ности, необходимо тестировать биосовмести�
мость альгината, поскольку в некоторых
коммерческих препаратах присутствуют
примеси, обладающие митогенными и цито�
токсическими свойствами. Клиническое ис�
пользование также предполагает разработку
эффективных методов низкотемпературного
хранения клеток в составе альгинатных
микросфер. 

Решение этих задач позволит приблизить�
ся к терапевтическому применению МСК, ин�
капсулированных в альгинатные микросферы.

Таким образом, в работе описано устрой�
ство для получения альгинатных микросфер
диаметром 500–1 000 мкм и определены
концентрации альгината и ионов кальция,
обеспечивающие формирование микросфер
сферической формы, стабильных при дли�
тельном культивировании. Установлено,
что процедура инкапсуляции не оказывает

Рис. 4. Формирование кластеров клеток в альгинатных микросферах на 15lе (А, Б), 21lе (В) 
и 25lе (Г) сутки культивирования 
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существенного влияния на жизнеспособ�
ность клеток. После 8�дневного культивиро�
вания в составе альгинатных микросфер
клетки сохраняли жизнеспособность и мета�
болическую активность. Это дает основание
для вывода о биосовместимости альгинатно�
го гидрогеля как материала для инкапсуля�
ции МСК.

Морфологические исследования и дина�
мика уровня восстановления AB в ходе куль�
тивирования свидетельствуют о том, что ин�
капсулированные клетки не проявляли
пролиферативной активности. Эти результа�
ты согласуются с данными исследований,
проведенных на инкапсулированных фиб�
робластах [29, 30], остеобластах [31], кардио�
миоцитах [32] а также на МСК [33, 34]. 

Известно, что адгезия играет важную
роль в процессах пролиферации, дифферен�
цировки и регуляции экспрессии генов [35].
Прикрепление и распластывание фибро�
бластоподобных клеток наступает в результа�
те взаимодействия между интегринами

и пептидными последовательностями, как
например ARG�GLY�ASP, которые входят
в состав протеинов экстраклеточного мат�
рикса. Можно предположить, что поскольку
в структуре альгината эти аминокислотные
последовательности не содержатся, биоспе�
цифическая адгезия МСК к гидрогелю не
происходит. Это предположение объясняет
факт сохранения округлой формы МСК
в альгинатном геле. Прямым следствием от�
сутствия адгезии является остановка проли�
ферации, что наблюдалось в данной работе. 

Несмотря на отсутствие пролиферации,
при культивировании в альгинатных микро�
сферах клетки сохраняют жизнеспособность
и при переводе в монослойную культуру про�
являют адгезивные свойства и восстанавлива�
ют способность к пролиферации. 

Следовательно, МСК, инкапсулирован�
ные в альгинатные микросферы, могут быть
использованы в клеточных технологиях
и тканевой инженерии.
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ВЛАСТИВОСТІ МЕЗЕНХІМАЛЬНИХ
СТРОМАЛЬНИХ КЛІТИН 

ЗА ІНКАПСУЛЯЦІЇ В АЛЬГІНАТНІ
МІКРОСФЕРИ 
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Описано пристрій і визначено умови для
отримання альгінатних мікросфер. Обговорю�
ються методи оцінки життєздатності клітин
у складі альгінатного гідрогелю. Встановлено,
що процедура інкапсуляції не справляє істотно�
го впливу на життєздатність мезенхімальних
стромальных клітин (МСК). Показано, що
після 8�денного культивування у складі альгі�
натних мікросфер клітини зберігають життє�
здатність і метаболічну активність, що, проте,
супроводжується припиненням проліферації.
Після вивільнення з альгінатних мікросфер
МСК здатні адгезувати на поверхню культу�
рального пластика і вступати в проліферацію.
Отримані результати свідчать про біосуміс�
ність альгінатного гідрогелю як матеріалу для
інкапсуляції МСК. Таким чином, МСК, інкап�
сульовані в альгінатні мікросфери, можуть бу�
ти використані в клітинних технологіях і тка�
нинній інженерії.

Ключові слова: альгінат, альгінатні мікросфери,
інкапсуляція, мезенхімальні стромальні клітини,
культивування.
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Device and conditions for alginate microbead
generation are described. Methods for cell viabil�
ity evaluation in alginate hydrogel are discussed.
Encapsulation procedure was shown to have no
significant influence on mesenchymal stromal
cell (MSC) viability. It was found that the cells
cultivated in alginate microbeads during 8 days
maintained viability and metabolic activity how�
ever it was accompanied with proliferation stop�
page. MSC released from alginate hydrogel were
able to adhere to cultural plastic and renew pro�
liferation. The results obtained allow to consider
alginate hydrogel as biocompatible material for
encapsulation of MSC. Therefore MSC encapsu�
lated in alginate microbeads can be applied to cell
technologies and tissue engineering.

Key words: alginate, alginate microbeads, encapsula�
tion, mesenchymal stromal cells, cultivation.




