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В настоящее время, несмотря на применяемые терапевтические препа-

раты, проблема заживления ран остается актуальной. В статье рас-

смотрен возможный механизм выделения субпопуляций фибробластов, 

которые играют разные роли в восстановлении тканей.  
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Currently, despite the therapeutic drugs used, the problem of wound healing 

remains relevant. The article discusses a possible mechanism for isolating 

subpopulations of fibroblasts that play different roles in tissue repair.  
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Основным перспективным направлением в заместительной терапии 

является клеточная терапия, цель которой состоит в восстановлении 

структуры и функций поврежденных тканей, путем трансплантации кле-

ток, выращенных в условиях invitro. Успехи регенеративной медицины 

показали возможность лечения ряда ранее неизлечимых заболеваний с 

помощью клеточных технологий [1, 2, 3, 7]. 

Известен способ выделения и культивирования аутологичных 

дермальных фибробластов, в котором клетки выделяют из биоптатов без 

ферментативной и механической обработки исходного материала, где 

биоптат помещается под покровное стекло и инкубируется на чашке Пет-

ри, покрытой синтетическим аналогом внеклеточного матрикса, поли-D-

лизином (RU 2382077, МПК C12N 5/071). Недостаток этого метода в том, 

что в результате получается гетерогенная популяция клеток, состоящая 

из фибробластов и эпителиоподобных клеток. Некоторыми авторами 

предложен способ получения биотрансплантата для лечения косметиче-

ских дефектов кожи, который заключаются в том, что кожу или липоас-

пират ферментативно дезагрегируют в 0,25% растворе трипсина [4, 5, 6]. 

Этот метод обеспечивает низкую эффективность дезагрегации ткани, что 

снижает количество первичного клеточного материала. 

Цель исследования – разработать технологию выделения фиб-

робластов из кожно-мышечной ткани эмбриона коровы. 

Материалы и методы. Работа была выполнялась в отделе культур 

клеток и питательных сред РУП «Институт экспериментальной ветери-

нарии им. С.Н. Вышелесского». 

Материалом для выделения фибробластов служила кожно-

мышечная ткань эмбриона коровы. В стерильных условиях (ламинарном 

шкафу) из эмбриона коровы извлекали кожно-мышечную ткань и поме-

щали в стерильные чашки Петри. Далее измельчали на кусочки размером 

около 3 мм3, которые двукратно отмывали раствором Хенкса с антибио-

тиками. Подготовленные образцы переносили в стерильную колбу, с 

2,5% раствора трипсина (Gibco, Великобритания) в соотношении 1:3. 

Помещали в шейкер инкубатор (EnvironmentalShaker-IncubatorES-20 (Bi-

oSan) и перемешивали на скорости 100 об/мин. при температуре 370С 

(±0,1) в течение 30-40 минут. После инкубации супернатант переносили в 

центрифужные пробирки и центрифугировали собранные на этапе клетки 

в течение 15-20 мин при 1000 об/мин. Надосадочную жидкость удаляли, а 

конечный осадок ресуспендировали в небольшом количестве питатель-

ной среды содержащую 30% эмбриональной телячьей сыворотки (ЭСТ). 
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Полученную суспензию клеток окрашивали 0,5% раствором трипанового 

синего. Определяли жизнеспособность клеток и подсчитывали в камере 

Горяева (по Дьяконову). Рассевали в культуральные флаконы с посевной 

концентрацией 600 тыс. клеток в мл.ростовой среды (среда 199). Клетки 

культивировали в термостате (ShelLab, США) при температуре 370С 

(±0,1). Замену ростовой питательной среды осуществляли каждые 2-4 дня 

в зависимости от снижения рН. Фибробласты культивировали до моно-

слоя с конфлюентностью 95-100% в течение 7-9 суток. Проводили еже-

дневный визуальный контроль под инвертированным микроскопом х100 

(NikonTS 100, Япония). 

Результаты. В результате наших исследований установлено, чтовы-

деленные кожно-мышечные фибробласты обладали способностью адге-

зироваться к поверхности культурального флакона, демонстрировали 

типичную фибробласт подобную форму.  

Среди свежеизолированных клеток наблюдали низкий уровень кле-

точной гибели. Фибробласты обладали высоким потенциалом пролифе-

рации и стабильностью. Формировали высококонфлюэнтный клеточный 

монослой (95-100%) в условиях посевной концентрации при посевной 

дозе 600 000 в мл среды на 5-7 сутки культивирования. Доля жизнеспо-

собных клеток составила 97%. 

Клетки имели веретерообразную мультиполярную форму, на 2-4 

сутки хорошо распластаны на культуральной поверхности. По мере куль-

тивирования в конфлюэнтном слое клетки биполярны и менее распласта-

ны (7-9 сутки). Образовывали характерные параллельные решетки и за-

витки. Ядро фибробластов овальной формы с содержанием 2-3 ядрышек. 

Грануляция и вакуолизация вокруг ядра отсутствует. В культуральной 

среде единичные клетки во взвешенном состоянии имели шаровидную 

форму. 

Заключение. В результате проделанной работы из биоматериала 

была получена жизнеспособная, гетерогенная популяция фибробластов с 

высокой адгезивной способностью, образующая конфлюэнтный моно-

слой. 
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