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ПОЛУЧЕНИЕ ПЕРВИЧНОЙ КУЛЬТУРЫ КЛЕТОК НАДПОЧЕЧНИКОВ
НОВОРОЖДЕННЫХ ПОРОСЯТ

Разработан способ получения первичной культуры клеток надпочечников новорож�
денных поросят, которую возможно в последующем использовать для трансплан�
тации. Исследованы морфологические особенноcти клеток первичной культуры на
различных этапах культивирования. Показано, что в культуре клеток надпочеч�
ников новорожденных поросят формируются сферические клеточные колонии и,
возможно, происходят процессы клеточной дифференцировки.
Ключевые слова: первичная культура клеток, надпочечник, сферические
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Наиболее перспективными донорами
тканей и клеток для трансплантации чело�
веку являются свиньи. При этом предпочти�
тельнее получать биологический материал
от новорожденных животных, поскольку он
содержит большее количество прогенитор�
ных клеток, а также обладает меньшей им�
муногенностью, чем клетки и ткани взрос�
лых животных. Кроме того, клетки ново�
рожденных животных более устойчивы к
действию ишемии, что позволяет снизить
потери ценного материала в процессе его по�
лучения. На сегодняшний день нет данных
об особенностях получения и культивиро�
вания клеток надпочечников новорожден�
ных поросят, поэтому, учитывая потен�
циальную возможность использования этих
клеток в клинической практике, проблема
их культивирования остается актуальной.

Первичные культуры клеток надпочеч�
ников применяются главным образом для
изучения их гормонопродуцирующей ак�
тивности in vitro при длительном культиви�
ровании, а также in vivo при транспланта�
ции. Однако в последнее время все больше
внимания уделяется изучению клеточного
состава надпочечных желез, особенно ак�
тивно исследуются свойства стволовых/
прогениторных клеток коры и мозгового ве�
щества и их способность к дифференциров�
ке in vitro [5–7].

Целью работы была разработка способа
получения первичной культуры клеток над�
почечников новорожденных поросят, при�
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Трансплантация клеток и тканей все ча�
ще применяется при лечении заболеваний
эндокринных органов, сопровождающихся
гормональной недостаточностью [1]. Такой
подход может являться альтернативой за�
местительной гормональной терапии, по�
скольку в организме реципиента создается
пул клеток, секретирующих гормоны в за�
висимости от физиологического состояния
организма и в соответствии с его потребнос�
тями.

При лечении первичной и вторичной
гормональной надпочечниковой недоста�
точности доказана эффективность транс�
плантации клеточных и органотипических
культур надпочечников [2–4]. Однако орга�
нотипическая культура надпочечных желез
при длительном культивировании не про�
являет пролиферативной активности, что
связано с нарушением ее трофической под�
держки и накоплением вредных продуктов
обмена веществ. Такая культура дегради�
рует на 5–70�е сутки культивирования. В
связи с этим актуальной является проблема
получения первичной культуры клеток
(ПКК) надпочечников и разработки метода
ее длительного хранения. Культивирование
клеток в виде монослоя позволяет хранить
биологический материал до момента транс�
плантации длительное время. Кроме того,
путем множественных пассажей можно в
несколько раз увеличить количество кле�
ток, а также произвести их дифференци�
ровку в определенном направлении.
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годной для трансплантации, и анализ ее
морфологических особенностей.

Материал и методы. Для получения
клеток надпочечников использовались но�
ворожденные поросята пород крупная белая
и украинская мясная, доставленные с Агро�
комплекса «Слобожанский» Харьковской
области, Чугуевского района, с. Граково.

Надпочечные железы после выделения
помещали в среду 199 либо DMEM/F12 (Sig�
ma), измельчали на фрагменты размером
приблизительно 1 мм3, которые затем под�
вергали ферментативной обработке колла�
геназой IA (1 мг/мл) и деоксирибонуклеазой
(0,10–0,15 мг/мл). Полученные клетки
отмывали от ферментов и подсчитывали
жизнеспособность клеток с помощью окра�
шивания трипановым синим. При получе�
нии клеток по данной методике жизнеспо�
собность составляла 80–90 %.

Клетки культивировали во флаконах и
24�луночных планшетах (Sarstedt) при тем�
пературе 37 °С и в атмосфере 5 % СО

2
. Пита�

тельные среды были приготовлены на осно�
ве сред 199 либо DMEM/F12, в которые
дополнительно добавляли 10 % эмбрио�

нальной телячьей сыворотки, гентамицин
(40 мкг/мл) и амфотерицин (5 мкг/мл). Кон�
центрация клеток составляла (1–3)·106 кле�
ток/мл при культивировании во флаконах
и (1–3)·105 клеток/мл при культивировании
на планшете. Через сутки культивирования
производили замену среды, удаляя при этом
мертвые и неприкрепившиеся клетки. В
дальнейшем замену питательной среды
производили каждые 3–4 суток. Клетки,
фиксированные в 4 % растворе параформа�
льдегида, окрашивали гематоксилином и
эозином. Микрофотосъемку осуществляли
с помощью конфокального лазерного мик�
роскопа Carl Zeiss Axio Observer Z.

Результаты и их обсуждение. После
1�х суток культивирования клетки при�
креплялись к поверхности, некоторые из
них распластывались (рисунок, а). Судя по
морфологическим признакам, в культуре
имели место крупные фибробластоподоб�
ные клетки, а также небольшие округлые
гормонопродуцирующие клетки, содержа�
щие характерные гранулы. К 3–4�м суткам
образовывался монослой, состоящий из
фибробластоподобных и веретенообразных

Первичная культура клеток надпочечников новорожденных поросят на различные сутки культи�
вирования: а — 2�е сутки; б — 4�е сутки; в — 7�е сутки; г — 10�е сутки

                а     б

               в     г
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клеток и достигающий 80 % конфлюент�
ности (рисунок, б). В дальнейшем на клет�
ках монослоя формировались многоклеточ�
ные агрегаты шарообразной формы (рису�
нок, в). Нами было замечено, что при даль�
нейшем культивировании из таких сфери�
ческих колоний выселялись клетки не�
обычной морфологии. В отличие от клеток
первичного монослоя, они представляли со�
бой относительно мелкие округлые нейро�
ноподобные клетки с двумя длинными
отростками (рисунок, г).

Поскольку для получения клеток ис�
пользовался целый орган, изначально пер�
вичная культура была неоднородна по свое�
му клеточному составу и могла содержать
гормонопродуцирующие клетки коры и
мозгового вещества надпочечников, а также
нервные, эндотелиальные и соединительно�
тканные клетки. Однако к 3�м суткам куль�
тивирования монослой состоял в основном
из фибробластоподобных клеток, а округ�
лые гранулярные клетки (являющиеся
скорее всего гормонопродуцирующими) из
первичной культуры исчезли. Это может
быть связано с тем, что дифференцирован�
ные гормонопродуцирующие клетки не спо�
собны к пролиферации и имеют ограничен�
ное время существования. В то же время
интенсивно пролиферируюшие фиброблас�
ты приводят к быстрому истощению среды,
конкурируя за питательные вещества с
остальными типами клеток.

В последнее время особый интерес у ис�
следователей вызывает изучение недиффе�
ренцированных клеток надпочечников.
Такие клетки поддерживают клеточный со�
став и отвечают за зональную дифференци�
ровку коры надпочечников [6]. Недиффе�
ренцированные клетки мозгового вещества
надпочечников рассматриваются как источ�
ник материала для трансплантаций при
лечении нейродегенеративных заболеваний
[8–10], поскольку под влиянием определен�
ных ростовых факторов из них могут быть
получены полноценные нейроны [7, 11].
Возможности дифференцировки клеток
мозгового вещества в нейрональном направ�
лении связаны с ее эмбриональным проис�
хождением, так как хромаффинные клетки
мозгового вещества и симпатические нейро�
ны принадлежат к клеткам симпатоадрена�
ловой линии и имеют общего предшествен�
ника [12, 13]. Развитие клетки�предшестве�
ника по эндокринному или нейрональному
пути определяется набором специфических
факторов, выделяемых клетками микро�

окружения [14]. Предположив, что в мозго�
вом веществе надпочечников могут в недиф�
ференцированном состоянии сохраняться
клетки�предшественники симпатоадрена�
ловой линии, ученые занимались их выде�
лением и изучали возможности их направ�
ленной дифференцировки [7, 9, 11].

Для выделения недифференцированных
клеток из общей суспензии используется ме�
тод, основанный на способности таких кле�
ток к пролиферации в суспензионной куль�
туре. При этом они формируют так назы�
ваемые сферы — клеточные скопления ша�
рообразной формы. Таким методом были вы�
делены недифференцированные клетки нер�
вной системы [15, 16], щитовидной железы
[17], роговицы [18], молочной железы [19].

Показано, что в культуре клеток надпо�
чечников быка также формируются сфери�
ческие структуры�хромосферы, клетки ко�
торых под влиянием определенных росто�
вых факторов и гормонов дифференциру�
ются в хромаффинные клетки, а также ней�
роны [7]. Так, под действием фактора роста
нервов (NGF) клетки хромосфер формируют
отростки, экспрессируют нейроноспецифи�
ческие маркеры, а также генерируют потен�
циал действия, т. е. приобретают характер�
ные свойства зрелых нейронов. При культи�
вировании в среде с высоким содержанием
глюкокортикоидов развитие нейрональных
признаков тормозится и формируются хро�
маффинные клетки [11]. Интересно, что у
млекопитающих были обнаружены клетки,
одновременно экспрессирующие маркеры,
характерные как для хромаффинных кле�
ток, так и для нейронов [7, 20].

В нашем эксперименте из сферических
колоний при дальнейшем культивировании
выселялись клетки, морфологически отли�
чающиеся от клеток первичного монослоя.
Поскольку клеток такого типа мы не наблю�
дали на начальных стадиях культивирова�
ния, можно предположить, что они появи�
лись в результате дифференцировки проге�
ниторных клеток, находящихся в культуре.
Возможно, источником таких недифферен�
цированных клеток могут быть сфериче�
ские многоклеточные структуры, появляю�
щиеся в ПКК на более поздних сроках куль�
тивирования. В связи с этим сферы, форми�
рующиеся на монослое в нашем экспери�
менте, могут являться интересным объек�
том для исследования направленной диффе�
ренцировки клеток под действием различ�
ных ростовых факторов и требуют тщатель�
ного изучения.
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Выводы
1. Разработан способ получения клеток

надпочечников новорожденных поросят, а
также подобраны условия для их культиви�
рования.

2. Показана неоднородность первичной
культуры клеток надпочечников новорож�
денных поросят, наличие морфологически от�
личающихся типов клеток и возможность их
дифференцировки в разных направлениях.
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ОТРИМАННЯ ПЕРВИННОЇ КУЛЬТУРИ КЛІТИН НАДНИРКОВИХ ЗАЛОЗ НОВОНАРОДЖЕНИХ
ПОРОСЯТ

Розроблено спосіб отримання первинної культури клітин надниркових залоз новонарод�
жених поросят, яка в подальшому може бути використана для трансплантації. Досліджено
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морфологічні особливості клітин первинної культури на різних етапах культивування. Пока�
зано, що в культурі клітин надниркових залоз новонароджених поросят утворюються сфе�
ричні клітинні колонії та, можливо, відбуваються процеси клітинного диференціювання.

Ключові слова: первинна культура клітин, надниркова залоза, сферичні клітинні коло%
нії, диференціювання.

O.S. Sidorenko, G.A. Bozhok, E.I. Legach, T.P. Bondarenko
OBTAINING OF NEWBORN PIG ADRENAL PRIMARY CELL CULTURE

The method for obtaining of newborn pig adrenal primary cell culture, which may subsequently
be used for transplantation, was developed. The morphological features of primary cell culture were
investigated during different stages of plating. It was shown, that spherical cell colonies were formed
within newborn pig adrenal primary cell culture, and perhaps there are processes of cell differen�
tiation.

Key words: primary cell culture, adrenal gland, spherical cell colonies, differentiation.




