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Исследован уровень экспрессии апоптоз-ассоциированного белка Bcl-2 мезенхимальными стволовыми клет-

ками  из жировой ткани собаки на разных пассажах культивирования in vitro. Установлено, что жировая ткань собаки 
содержит мультипотентные стволовые клетки, которые характеризуются экспрессией антиапоптического ядер-
ного белка Bcl-2. Уровень экспрессии Bcl-2 клетками жировой ткани собаки ІI пассажа характеризуется высоким пока-
зателем – 103,67±6,78 балла. Экспрессия Bcl-2 стволовыми клетками ХII пассажа достоверно снижается до 
66,67±5,03* баллов, но все же удерживается на высоких показателях, что обусловливает незначительный уровень 
апоптоза клеток культуры. Установлена обратная корреляционная зависимость между процессом культивирова-
ния, то есть количеством пассажей и экспрессией антиапоптического белка Bcl-2, показатель которой составляет 
r=-0,94, р≤0,001. Также подтверждена высокая сила влияния процесса культивирования на содержание белка Bcl-2 ме-
зенхимальными стволовыми клетками культуры из жировой ткани собаки – η2х=0,85; р≤0,01. Ключевые слова: 
апоптоз-ассоциированный белок, стволовые клетки, жировая ткань, ядерный белок, апоптоз. 
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The level of expression of apoptosis-associated protein Bcl-2 by dog adipose-derived mesenchymal stem cells was studied 

at different passages of in vitro culture. It was found that the fatty tissue of the dog contains multipotent stem cells, which are char-
acterized by the expression of the anti-apoptotic nuclear protein Bcl-2. The level of expression of Bcl-2 cells of adipose tissue in the 
dog of the ІІ passage is characterized by a high index – 103.67±6.78 points. Expression of Bcl-2 in stem cells of the XII passage 
significantly decreases to 66.67±5.03 * points, but it is still retained at high rates, which causes an insignificant level of apoptosis of 
the culture cells. An inverse correlation was established between the cultivation process, that is, the number of passages and the 
expression of the anti-apoptotic Bcl-2 protein, the index of which is r =-0.94, p≤0.001. A high effect of the cultivation process on the 
protein content of Bcl-2 by dog adipose-derived mesenchymal stem cells  was also confirmed – η2x=0.85; p≤0.01. Keywords: 
apoptosis-associated protein, stem cells, adipose tissue, nuclear protein, apoptosis. 

 
Введение. Ветеринария зародилась в глубокой древности в недрах медицины, ведь веками боль-

ных животных и людей лечили одни и те же целители. И лишь немногим более 200 лет назад она оконча-
тельно обособилась от медицины, превратившись в самостоятельную науку, при этом оставшись навсегда 
«сестрой медицины». Для успешного развития ветеринарной медицины необходимо использовать все ре-
зервы и возможности [11]. Эффективная работа с животными невозможна без совершенствования ветери-
нарного обслуживания, для чего необходимо использовать современные лечебно-профилактические меро-
приятия [12]. От ветеринарных специалистов требуется гибкое и оперативное управление всеми звеньями 
ветеринарии, изменение отношения специалистов к профессиональным обязанностям, существенное по-
вышение отдачи их труда, действенность ветеринарного контроля, усиление интеграции науки с производ-
ством. Исходя из этого, каждый ветеринарный специалист обязан тщательно анализировать свою работу и 
постоянно улучшать и совершенствовать ее. Повышение качества проводимых ветеринарных мероприятий 
возможно лишь при хорошей осведомленности специалистов об успехах отечественной и зарубежной 
науки. 

Поскольку применение стволовых клеток в регенеративной медицине и лечении патологий набирает 
все большие обороты, определение биологических особенностей стволовых клеток, полученных из различ-
ного первичного материала, в частности костного мозга, жировой ткани, имеет теоретическое и практиче-
ское значение. Одной из биологических характеристик стволовых клеток является экспрессия поверхност-
ных, цитоплазматических и ядерных белков, исследование которых на разных сроках культивирования по-
может охарактеризовать клеточную культуру [6]. 

Известно, что процесс культивирования оказывает существенное влияние на  биологические харак-
теристики  клеточной культуры. При этом апоптоз клеток в культуре, который характеризуется уровнем экс-
прессии ядерного белка Всl-2, играет важную роль. Роль белков семейства BCL-2 в клеточном апоптозе и 
онкогенезе широко изучалась [4, 5]. Различные члены семейства белков BCL-2 имеют про- и антиапоптоти-
ческие функции, причем их основной функцией является регуляция проницаемости мембраны митохондрий 
[2, 3]. Белок Всl-2 задерживает клеточный апоптоз, подавляя высвобождение из митохондрий апоптоз-
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индуцирующего фактора и цитохрома-С. BCL-2 непосредственно ингибирует приток адениновых нуклеоти-
дов через наружную митохондриальную мембрану. Это уменьшает гидролиз АТФ и ингибирует выделение 
цитохрома-С. Также следует отметить, что BCL-2   поддерживает клетки в фазе G0 в отсутствие факторов 
роста, что является мощным онкогенным механизмом для опухолевых клеток. Проведены некоторые ис-
следования по определению экспрессии белков стволовыми клетками из костного мозга [7], пупочного кана-
тика [8]. 

Однако данные об экспрессии апоптоз-ассоциированного белка мезенхимальными стволовыми клет-
ками из жировой ткани собаки в литературных данных освещены недостаточно. 

Цель работы – изучить уровень экспрессии апоптоз-ассоциированного белка Всl-2 стволовыми клет-
ками из жировой ткани собаки на разных пассажах при культивировании in vitro.   

Материалы и методы исследований. Исследования проведены на кафедре физиологии, патофи-
зиологии и иммунологии животных Национального университета биоресурсов и природопользования Укра-
ины. Все исследования на животных были проведены с соблюдением закона Украины «О защите животных 
от жестокого обращения» (от 21.02.2006 г.) и принципов «Международной Европейской конвенции по защи-
те позвоночных животных, используемых с экспериментальной и другой научной целью» (Страсбург, 1986).  

Во время плановых операций (овариогистерэктомия, ушивание грыжи) у собак в возрасте до 12 меся-
цев отбирали 10-20 г жировой ткани. Из первичного материала путем культивирования в СО2 инкубаторе 
при температуре 37оС, 5% содержании СО2 в среде DMEM (Sigma) с добавлением 10-15% эмбриональной 
сыворотки бычков, 1% антибиотика-антимикотика получали культуру стволовых клеток [6, 9]. Клетки полу-
ченной культуры ІI и ХII пассажей высаживали на покровные стекла в чашках Петри, культивировали при 
стандартных условиях в СО2 инкубаторе. За 2-3-е суток конфлюентность монослоя клеток на покровных 
стеклах достигала около 70%. Клетки на стеклах фиксировали раствором метанола с ацетоном в соотноше-
нии 1:1 в течение двух часов при температуре -200С, промывали фосфатнобуферным раствором, после че-
го инкубировали 20 мин. с 1% раствором бычьего сывороточного альбумина (БСА). На зафиксированные 
клетки наносили моноклональные антитела anti: bcl-2 alfa Ab-1 (clone 100/D5) (REF-MS-123-PO), Neo Markers 
Fremont, CA, и выдерживали 1 час. После этого применяли систему визуализации Ultra Vision LPValue 
Detection system, которая содержит детекционные антитела, конъюгированные с пероксидазой, активность 
которой выявляли с помощью субстрата диаминобензидина (DAB, Thermo-Scintific). После проведения им-
муноцитохимической реакции препараты промывали проточной водой и докрашивали раствором ге-
матоксилин-эозина (1-2 минуты), после чего препараты заключали в Faramount Aqueous Mounting Medium. 
Анализ результатов проводили по подсчету клеток с экспрессией (коричневую окраску клеток) с помощью 
светового микроскопа и оценивали с помощью классического метода H-Score: S=1xA+2xB+3xC, где S - пока-
затель «H-Score», значения которого находятся в пределах от 0 (белок не экспрессируется) до 300 (сильная 
экспрессия в 100% клеток), А - % слабо окрашенных клеток, В - % умеренно окрашенных клеток, С - % силь-
но окрашенных клеток [1, 10]. 

Результаты исследований обрабатывали согласно общепринятым методам статистики с помощью 
программы Microsoft Ехсel с использованием t- критерия Стьюдента. 

Результаты исследований. Первичный материал для культивирования – жировую ткань - получали 
при проведении плановых оперативных вмешательств (ушивание грыжи, овариогистерэктомия) у собак в 
возрасте до 12 месяцев. В процессе первичной обработки и культивирования первичного материала была 
получена культура мультипотентных стволовых клеток различных пассажей. Для проведения иммуноцито-
химического скрининга были использованы стволовые клетки IV и Х пассажей, которые имели фибробла-
стоподобную морфологию (рисунок 1). 

 

  
Рисунок 1 - Культура мультипотентных стволовых клеток из жировой ткани собаки  

ІI и ХII пассажей, х 100 
 
В ходе иммуноцитохимических исследований определяли уровень экспрессии апоптоз-

асоциированного ядерного белка мультипотентных стволовых клеток из жировой ткани собаки. Результаты 
исследований свидетельствуют о достоверных изменениях уровня экспрессии при культивировании стволо-
вых клеток на IV и Х пассажах (таблица 1). 
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Таблица 1 – Экспрессия апоптоз-асcоциированного ядерного белка мультипотентными стволовыми 
клетками жировой ткани собаки ІI и ХII пассажей, (M±m, n=3), в баллах H-Score   (от 0 до 300) 

Антиген Уровень экспрессии 
ІI пассаж ХII пассаж 

Bcl-2 103,67±6,78 66,67±5,03* 
Примечание. * р<0,05 – в сравнении с уровнем экспрессии Bcl-2 клетками ІI пассажа. 

 
Антиапоптический белок Bcl-2 экспрессируется в значительном количестве стволовыми клетками на 

втором пассаже культивирования и составляет 103,67±6,78 балла, что свидетельствует о низком уровне 
запрограммированной гибели клеток (рисунок 2)  

 

   
а                                                б 

Рисунок 2 - Экспрессия апоптоз-ассоциированного белка Bcl-2 мультипотентными стволовыми кле-
тками жировой ткани собаки: а – контроль, б – Bcl-2 - позитивные клетки, x 400 

 
В процессе культивирования показатель уровня экспрессии Bcl-2 достоверно снижается до 

66,67±5,03* баллов, но все же удерживается на высоких значениях. Таким образом, можно сделать вывод о 
высокой пролиферативной активности и низком уровне апоптоза клеток культуры ХII пассажа. Установлена 
обратная корреляционная зависимость между процессом культивирования и експрессией антиапоптическо-
го белка Bcl-2, показатель которой составляет r=-0,94, р≤0,001. 

Также подтверждена высокая сила влияния процесса культивирования на содержание белка Bcl-2 
мезенхимальными стволовыми клетками культуры – η2х=0,85; р≤0,01. 

Заключение. Таким образом, установлено, что жировая ткань собаки содержит мультипотентные 
стволовые клетки, которые характеризуются экспрессией антиапоптического ядерного белка Bcl-2. Уровень 
экспрессии Bcl-2 клетками жировой ткани собаки ІI пассажа характеризуется высоким показателем – 
103,67±6,78 балла. Экспрессия Bcl-2 в стволовых клетках ХII пассажа достоверно снижается до 66,67±5,03* 
баллов, но все же удерживается на высоких показателях, что обусловливает незначительный уровень 
апоптоза клеток культуры. Установлена обратная корреляционная зависимость между процессом культиви-
рования и экспрессией антиапоптического белка Bcl-2, показатель которой составляет r=-0,94, р≤0,001. Так-
же подтверждена высокая сила влияния процесса культивирования на содержание белка Bcl-2 мезенхи-
мальными стволовыми клетками культуры  из жировой ткани собаки – η2х=0,85; р≤0,01. 
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