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Введение. В ходе развития клеточных технологий большой практический 
интерес  представляет  получение  культур  гладкомышечных  клеток  (ГМК), 
которые  сохраняют  во  взрослом  организме  свой  митотический  потенциал. 
Процесс забора образцов, содержащих гладкомышечную ткань, высокоинва-
зивная процедура, поэтому важно подобрать оптимальные условия получения 
клеток с максимальным выходом их из ткани и высокой жизнеспособностью. 
Первичные культуры клеток могут быть получены путем миграции из фраг-
мента ткани (метод эксплантов) или ее ферментативной дезагрегации с после-
дующим прикреплением клеток к субстрату. Однако применение данных ме-
тодик может приводить к селекции клеток по их миграционной способности 
или по их устойчивости к протеазам.

Цель  исследования  –  оценить  эффективность  методов  механической 
и ферментативной диссоциации ткани аорты крыс для получения и экспансии 
культур гладкомышечных клеток in vitro.

Материалы и методы. Гладкомышечные клетки выделяли из фрагментов 
аорты  10  белых  рандомбредных  крыс  путем ферментативного  расщепления 
тканей [1] или методом эксплантов [2] с некоторыми модификациями. После 
удаления наружной соединительнотканной оболочки аорты мышечный слой 
сосуда разрезали на два фрагмента длиной 0,8 см. Одну часть ткани подверга-
ли инкубации в смеси ферментов (0,25 % коллагеназы I типа и 0,2 мг/мл элас-
тазы (Sigma, США)) 20 или 40 мин с последующим посевом полученных мо-
нонуклеарных клеток в питательную среду. Второй образец мышечной стенки 
сосуда  после механического  измельчения  на фрагменты  2‒3 мм2 экспланти-
ровали в питательной среде в культуральных чашках (метод эксплантов). Ос-
нову  питательной  среды  составляла  среда DMEM  (Gibco,  Великобритания), 
содержащая 10 % эмбриональной телячьей сыворотки (Lonza, Бельгия), 1 % 
антибиотика и 2 мМ L-глутамина (Sigma, США). Для оценки апоптотической 
гибели клеток использовали флуоресцентный краситель ‒ аннексин V–FITC 
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(R&D Systems, Канада). Экспрессию гладкомышечного α-актина исследова-
ли методом иммуноцитохимии с использованием моноклональных антител 
к белку (1 : 10, R&D Systems, Канада) и системы иммунопероксидазного окра-
шивания LSAB+System-HRP (Dako, США). При статистической обработке 
данных применяли непараметрический U-критерий Манна–Уитни. Различия 
считали статистически значимыми при p < 0,05. Данные представлены в виде 
медианы и интерквартильного размаха (25–75-й процентили). 

Результаты и их обсуждение. Ферментативная обработка образца мышеч-
ной стенки аорты в течение 40 мин приводила к высвобождению отдельных 
округлых и веретеновидных клеток и позволяла получить 3,9 (3,0‒4,7) ∙ 105 ГМК 
(рисунок, А). Существенным недостатком данной методики являлась высокая 
степень повреждения клеток и активация в них апоптотических процессов. 
Доля апоптотических клеток составляла 46 (33–56) %. Снижение в 2 раза вре-
мени инкубации с ферментами, оказывающими при пролонгированом воздей-
ствии цитотоксический эффект, приводило к увеличению жизнеспособности 
клеточной фракции (14 (10‒18) % апоптотических клеток), однако уменьшало 
концентрацию полученных ГМК (1,8 (1,5–2,6) ∙ 105 клеток).

При эксплантировании фрагментов ткани аорты крысы миграция отдель-
ных миоцитов отмечалась только на 3-и–5-е сутки (рисунок, Б), что снижало 
темпы прироста первичной культуры на начальных этапах культивирования. 
Время достижения конфлюэнтности культур статистически значимо не отли-
чалось от аналогичного показателя в культурах клеток, полученных фермен-
тативных способом (р > 0,05).

Использование обеих методик выделения ГМК позволило получить куль-
туры клеток с веретеновидной и фибробластоподобной морфологией (рису-
нок, В), высоким пролиферативным потенциалом, активно синтезирующие 
компоненты внеклеточного матрикса и экспрессирующие маркер гладкомы-
шечных клеток – α-SMA (рисунок, Г). 

Свойства полученных клеток, такие как «hills and valleys» морфология, 
митотическая активность и продукция компонентов внеклеточного матрикса, 

Морфология первичной культуры ГМК аорты крысы (А – морфология ГМК после выделения 
ферментативным методом; Б – миграция клеток из экспланта, 5-е сутки культивирования;  

В – образование «hills and valleys» в монослое ГМК;  
Г – окрашивание ГМК моноклональными антителами к α-SMA). ×100
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характерны для ГМК секреторного фенотипа, у которых снижены сократи-
тельные функции. По мнению ряда исследователей, не исключается возмож-
ность перехода секреторного фенотипа в сократительный (снижение пролифе-
ративного потенциала ГМК, миграционных способностей, переключение кле-
ток на продукцию компонентов сократительного аппарата), однако для этого 
необходимо изменение условий микроокружения [3‒5]. 

Выводы. Использование как метода эксплантов, так и метода фермента-
тивной дезагрегации ткани аорты крыс позволяет получить in vitro гомоген-
ные культуры гладкомышечных клеток секреторного фенотипа, характеризу-
ющиеся «hills and valleys» морфологией, высокой митотической активностью 
и продукцией компонентов внеклеточного матрикса. Метод эксплантов имеет 
сравнительное преимущество в использовании, так как позволяет в аналогич-
ные по сравнению с ферментативным методом сроки культивирования полу-
чить первичные культуры ГМК без дополнительного цитотоксического воз-
действия ферментов.
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Введение. Хронический миелоидный лейкоз представляет собой злока-
чественное заболевание, которое характеризуется наличием особой генети-
ческой аномалии, известной как филадельфийская хромосома, которая воз-
никает в результате транслокации хромосом 9 и 22. В результате образуется 
химерный белок BCR-ABL, который нарушает регуляцию деления и созре-




