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Введение. В современном мире 
клеточные технологии активно разви-
ваются и за последнее десятилетие 
достигли значительных успехов, пре-
жде всего, для лечения тяжелых со-
стояний, которые требуют регенера-
ции тканей. Клеточная терапия может 
применяться при трофических язвах 
различной этиологии, обширных ожо-
гах, включая лучевые и химические, 
симптоматическом лечении наслед-
ственной патологии, восстановлении 
сухожилий и косметических пробле-
мах. Среди различных областей ис-
пользования культивированных клеток 
можно выделить клеточную терапию 
на основе фибробластов кожи благо-
даря их высокому потенциалу в осу-
ществлении процессов репарации. 
Выделение и культивирование фибро-
бластов кожи является перспективным 
направлением в современной медици-
не, благодаря высокой эффективности 
и относительно низкой себестоимости. 
В связи с отсутствием иммунного кон-
фликта и невозможностью переноса 
инфекции при пересадке клеток наи-
больший интерес представляют ауто-
логичные клетки.

Фибробласты – это гетерогенная 
клеточная популяция, включающая 
весь фибробластический дифферон: 
от мультипотентной мезенхимальной 
стволовой клетки до дифференци-

рованного фиброцита [1]. Основной 
функцией фибробластов является 
продукция и организация внеклеточ-
ного матрикса [9] путем синтеза и раз-
рушения коллагена, эластина и основ-
ного вещества [2]. Биосинтетический 
потенциал фибробластов чрезвычай-
но велик, так, одна зрелая клетка в 
активном состоянии способна произ-
вести до 3,5 млн. макромолекул кол-
лагена в сутки [4]. Также фибробласты 
синтезируют различные факторы ро-
ста, цитокины, гликозаминогликаны, 
проэластин, нидоген, ламинин и дру-
гие важные компоненты внеклеточного 
матрикса [1]. После трансплантации в 
кожу эти функции не утрачиваются, и 
фибробласты активно производят со-
ставляющие внеклеточного матрикса 
[5], что способствует созданию опти-
мальной среды для функционирова-
ния и пролиферации других клеток. 

В настоящее время для лечения де-
фектов кожи существует возможность 
использовать как аллогенные, так и ау-
тогенные клетки. При терапии с исполь-
зованием аутогенных фибробластов 
наблюдается длительный клинический 
эффект, исключен риск инфицирова-
ния пациента и развития аллергиче-
ских реакций [7]. Аллогенные клетки 
можно использовать незамедлительно 
по экстренным показаниям, что спо-
собствует быстрому закрытию раны и 
обеспечивает быстрое ее заживление, 
но жизненный срок аллогенных клеток 
ограничен [8].

Для получения фибробластов из 
биоптатов тканей используют различ-
ные методы: механические и фермен-
тативные. Известен также комбини-
рованный способ, который включает 
ферментативную обработку и после-
дующую механическую дезагрегацию 
ткани[3].

Целью данного исследования яв-
лялись апробация методики полу-
чения и культивирования первичных 

фибробластов кожи человека, а также 
их долгосрочное хранение в условиях 
жидкого азота.

Материалы и методы исследова-
ния. Материалом исследования явля-
лись образцы кожи человека. Забор 
кожи для получения фибробластов 
проводили путем биопсии панчером 
диаметром 4 мм, с предварительным 
местным обезболиванием 2%-ным 
раствором лидокаина. Для получения 
культуры фибробластов была исполь-
зована модернизированная методика, 
описанная в [10]. После биопсии био-
птат кожи диаметром 4 мм немедленно 
помещали в транспортировочную сре-
ду, состоящую из DMEM с добавлени-
ем 10%-ной эмбриональной телячьей 
сыворотки (FBS) и 1× раствора анти-
биотика-антимикотика. 

В лаборатории биоптат кожи поме-
щали в чашку Петри, содержащую не-
большое количество транспортировоч-
ной среды, и разрезали при помощи 
скальпеля на 12-18 кусочков одинако-
вого размера. 

В заранее желатинизированный 
6-луночный культуральный планшет 
добавляли 700 мкл культуральной 
среды, состоящей из DMEM (Gibco, 
LifeTechnologies) с высоким содержа-
нием глюкозы, а также содержащей 
глутамин и пируват, с добавлением 
10%-ной FBS (Gibco, LifeTechnologies) 
и антибиотиков (пенициллин, стреп-
томицин) (Gibco, LifeTechnologies). В 
каждую лунку помещали 2-3 кусочка 
кожи на расстоянии 5 мм друг от друга, 
после этого планшет инкубировали в 
CO2 инкубаторе при температуре 37°С 
и 5% CO2. Питательная среда меня-
лась по мере необходимости, каждые 
4-5 дней в течение первых 15 дней ин-
кубирования.

Кератиноциты начинали появляться 
на 5-й–7-й день культивирования, в то 
время как фибробласты – на 14-й–19-й 
день. Первый пассаж проводили после 
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образования монослоя клеток (25-30 
дней), все последующие – 1 раз в 3-4 
дня. Смену среды производили через 
2-3 дня. В процессе культивирования 
контроль за состоянием культуры и 
морфологией клеток осуществляли с 
помощью инвертированного микро-
скопа (Leica). При пересадке культуры 
для отслаивания клеток использовали 
раствор 0,25%-ного трипсина (Gibco, 
LifeTechnologies). Для длительного 
поддержания в культуре и накопления 
их биомассы клетки рассевались в со-
отношении 1:3 с добавлением свежей 
ростовой среды. Заморозка клеток 
для длительного хранения осущест-
влялась в криопробирках (Nunc) с до-
бавлением в питательную среду 10% 
DMSO и последующим медленным ох-
лаждением до -860С в низкотемпера-
турном морозильнике в течение 24 ч, 
далее образцы погружались в жидкий 
азот для длительного хранения. Раз-
мораживание образцов осуществля-
лось при комнатной температуре до 
полного испарения остатков жидкого 
азота с последующим оттаиванием в 
водяной бане при температуре 370С 
и высевом в заранее подготовленную 
питательную среду на площадь, опти-
мальную количеству имеющих-
ся клеток.

Результаты и обсуждение. 
Описанный здесь метод полу-
чения культуры первичных фи-
бробластов кожи основан на 
естественной миграции клеток 
из биоптата. За счет исключе-
ния этапа обработки первично-
го материала, включающего ме-
ханическую и ферментативную 
дезагрегацию, которая являет-
ся травматичной процедурой 
для клеток, не происходит гибе-
ли значительной части клеток 
на начальном этапе и сокра-
щается период их адаптации к 
новым условиям. 

С использованием данного 
метода отдельные кератино-
циты начинали мигрировать 
из биоптата на 5-й–7-й день 
культивирования (рис.1), а фи-
бробласты – на 14-й–19-й день 
(рис.2), тогда как при фермен-
тативной обработке биоптата 
кожи отдельные фибробласты 
начинают пролиферировать 
уже на 3-й–4-й день после на-
чала культивирования [6]. 

Получаемая клеточная по-
пуляция гетерогенна, так как 
выделенные фибробласты на-
ходятся на разных стадиях 
развития (небольшие верете-

новидные активно делящиеся клет-
ки-предшественники; более крупные 
веретеновидные созревающие клетки; 
крупные плащевидные зрелые фибро-
циты) (рис.3). 

Культура фибробластов на 30-й 
день находилась в интенсивной фазе 
роста (увеличение количества клеток 
за 72 ч в 2-2,5 раза), что может свиде-
тельствовать о её высоком пролифе-
ративном потенциале, который будет 
сохраняться при длительном культи-
вировании. 

В ходе культивирования фибробла-
сты сохраняли контактное торможение 
деления клеток, характерное для нор-
мальных нетрансформированных фи-
бробластов: при достижении монослоя 
клеток пролиферативная активность 
фибробластов резко падала (рис.4).

Морфологию фибробластов, ко-
торые представлены в виде верете-
нообразных вытянутых клеток с про-
зрачной цитоплазмой и монослоя, 
оценивали с помощью инвертирован-
ного микроскопа.

Основываясь на морфологическом 
состоянии клеточной культуры после 
размораживания, процент выживае-
мости клеток после однократного цик-

ла замораживания-размораживания и 
длительного хранения в условиях жид-
кого азота составил примерно 80-90%. 

Заключение. Таким образом, нами 
отработана воспроизводимая мето-
дика получения, культивирования и 
длительного хранения фибробластов 
кожи человека. Соблюдение правил 
асептики и антисептики при получении 
биологического материала является 
абсолютным требованием и залогом 
успешного результата. Для исключе-
ния передачи инфекции при исполь-
зовании клеточного материала фибро-
бласты необходимо тестировать на 
отсутствие вирусной и микробной кон-
таминации при помощи ПЦР-анализа 
и иммуноферментного метода. Данная 
методика является оптимальной для 
проведения культивирования фибро-
бластов кожи человека в условиях на-
учно-исследовательских лабораторий 
и медицинских учреждений. Исходя 
из всего вышенаписанного, можно ут-
верждать, что применение фибробла-
стов кожи в клинической медицинской 
практике является перспективным на-
правлением для лечения различных 
повреждений кожи. Полученные дан-
ные говорят о том, что представленная 

Рис.4. Сформированный монослой культуры 
фибробластов кожи человека (28-е сут куль-
тивирования). Фазовый контраст, увеличение 
×100

Рис.1. Локус роста кератиноцитов в первичной 
культуре фибробластов кожи человека (0-й 
пассаж, 7-е сут культивирования). Фазовый кон-
траст, увеличение ×100

Рис.2. Смесь фибробластов и кератиноцитов 
кожи человека в первичной клеточной культуре 
(0-й пассаж, 19-е сут культивирования); виден 
край биоптата кожи. Фазовый контраст, увели-
чение ×100

Рис.3. Первичная культура фибробластов кожи 
человека (0-й пассаж, 25-е сут культивирова-
ния), обладающая морфологической гетероген-
ностью. Фазовый контраст, увеличение ×100
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Несмотря на успехи и достижения 
современной медицины, спаечная 
болезнь в настоящее время остается 
одной из нерешенных и актуальных 
проблем абдоминальной хирургии. Ча-
стота заболевания, трудности своев-
ременного распознавания, отсутствие 

четких критериев лечебной тактики и 
во многом неудовлетворительные ис-
ходы делают проблему спаечного син-
дрома постоянно актуальной [3, 4, 7]. 
За последние десятилетия предложе-
но множество способов профилактики 
образования сращений в брюшной по-
лости, однако до сих пор в современ-
ной хирургии нет достаточно эффек-
тивных средств для предотвращения 
спайкообразования в послеопераци-
онном периоде [5, 6, 8].

В последнее время при изучении 
причин развития различных заболева-
ний, в том числе и воспалительных, су-
щественную роль в их возникновении 

и формировании исследователи при-
писывают нарушениям в про- и анти-
оксидантном балансе организма [2].

Целью исследования явилось 
определение эффективности влияния 
препаратов, обладающих антиокси-
дантными свойствами (эмоксипина и 
мексидола), в сравнительном аспекте 
на предупреждение и течение спайко-
образования у лабораторных живот-
ных в брюшной полости после модели-
рования спаечной болезни в условиях 
эксперимента.

Материалы и методы исследова-
ния. Исследование проводилось на 60 
белых неинбредных взрослых крысах 

в статье методика является эффектив-
ной, менее трудозатратной и щадящей 
по отношению к клеткам по сравнению 
с другими методиками, включающими 
этапы ферментативной обработки. 
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А.Н. Бадасян, О.С. Олифирова, А.А. Сергиевич
ВЛИЯНИЕ АНТИОКСИДАНТНОЙ ТЕРАПИИ 
НА ТЕЧЕНИЕ СПАЕЧНОГО ПРОЦЕССА 
В БРЮШНОЙ ПОЛОСТИ В УСЛОВИЯХ 
ЭКСПЕРИМЕНТА

В работе представлены результаты влияния антиоксидантов (эмоксипина и мексидола) на течение спаечного процесса в брюшной 
полости у экспериментальных животных в сравнительном аспекте после моделирования спаечной болезни. Установлено, что у крыс, 
получавших указанные препараты, отмечается достоверное снижение спайкообразования, происходит оптимизация антиоксидантной 
защиты, увеличивается количество ремезотелизированных клеток на десерозированных участках брюшины в сравнении с животными в 
контрольной группе.

Ключевые слова: спаечный процесс, антиоксиданты, лабораторные животные.

In the present work results of influence of antioxidants (emoxypin and mexydol) on formation of adhesions in an abdominal cavity at experimental 
animals in comparative aspect after modelling of adhesive illness are presented. It is established that in the groups received specified preparations 
authentic decrease of formation of adhesions is marked with optimization of antioxidant system. The quantity of remezotelizated cells on deserosaled 
sites of peritoneum in comparison with control group are increases.

Keywords: adhesive process, antioxidants, laboratory animals.
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