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В 100% случаев результаты микроскопического иссле­

дования подтвердили данные, полученные путем проведения 
качественных цветных реакций, предложенных в работе. Кро­
ме того, было обнаружено, что результат качественной цвет­
ной реакции на продукт щелочного гидролиза хитина N­аце­
тилглюкозамин в значительной степени зависит от количества 
особей, находящихся на поверхности кожи. Так, при анализе 
смыва с кожи пациентки, начавшей лечение за неделю до 
участия в исследовании, наблюдалось слабо­розовое окраши­
вание, в то время как при анализе смыва с кожи пациентки, 
не начавшей лечение, было получено ярко­розовое окраши­
вание. Установленные особенности позволяют использовать 
данный вариант для оценки эффективности проводимого 
лечения. Несмотря на наличие определенных преимуществ  
и недостатков методов, применение каждого из них является 
эффективным для определения наличия паразита. 

Выводы
1. Разработанные способы диагностики D. folliculorum и 

D. brevis обладают высокой эффективностью сопоставимой 
с достоверностью микроскопического метода исследования. 

2. Каждый из предложенных в работе вариантов качест­
венных цветных реакций имеет свои преимущества:

а) реакция с дифенилкарбазолом может найти широкое 
применение в экспресс­диагностике, а также для оценки эф­
фективности проводимого лечения; 

б) анализ путем перевода хитина в хитозан позволяет не 
только получить достоверный результат без проведения до­
полнительных манипуляций, но и оказывает положительный 
лечебный эффект уже на стадии диагностики. 

3. Реактивы, применяемые в предложенном методе, 
имеют относительно невысокую стоимость, что позволяет ис­
пользовать результаты проведенной работы как альтернатив­
ный вариант диагностики.
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В работе представлены результаты исследования морфо-фенотипических особенностей миогенных кле-

ток-предшественников поперечнополосатой мышечной ткани. Получены первичные культуры гетероморфных 
клеток, способные к долгосрочной пролиферации без сопутствующей миодифференцировки, что создает благо-
приятные условия для экспансии культур и наращиванию клеточной биомассы. Миогенный потенциал клеток-
предшественников подтверждён спонтанной и индуцированной дифференцировкой в миобласты с их слиянием 
и образованием многоядерных миотуб с характерным миогенным фенотипом и сократительной активностью.
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In work results of research morpho-phenotypic features of myogenic progenitor cells of cross-striated muscular tissue are 

presented. Primary cultures of various-formed cells have been established, which were capable to long-term proliferation without 
accompanying myodifferentiation, that creates favorable conditions for expansion of cultures and to escalating of a cellular 
biomass. The myogenic potential of progenitor cells is confirmed by the spontaneous and induced differentiation in myoblasts 
with their multinuclear myotube merge and formation with characteristic myogenic phenotype and contractive activity.
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Регенерации тканей принадлежит огромное значение 
в процессе восстановления поврежденных тка­

ней и органов. Регенерационный миогистогенез состоит 
из трех фаз: фазы активации и пролиферации источников 
развития поврежденной ткани, фазы дифференцировки 
и фазы адаптивной перестройки тканевых структур в но­
вых условиях функционирования. Основным источником 
регенерации поперечнополосатой мышечной ткани явля­

ются миосателлиты (около 2–5% от всех ядер скелетных 
мышц) – гетерогенная популяция клеток, включающая 
коммитированные клетки­предшественники миогенной 
линии дифференцировки и мультипотентные предше­
ственники миосателлитов – стволовые клетки мышеч­
ной ткани [1, 6]. Миосателлиты имеют уникальную ана­
томическую локализацию между базальной пластинкой 
и сарколеммой мышечных волокон и являются морфо­
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функциональной основой камбиального резерва ткане­
вой системы скелетной мышцы. После серии митозов  
в посттравматическом рабдомиогенезе из них формиру­
ется популяция миобластов, которые, сливаясь, образу­
ют новые мышечные симпласты [8]. Учитывая высокий 
пролиферативный потенциал, способность к экспансии 
in vitro и тканекоммитированность миогенных клеток­
предшественников (МКП), разработка методов их транс­
плантации в целях восстановления структурно­функци­
ональной целостности мышечной ткани является одним 
из перспективных направлений тканевой инженерии [2, 7].  
При этом ключевыми вопросами, возникающими при раз­
работке технологий клеточной трансплантации, являются 
выбор источника ауто/аллогенных клеток и степени их 
дифференцированности в миогенном направлении, а так­
же определение условий получения, культивирования и на­
ращивания клеточных культур in vitro [3, 4]. 

Цель исследования: оценить морфо­фенотипические 
особенности и миогенный потенциал клеток­предшест­
венников поперечнополосатой мышечной ткани человека  
и лабораторных крыс, а также определить возможность 
экспансии клеток in vitro с целью их дальнейшего исполь­
зования в клинической практике.

Материалы и методы 

Забор фрагментов поперечнополосатой мышечной 
ткани человека (musculus cremaster или musculus obliquus 
externus abdominis) осуществляли после получения инфор­
мированного согласия у 5 пациентов с паховой грыжей  
в ходе выполнения хирургического вмешательства – гер­
ниотомии и пластики пахового канала по Лихтенштейну. 
Изолированную ткань объемом 0,8–1,0 см3 механически 
измельчали на фрагменты размером 1,0–1,2 мм2 и под­
вергали ферментативному расщеплению в растворе 0,3% 
коллагеназы (Sigma, Германия) и 0,6% диспазы (Sigma, 
Германия) в течение 2­х часов при 37 ºС. Выделенную сус­
пензию клеток в концентрации 2,5–5×105/см2 экспланти­
ровали на адгезивный пластик, дополнительно покрытый 
2% желатином и культивировали в среде DMEM с низким 
содержанием глюкозы (Gibco, Великобритания), содержа­
щей 15–20% эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС, 
HyClone, Великобритания), 2 мМ L­глутамина, 50 ед/мл 
бензилпенициллина­натрия, 50 мкг/мл стрептомицина суль­
фата и 100 мкг/мл неомицина сульфата (Gibco, Великобри­
тания). Замену среды проводили каждые 72–96 часов. Для 
снятия клеток с культурального пластика при пересеве 
на 1 и 2 пассажи использовали 0,25% раствор трипси­ 

на/ЭДТА (Gibco, Великобритания). Для активации процесса 
миогенной дифференцировки и формирования мышечных 
трубочек ЭТС в питательной среде заменяли на лошадиную 
сыворотку и понижали ее уровень до 2%. 

МКП лабораторных крыс выделяли аналогичным спо­
собом из бедренных мышц (n = 8). 

Мониторинг клеточного роста и дифференцировки осу­
ществляли с использованием универсального инвертиро­
ванного микроскопа Carl Zeiss Axiovert 200 (Германия). 

Экспрессию миогенных маркеров в полученных куль­
турах МКП оценивали методом иммуноцитохимии с ис­
пользованием моноклональных антител к саркомерному 
α­актинину (разведение 1:100, Sigma, Германия), гладко­
мышечному α­актину (α­SMA, 1:10, R&D Systems, Канада), 
тяжелым цепям миозина (1:10, R&D Systems, Канада), кол­
лагену III типа (1:50, R&D Systems, Канада). Для визуали­
зации образовавшихся комплексов антиген­антитело ис­
пользовали систему иммунопероксидазного окрашивания 
LSAB+System­HRP (Dako, США). Ядра клеток окрашивали 
гематоксилином по стандартной методике. Экспрессию 
маркеров оценивали с использованием инвертированно­
го микроскопа Carl Zeiss Axiovert 200 (Германия).

Результаты и обсуждение

Полученные первичные культуры МКП человека и ла­
бораторных животных, отличались морфологической гете­
рогенностью и включали два типа клеток: мелкие клетки 
округлой морфологии с высоким ядерно­цитоплазматиче­
ским отношением, небольшим ядром и конденсированным 
интерфазным хроматином, что характерно для клеток­са­
теллитов, и биполярные веретеновидные более дифферен­
цированные миогенные предшественники (рис. 1). Сред­
ний период прикрепления клеток составил 2–3 дня. Допол­
нительное покрытие культурального пластика желатином 
увеличивало концентрацию адгезивных клеток в 4–5 раз.

Культуры МКП, полученные из тканей животных, дости­
гали конфлюэнтности к концу 2­й недели культивирования, 
в отличие от культур клеток из поперечнополосатых мышц 
человека, которые при аналогичной концентрации посева 
образовывали монослой лишь на 4–6 неделе. Медленные 
темпы роста МКП человека обусловливают необходимость 
дополнительной активации клеток за счет включения  
в питательную среду активаторов клеточного деления 
(факторов роста), которые в условиях in vivo при повре­
ждении мышечной ткани вызывают пролиферацию ми­
осателлитов, находящихся в митотически неактивной 
фазе G0 [4, 8]. 

Рис. 1. Морфология первичных культур МКП поперечнополосатой мышечной ткани на желатиновом покрытии пластика, увеличение 400. 
А – МКП человека, 4­е сутки культивирования. Б – МКП крыс, 6­е сутки культивирования
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При пересеве МКП на 1–2 пассаже морфологическая 
гетерогенность культур сохранялась за счет ассиметрично­
го деления миосателлитов, в результате которого происхо­
дило восполнение собственного пула клеток и образова­
ние более дифференцированных миогенных клеток­пред­
шественников (рис. 2). С одной стороны, ассиметричное 
деление клеток­сателлитов дает возможность долгосроч­
ной пролиферации МКП и создает благоприятные условия 
для экспансии культур и наращивания клеточной биомас­
сы. В тоже время, ассиметричное деление может стать 
барьером для клеточного роста в культуре. В результате 
продолжающего деления транзиторных дочерних клеток 
может происходить нарастание числа неделящихся клеток 
без соразмерного увеличения числа миосателлитов [5]. 

Коммитированность полученных клеток в миогенном 
направлении подтверждалась их дифференцировкой в ми­
областы и способностью к слиянию с образованием мно­
гоядерных миотуб. 

В первичных культурах МКП лабораторных животных 
через 8–12 дней культивирования в присутствии 15–20% 
ЭТС отмечалось спонтанное слияние одноядерных миобла­
стов и первые признаки формирования двуядерных клеток, 
а впоследствии многоядерных мышечных миотуб (рис. 3). 
Процесс дифференцировки в миогенном направлении 
значительно усиливался при снижении процента ЭТС до 2% 
и замены ее на лошадиную сыворотку. В культурах МКП 
поперечнополосатых мышц человека спонтанной диффе­
ренцировки не наблюдалось. Слияние клеток активиро­
валось лишь при соответствующем изменении концентра­

ции сыворотки в среде через 4–5 дней культивирования. 
Мио генный потенциал клеток сохранялся и в последующих 
пассажах (1–2 пассаж). 

Большинство исследователей отмечают, что для запу­
ска миодифференцировки клеток­предшественников не­
обходимо изменение условий культивирования (снижение 
уровня сывороточных белков, использование специально­
го покрытия культурального пластика и др.) и/или добавле­
ние индукторов слияния клеток (ионофоры кальция и др.). 
Так как миодифференцировка клеток – Ca2+­зависимый 
процесс, присутствие этих ионов в составе культуральной 
среды DMEM обуславливает возможность спонтанного 
слияния клеток, что необходимо учитывать при разработке 
методов экспансии МКП для получения большой биомас­
сы клеток. Кроме того, на дифференцировочные свойства 
МКП влияет и контакт с компонентами экстрацеллюляр­
ного матрикса. Нами показано, что частота спонтанного 
и индуцированного (в среде с 2% лошадиной сыворотки) 
образования миотуб в первичной культуре клеток на жела­
тиновом покрытии была выше, чем на пластике. 

На рисунке 4 представлен цитологический препа­
рат МПК, культивируемых в дифференцировочной среде, 
окрашенный гематоксилином. По мере формирования со­
кратительного аппарата многочисленные ядра из центра 
трубочек смещались и выстраивались по периферии обра­
зованной структуры (рис. 4). Следует отметить, что проис­
ходило окрашивание гематоксилином не только ядер, но  
и цитоплазмы миотуб, которое может быть обусловлено 
присутствием РНК/ДНК­содержащих структур. Для мы­

Рис. 2. Морфология культур 1­го пассажа МКП поперечнополосатой мышечной ткани человека, 4 сутки культивирования. А – увеличе­
ние 400. Б – увеличение 100

Рис. 3. Спонтанное и индуцированное (в присутствии 2% лошадиной сыворотки) образование миотуб, ув. 100. А – 15­е сутки культивиро­
вания, спонтанное слияние миобластов. Б – 18­е сутки культивирования, образование мышечных трубочек в дифференцировочной среде
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шечных волокон характерно наличие большого количест­
ва митохондрий, расположенных между миофибриллами, 
которые обеспечивают энергетические потребности при 
сокращении симпластов [8]. 

Функциональная активность многоядерных мышеч­
ных структур подтверждалась их спонтанным несинхрон­
ным сокращением при культивировании в дифференциро­
вочной среде. 

В МКП человека и лабораторных животных методом 
иммуноцитохимического анализа выявлен синтез сокра­
тительных белков мышечного аппарата – саркомерного 
α­актинина, гладкомышечного α­актина – как в одноядер­
ных клетках (слабое окрашивание), так и в миотубах (ин­
тенсивное окрашивание) (рис. 5А­Б). 

Наличие специфического окрашивания при исполь­
зовании моноклональных антител к тяжелым цепям ми­
озина определялось только в многоядерных миотубах 
(рис. 5В)

Таким образом, приведенные данные свидетельству­
ют о том, что применяемая технология позволяет получить 
первичные культуры гетероморфных клеток, способных  
к долгосрочной пролиферации без сопутствующей мио­
дифференцировки, что создает благоприятные условия для 
экспансии культур и наращиванию клеточной биомассы. 
Достаточный миогенный потенциал клеток­предшествен­
ников, подтвержденный спонтанной и индуцированной 
дифференцировкой в миобласты с их слиянием и образо­
ванием многоядерных миотуб с характерным миогенным 
фенотипом и сократительной активностью, позволяет  
с оптимизмом смотреть на перспективу разработки но­
вой технологии регенерации мышечной ткани для лече­
ния ряда патологических состояний и травм в клиниче­
ских условиях.

Выводы

1. Культуры миогенных клеток­предшественников по­
перечнополосатой мышечной ткани человека и лаборатор­
ных крыс отличаются морфологической гетерогенностью, 
обусловленной присутствием клеток, находящихся на раз­
ных стадиях миодифференцировки. 

2. Коммитированность клеток­предшественников в мио­
генном направлении подтверждается спонтанной и индуци­
рованной дифференцировкой в миобласты и их слиянием  
с образованием многоядерных миотуб с характерным мио­
генным фенотипом и сократительной активностью.

3. Для успешной экспансии культур, высокой жизне­
способности, пролиферации и репликативной продолжи­

Рис. 4. Слияние мышечных трубочек в дифференцированной 
культуре МКП 1­го пассажа (в присутствии 2% лошадиной сыво­
ротки) на 20 сутки культивирования, ув. 100. Окраска ядер гема­

токсилином

Рис. 5. Иммуноцитохимический анализ миоспецифических маркеров первичной культурой МКП, увеличение 100. А – окрашивание 
на саркомерный α–актинин. Б – окрашивание на гладкомышечный α­актин. В – окрашивание на тяжелые цепи миозина. Г – контроль
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тельность жизни клеток необходимо присутствие естест­
венных факторов микроокружения, таких как сигналы 
ростовых факторов, контакты с компонентами экстрацел­
люлярного матрикса, межклеточное взаимодействие и др. 

4. Полученные результаты исследования, касающиеся 
морфо­фенотипических и дифференцировочных особен­
ностей миогенных клеток­предшественников, могут быть 
использованы в качестве альтернативы другим типам 
клеток, используемым для регенерации мышечной ткани 
(мезенхимальные стволовые клетки, эмбриональные ство­
ловые клетки), с целью выбора наиболее перспективного 
варианта клеток и оптимизации условий их культивирова­
ния и последующего клинического использования.
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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ОЦЕНКА ВЛИЯНИЯ НА КОСТНУЮ ТКАНЬ 
НИЗКОЧАСТОТНОГО УЛЬТРАЗВУКА И НИЗКОЧАСТОТНОГО 

ИМПУЛЬСНОГО УЛЬТРАФОНОФОРЕЗА АСКОРБИНОВОЙ КИСЛОТЫ
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Лечение пациентов с зубочелюстными аномалиями и деформациями в сформированном прикусе затруднено, 
так как костная ткань в области перемещаемых зубов перестраивается медленно. Для повышения эффектив-
ности ортодонтического лечения взрослых пациентов разработаны различные методы локального снижения 
плотности костной ткани и повышения её пластичности. Но не все они удовлетворяют специалистов и па-
циентов в полном объёме в силу различных причин. Авторами представлено состояние костной ткани после 
воздействия низкочастотным импульсным и модулированным ультразвуком, а так же низкочастотным им-
пульсным ультрафонофорезом аскорбиновой кислоты. Приведена сравнительная оценка результатов опытов.

Ключевые слова: импульсный низкочастотный ультразвук, модулированный низкочастотный ультраз-
вук, ультрафонофорез, аскорбиновая кислота, костная ткань.

S. V. Ivashenko, A. A. Ostapovich, S. D. Bezzubik, V. A. Chekan
COMPARISON OF THE INFLUENCE OF LOW-FREQUENCY ULTRASOUND  

AND LOW-FREQUENCY PULSED PHONOPHORESIS OF ASCORBIC ACID ON BONE TISSUE
Treatment of patients with malooclusion in the formed bite is long and difficult because the bone around teeth rebuilt 

very slowly. Various methods of local decreasing of bone density and increasing of its plasticity were developed to improve 
the efficiency of orthodontic treatment of adult patients. But not all of this methods satisfy professionals and patients 
because of different reasons. The structure and changes of the bone tissue after affect by low frequency pulsed ultrasound, 
by low frequency modulated ultrasound and by low frequency pulsed phonophoresis of ascorbic acid is presented in article. 
The comparison of this affects is given.

Key words: pulsed low frequency ultrasound, modulated low frequency ultrasound, phonophoresis, ascorbic acid, bone tissue.

Одной из актуальных проблем современной стома­
тологии является лечение пациентов с зубочелюст­

ными аномалиями и деформациями в сформированном 
прикусе, так как распространённость их остаётся высокой 
[9]. Своевременно не устранённые зубочелюстные ано­
малии с возрастом усугубляются, способствуют развитию 
заболеваний периодонта и височно­нижнечелюстного су­
става. Вторичные деформации зубных рядов затрудняют 

протетические мероприятия. Лечение таких пациентов 
длительное и часто не приводит к ожидаемым результатам. 
Это связано с тем, что с возрастом в организме ослабева­
ют обменные процессы, в кости увеличивается содержа­
ние кальция и фосфора, из­за чего она становится более 
плотной и менее пластичной, медленно перестраивается. 
Поэтому, для оптимизации ортодонтического лечения па­
циентов с зубочелюстными аномалиями и деформациями 


