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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 
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геля раствором цитрата натрия, после чего клетки отмывали с помощью центрифугирования. 
Количество клеток и ЖСП оценивалось в камере Горяева.

Проточная цитофлуориметрия. Исследование выполняли с использованием лазерного про-
точного цитофлуориметра Epics Altra (Швейцария). Клетки были сняты с культуральных флаконов 
0,25% трипсином с ЭДТА. Клетки промывали в буфере для проточной цитофлуорометрии (ФСБ, 2% 
FBS, 0,2% Тween 20), затем инкубировали в течение 30 минут в буферном растворе для проточной 
цитофлуорометрии с добавлением FITC-конъюгированных антител к следующим CD-маркерам: 29, 
44, 90, и TRITC-конъюгированных моноклональных антител к CD 105 (Beckman Coulter).

Результаты и их обсуждение. Для исследования были использованы матриксы, приготовлен-
ные на основе 2% альгината натрия, растворенного в 0,9% NaCl, в который были инсталлированы 
МСК. Для контроля использовали МСК ККМ, культивируемые в обычных условиях на пластике.

Матриксы с клетками помещали в полную питательную среду. Сравнительный морфологиче-
ский анализ клеток проводился в течение всего периода культивирования (14 суток). В течение пер-
вых суток культивирования в трехмерной структуре клетки располагались поодиночке и имели сфе-
рическую морфологию (рисунок 1).     

Рисунок 1 — Культуры МСК в альгинатном геле и культуральном пластике.
 А — 1-е сутки культивирования МСК на культуральном пластике, 10х 
 В — 1-е сутки культивирования МСК в альгинатном геле, приготовленном на 0.9%  NaCl, 50mM CaCl2, 10х

С — 3-и сутки культивирования МСК в альгинатном геле, приготовленном на 0.9% NaCl, 50mM CaCl2, 40х
D — 3-и сутки культивирования МСК на культуральном пластике, 10х

E — 6-е сутки культивирования МСК в альгинатном геле, приготовленном на 0.9% NaCl, 50mM CaCl2, 10х
F —3-и сутки культивирования МСК в альгинатном геле, приготовленном на 0.9% NaCl, 50mM CaCl2, 40х
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Начиная со 2-х суток культивирования, происходили изменения морфологии клеток в экспе-
риментальных образцах: одновременно с округлыми клетками наблюдались вытянутые веретеноо-
бразные клетки фибробластоподобной формы. В контрольных образцах клетки имели обычную ве-
ретенообразную морфологию, монослой достигал 60% конфлюэнтности. На 4-е сутки культивиро-
вания клетки в объеме матрикса были распределены неравномерно, располагались слоями, группа-
ми, образовывали небольшие скопления. Контрольные образцы достигли 80% конфлюэнтности мо-
нослоя. К 6-м суткам весь объем матрикса был заполнен клетками, которые располагались слоями. 
Контрольные образцы достигли 100% конфлюэнтности монослоя. 

Для оценки жизнеспособности на 6-е сутки альгинатный матрикс был деполимеризован ци-
тратом натрия. После трехкратной отмывки клетки окрашивали 4% раствором трипанового сине-
го и подсчитывали процент жизнеспособных клеток по сравнению с контролем. Так, контрольные 
(2D) образцы показали 99,9% ЖСП, в то время как опытные (инсталлированные в альгинатный но-
ситель) — 90–95%.

Для сравнения пролиферативной активности контрольные (2D) и опытные (3D) образцы вы-
севали в одинаковом количестве. По достижении монослойной культурой конфлюэнтности (6 сутки) 
клетки снимали с помощью трипсина и подсчитывали их количество в камере Горяева. Одновремен-
но извлекали клетки из альгината путем деполимеризации и подсчитывали их количество. В ходе 
эксперимента оказалось, что пролиферативная активнасть клеток в условиях трехмерной структу-
ры снижена на 15% по сравнению с контролем (n=12, где n — количество контрольных и экспери-
ментальных чашек). 

Одновременно сравнивался фенотип контрольных (2D) и опытных (3D) образцов. Все образ-
цы были проинкубированы с антителами к CD44, СD29, CD90 и CD105. В условиях 2D культи-
вирования количество МСК, позитивных по CD44 составляло 98,9±1,0%, по CD90  89,7±1,0%, по 
CD105 — 88,1±1,3%. Большинство клеток (99,1±0,9%) окрашивалось с помощью FITC-меченых ан-
тител к CD29, что свидетельствует об их принадлежности к мезенхимальным стволовым клеткам. 
В ходе эксперимента было установлено, что МСК, культивируемые в трехмерной структуре показа-
ли сходные результаты по анализу фенотипа. Так, в 3D культуре количество клеток, позитивных по 
CD44, составляло 98,7±1,1%, по CD90  89,2±1,0%, по CD105 — 87,7±1,2%, СD 29 98,6±1,2%.

Выводы.
1. При сравнении 2D и 3D клеточных культур было обнаружено, что пролиферативный потен-

циал монослойной культуры на 15% выше, чем клеток, культивируемых в альгинатном матриксе. 
При этом жизнеспособность образцов отличалась незначительно: 99,9% ЖСП у МСК, культивируе-
мых на пластике, в то время как 3D культуры показали 90–95% жизнеспособных клеток.

2. Сравнительный анализ CD маркеров МСК не выявил достоверных отличий между клетка-
ми, культивируемыми в разных условиях. Большинство клеток (99,1±0,9%) окрашивалось с помо-
щью FITC-меченых антител к CD29, что свидетельствует об их принадлежности к мезенхимальным 
стволовым клеткам. При 2D культивировании количество клеток, позитивных по CD44, составляло 
98,9±1,0%, по CD90  89,7±1,0%, по CD105 — 88,1±1,3%. В 3D культуре количество клеток, позитив-
ных по CD44 составляло 98,7±1,1%, по CD90  89,2±1,0%, по CD105 — 87,7±1,2%, СD29  98,6±1,2%.

COMPARATIVE ANALYSIS OF PHENOTYPE AND MORPHOLOGY 3D AND 2D CELL 
CULTURES HUMAN MESENHIMAL STEM CELLS

E. M. Ermolenko, J. A. Ibragimova, M.P. Potapnev, T.S. Kolesnikova, A.V. Goncharik

It was compared proliferation and viability 2D and 3D cell culture human MSC and it was shown 
that proliferation potential and total viability of 2D culture higher then 3D culture. Howewer, comparative 
analyses of phenotype haven’t detected any reliable differences under analyses of surface CD markers MSC 
cultured in 2D and 3D medium.
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СОВРЕМЕННЫЕ СРЕДСТВА И ТЕХНОЛОГИИ МЕСТНОГО ГЕМОСТАЗА
И.С. Жаворонок, Г.Г. Кондратенко, В.А. Стахиевич, В.Н. Гапанович

Белорусский государственный медицинский университет

Гастродуоденальные кровотечения (ГДК) до настоящего времени остаются сложной и до кон-
ца не решенной хирургической проблемой. С широким внедрением лечебной эндоскопии в клини-
ческую практику существенно улучшились показатели хирургического лечения таких больных, но 
все же летальность при язвенных ГДК на протяжении ряда лет остается довольно высокой и состав-
ляет 5–14% [4,6]. При продолжающемся кровотечении она достигает 19–32% [2], а при рецидивах 
кровотечений возрастает до 30–45% [1,3,8]. Современный лечебный комплекс при язвенных ГДК в 
большинстве случаев предусматривает проведение местного эндоскопического гемостаза, который 
включает различного рода воздействия на источник кровотечения. Однако ни один из используемых 
сегодня методов эндоскопической остановки кровотечения не позволяет добиться первичного гемо-
стаза в 100% случаев, кроме того после их применения с различной частотой возникают рецидивы 
кровотечения и даже осложнения.

Цель исследования: оценить результаты эндоскопического гемостаза применяемого в совре-
менной клинической практике. 

Материалы и методы. Для оценки эффективности применявшихся при гастродуоденальных 
кровотечениях методов эндоскопического гемостаза были проанализированы результаты ФГДС, про-
веденных за период с января 2011г. по декабрь 2011г на базе УЗ «10-я ГКБ г. Минска». Изучен опыт 
эндоскопического пособия 570 больным с кровотечениями из верхних отделов желудочно-кишечного 
тракта (исключая пациентов с кровотечениями из варикозно расширенных вен пищевода). 

Результаты и их обсуждение. Мужчин было 412 (72,3%), женщин 158 (27,7%). По возраст-
ному составу пациенты были разделены на 4 группы следующим образом: группа от 17 до 39 лет — 
150 (26,3%), 40–59 — 224 (39,3%), 60–79 — 151 (26,5%), старше 80 — 45 (7,9%)больных. Зависи-
мость поступления пациентов с ГДК от сезона представлено на следующей диаграмме:

 Рисунок 1. Зависимость поступления пациентов с ГДК от сезона

Из диаграммы следует, что самый большой пик поступления больных с ГДК приходился на осен-
ний период. Меньше всего необходимость в проведении ФГДС по поводу ГДК возникла в зимние месяцы.

Время поступления в стационар с момента возникновения кровотечения до поступления в 
стационар было следующим: до 6 часов — 150 (26,3%), 7–24 часа — 190 (33,3%), более 24 часа — 


