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Резюме. Представленная работа посвящена новому способу оценки жизнеспособности культивируемых эм-
бриональных клеток печени в среде культивирования. Установлено, что при культивировании полученные клет-
ки вырабатывают фактор роста гепатоцитов (HGF) с максимальной концентрацией на 5-е сутки и увеличением в 
3,5 раза по сравнению с начальной концентрацией, что по времени совпадает с пиком митотической активности. 
Выявлена положительная корреляция между концентрацией HGF и митотической активностью. Предложенный 
способ оценки жизнеспособности культивируемых клеток печени позволяет точно установить сроки максималь-
ной готовности клеток к трансплантации и стандартизировать по содержанию регуляторного пептида HGF в среде 
культивирования.
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ASSESSMENT OF VIABILITY OF CULTURED EMBRYONIC LIVER CELLS IN VITRO
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Summary. The given work is devoted to a new way of assessing the viability of cultured embryonic liver cells in the culture 
medium. Found that when cultured derived cells produce hepatocyte growth factor (HGF) with a maximum concentration 
on the 5th day and increased by 3.5 times compared with the initial concentration, which will coincide with the peak of 
mitotic activity. Found positive correlation between the concentration of HGF and mitotic activity. The proposed method of 
assessing the viability of cultured liver cell can accurately set the time of maximum availability of cells for transplantation and 
standardize the content of the regulatory peptide of HGF in the culture medium.

Key words: embryonic liver cells, culture, viability.

В медицине используются свиные ткани, в том числе 
биоискусственные системы, при различных вариантах 
печеночной недостаточности [3,4], для трансплантации 
островков Лангерганса при лечении сахарного диабета 
[1]. Предлагается использовать ксенотрансплантацию 
гепатоцитов в качестве временной меры перед алло-
трансплантацией печени [11].

Литературные данные свидетельствуют о том, что 
клетки, выделенные из органа, сохраняют функциональ-
ные свойства и характерную структуру [8]. Известно, 
что трансплантированные изолированные гепатоциты 
не столько увеличивают функционирующую массу пе-
чени, сколько изменяют гуморальные и молекулярные 
механизмы, отвечающие за активацию функций остав-
шихся гепатоцитов реципиента и регенерацию путем 
выработки регуляторных пептидов, среди которых ве-
дущая роль принадлежит факторам роста. Среди из-
вестных факторов роста выделяют один, обладающий 
наиболее выраженным митогенным эффектом на гепа-

тоциты – фактор роста гепатоцитов. Ответственными 
за выработку этого фактора являются клетки Ито, а 
также эндотелиальные и купферовские клетки печени, 
ретикулярные клетки селезенки. Эмбриональная ткань 
печени содержит большое количество фактора роста 
гепатоцитов и его рецепторов; гепатоциты зародыша в 
первом триместре развития активно отвечают на сти-
муляцию фактором роста гепатоцитов [9,10]. При раз-
работке технологии необходима стандартизация подго-
товки клеток к трансплантации.

Целью работы явилась разработка способа оценки 
жизнеспособности культивируемых эмбриональных 
клеток печени в среде культивирования.

Материалы и методы

Работа выполнена на базе клеточного бокса науч-
ного отдела экспериментальной хирургии с виварием 
ФГБУ «НЦРВХ» СО РАМН (директор чл.-корр. РАМН 



34

Сибирский медицинский журнал, 2012, № 7

Е.Г. Григорьев), (вет. удостоверение 238 № 0000023 от 
28.11.2011 г., служба ветеринарии Иркутской области). 
Забор биоматериала проводили с соблюдением правил 
гуманного обращения с животными, которые регламен-
тированы «Правилами проведения работ с использова-
нием экспериментальных животных», утвержденных 
Приказом Минздрава СССР №742 от 13.11.1984 г. «Об 
утверждении правил проведения работ с использовани-
ем экспериментальных животных» и №48 от 23.01.1985 
г. «О контроле за проведением работ с использованием 
экспериментальных животных», а также основывались 
на положениях Хельсинской Декларации Всемирной 
Медицинской Ассоциации от 1964 г., дополненной в 
1975, 1983 и 1989 гг.

Культуру эмбриональных клеток печени получа-
ли от плодов свиньи 2-2,5 месячного срока внутриу-
тробного развития. Плоды забирали на 
мясокомбинате при вынужденном убое 
супоросных свиноматок. С соблюдени-
ем условий асептики беременные матки 
транспортировали в операционную ви-
вария сразу после забора. Заготовку био-
материала проводили под внутримышеч-
ным наркозом по методике Г. Старке [5] 
в стерильных условиях. Клетки получали 
комбинированным методом дезагрега-
ции, за основу был взят метод M. Berry 
(1969) [7].

Подсчет жизнеспособных клеток проводили с помо-
щью теста на исключение красителя с использованием 
камеры Фукса-Розенталя.

Культивирование выделенных клеток проводили в 
матрацах Ру с использованием стандартных питатель-
ных сред и добавок, производимых фирмами «ПанЭко» 
и «Sigma», в течение 5 суток по методу Р. Фрешни (1989) 
[6]. Из флакона, в котором культивируют эмбриональ-
ные клетки печени, забирают 0,5 мл среды культивиро-
вания для определения содержания регуляторного пеп-
тида HGF. Определение HGF проводят в динамике (один 
раз в сутки в течение всего срока культивирования) 
методом твердофазного иммуноферментного анализа 
с использованием анализатора Stat Fax-2000 (Awareness 
tehnology INC USA) и набора для определения HGF 
(HGF ELISA KitBiosource, Бельгия) в сыворотке,  супер-
натанте и среде клеточных культур, буферных раство-
рах. При использовании способа – прототипа опреде-
ляли уровень альбумина в среде культивирования на 
анализаторе «Синхрон-5»(Beckman, США) с помощью 
стандартного набора реактивов фирмы Beckman.

Для сравнения оценку жизнеспособности эмбрио-
нальных клеток печени проводили 3-мя способами: 
1-ый – окраска трипановым синим, 2-ой – по содержа-
нию альбумина в среде культивирования и 3-ий, пред-
ложенный нами, – по количеству регуляторного пепти-
да HGF в среде культивирования. Для каждого способа 
были проведены исследования in vitro на 38 образцах 
клеточной взвеси, приготовленной из эмбриональной 
печени свиньи. Во всех случаях максимальный срок 
культивирования составил 144 часа.

Данные представляли в виде медианы с нижним 
и верхним квартилями (25-й и 75-й процентили). 
Определение значимости различий полученных данных 
(р) в сравниваемых выборках проведено по критериям 
Манна-Уитни (U), Вилкоксона (W). Критический уро-
вень значимости при проверке статистических гипотез 
р=0,05 [2].

Результаты и обсуждение

Методом культивирования добивались приобрете-
ния клетками печени максимальной пролиферативной 
активности. Культивирование всех образцов проводи-
ли в стандартных условиях.

При подсчете окрашенных и неокрашенных клеток 
в камере Фукса-Розенталя по первому способу число 

Таблица 1
Динамика митотического индекса (МИ) в культуре эмбриональных 

клеток печени (медиана, квартили)
МИ 24 часа 48 часов 72 часа 96 часов 120 часов 144 часа
Индекс
пролиферативной
активности

0,01
(0,01–0,01)
(n=6)

0,12*
(0,09–0,2)
(n=6)

0,26*
(0,1–0,3)
(n=6)

0,39*
(0,3–0,5)
(n=6)

0,65*
(0,6–0,7)
(n=6)

0,36
(0,1–0,4)
(n=6)

Примечание: * – значимость различий определена по сравнению с МИ на 1-е сутки 
по критерию Манна-Уитни.

жизнеспособных клеток составило: 98,5±1,2%. Этот ме-
тод имеет низкую точность, так как оценку жизнеспо-
собности культивируемых клеток проводят по целост-
ности их мембран, а не по функциональной активности 
клеток. Кроме этого, для проведения суправитальной 
окраски трипановым синим необходимо снять клетки 
с культивирования, что приводит к их потере и, следо-
вательно, к необходимости дополнительной закладки 
клеточного материала.

Для оценки пролиферативной активности клеток 
рассчитывали прирост клеточной массы в процессе 
культивирования. Прирост клеточной массы в процессе 
культивирования к 5-м суткам составил 135х106 против 
40х106 клеток, засеянных во флакон. Пролиферативную 
активность культивируемых эмбриональных клеток пе-
чени оценивали по митотическому индексу (табл. 1).

Максимальный уровень пролиферативной актив-
ности клеток печени был выявлен на 5-е сутки культи-
вирования. Следует отметить снижение митотического 
индекса к шестым суткам.

Для оценки функциональной активности клеток пе-
чени в культуре нами был оценен уровень альбумина в 
среде культивирования. Этот показатель был неизмен-
ным в динамике наблюдения: в первые сутки культиви-
рования уровень альбумина составил 8,0 (6,5-9,0) г/л, на 
5-е сутки – 8,7 (6,2-10,0) г/л. К недостаткам этого спосо-
ба оценки жизнеспособности культивируемых клеток 
печени следует отнести недостаточную точность, так 
как функционально активные гепатоциты синтезируют 
и выделяют альбумин в среду культивирования, а в тоже 
время альбумин является необходимым компонентом 
среды для культивирования клеток. Следовательно, 
сложно отделить количество синтезированного альбу-
мина от внесенного.

Предложенный 3-ий способ оценки основан на том, 
что в динамике определяли содержание регуляторного 
пептида HGF в среде культивирования, по которому и 
судили о пролиферативной активности культивируе-
мых клеток. При достижении наибольшей концентра-
ции регуляторного пептида HGF в среде культивирова-
ния жизнеспособность эмбриональных клеток печени 
оценивали как высокую и считали готовность клеток к 
трансплантации максимальной.

Определение содержания регуляторного пептида 
HGF в динамике дало возможность установить состоя-
ние клеточной культуры и выявить пик пролифератив-
ной активности.

Нами установлено, что определение содержания 
HGF в среде культивирования позволяет оценить жиз-
неспособность клеток в процессе роста, т.е. без снятия 
клеток с культивирования можно установить высокую 
готовность клеток к трансплантации.

При изменении условий культивирования проис-
ходит замедление процессов пролиферативной актив-
ности культивируемых клеток, что требует удлинения 
сроков культивирования. Определение HGF в среде 
культивирования в динамике, предложенное нами, 
позволяет независимо от календарного срока культи-
вирования выявить максимум пролиферативной ак-
тивности эмбриональных клеток печени и, тем самым, 
обеспечить оптимальную пригодность клеточного ма-
териала к трансплантации. При оценке жизнеспособно-
сти культивируемых эмбриональных клеток печени по 
предлагаемому способу было выявлено, что содержание 
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HGF менялось в динамике исследования:
– среда после центрифугирования клеток (суперна-

тант) – 0,66 (0,47-1,02) нг/мл;
– среда культивирования через 2-е суток – 14,3 (13-

15,6) нг/мл;
– среда культивирования через 5 суток – 46,8 (38,4-

50) нг/мл;
– среда культивирования через 6 суток – 31,2 (26,8-

34) нг/мл.
Из приведенных данных следует, что на 5-е сутки 

культивирования содержание HGF было максималь-
ным. Выявлено статистически значимое увеличение 
количества регуляторного пептида на 5-е сутки до 46,8 
(38,4-50,0) нг/мл против 14,3 (13-15,6) нг/мл на 2-е сутки 
(pU = 0,003).

Для доказательства связи уровня HGF и показате-
ля митотического индекса, характеризующего проли-
феративную активность культивируемых клеток, был 
проведен корреляционный анализ. Выявлена положи-

тельная корреляционная связь: коэффициент корре-
ляции Кендала составил tb=1,0, p=0,042. Это служит 
доказательством того, что содержание регуляторного 
пептида HGF в среде культивации свидетельствует об 
уровне пролиферативной активности и не требует рас-
чета МИ.

Таким образом, нами установлено, что при культи-
вировании полученные клетки вырабатывают фактор 
роста гепатоцитов с максимальной концентрацией 
на 5-е сутки и увеличением в 3,5 раза по сравнению с 
начальной концентрацией, что по времени совпада-
ет с пиком митотической активности. Выявлена по-
ложительная корреляция между концентрацией HGF 
и митотической активностью. Предложенный способ 
оценки жизнеспособности культивируемых клеток пе-
чени позволяет точно установить сроки максимальной 
готовности их к трансплантации. Способ также позво-
ляет стандартизировать клетки по содержанию регуля-
торного пептида HGF в среде культивации.
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ЛЕЧЕНИЕ ТАЗОВОЙ НЕВРАЛГИИ У ЖЕНЩИН С ХРОНИЧЕСКИМИ ВОСПАЛИТЕЛЬНЫМИ 
ЗАБОЛЕВАНИЯМИ ПРИДАТКОВ МАТКИ

Александр Иосифович Гус1, Светлана Михайловна Бачурина2, Андрей Александрович Семендяев3, 
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Резюме. Представлены сравнительные результаты дифференцированного лечения 180 женщин с синдромом 
тазовой боли, обусловленной хроническими воспалительными заболеваниями придатков матки. Использован но-
вый метод лечения тазовой невралгии – пресакральная нейроплегия и традиционная терапия заболевания. Все 
больные до и после лечения были протестированы с применением опросника Мак-Гилла, визуально-аналогововой, 
словесно-рейтинговой и линейной цифровой шкалы. Путем анкетирования оценено состояние “Качества жизни”. 
В результате проведенного исследования было установлено преимущество применения в лечении указанных боль-
ных комбинации пресакральной нейроплегии в сочетании с противорецидивной терапией, позволявших добиться 
длительной (более 2,5 лет) ремиссии тазовой невралгии.

Ключевые слова: тазовая боль, хронические воспалительные заболевания придатков матки, пресакральная 
нейроплегия.


