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ГОРМОНАЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ И МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ
ПЕРВИЧНОЙ КУЛЬТУРЫ КЛЕТОК ЩИТОВИДНОЙ ЖЕЛЕЗЫ

НОВОРОЖДЕННЫХ ПОРОСЯТ
Исследованы гормонопродукция тироксина, жизнеспособность и морфология клеток
первичной культуры щитовидной железы новорожденных поросят на разных сроках
культивирования. Показано наличие гормональной активности культуры, актив<
ный рост и формирование монослоя из жизнеспособных клеток.
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Трансплантация ткани/клеток ЩЖ мо<
жет являться методом лечения гипотирео<
за. Эффективность данного метода может
обусловливаться не только заместительной
функцией трансплантата, но и биогенной
стимуляцией регенерации собственной тка<
ни ЩЖ. В связи с этим огромное значение
имеет получение жизнеспособных гормона<
льно<активных клеточных культур, способ<
ных компенсировать недостаток тиреоид<
ных гормонов.

Цель исследования — изучить гормона<
льную активность и морфологические осо<
бенности клеток первичной культуры ЩЖ
новорожденных поросят.

Материал и методы. Тироциты и фолли<
кулы изолировали из ЩЖ новорожденных
поросят путем 3<этапной ферментативной
дезагрегации с использованием 1 мкг/мл
коллагеназы типа IА и 0,1 мкг/мл ДНКазы
(Sigma, USA) при 37 °С с последующим
охлаждением и 3<кратной отмывкой раство<
ром, содержащим 0,2 % бычьего сывороточ<
ного альбумина. Полученную суспензию,
состоящую из 0,5⋅106 фолликулов и 1⋅106

клеток с жизнеспособностью 80–90 %, по<
мещали в культуральные флаконы (Stars<
tet, USA) и культивировали на среде 199,
обогащенной 10 % фетальной телячьей сы<
вороткой, при 37 °С в атмосфере 5 % СО

2
 в

течение 6 суток. Питательную среду заме<
няли на 1<е и 4<е сутки культивирования.
На 2<е и 6<е сутки отбирали среду культиви<
рования на определение содержания гормо<
нов. Концентрацию тироксина измеряли ра<
диоиммунологическим методом с помощью
стандартных тест<наборов РИА<Т4 СТ (Бе<

Клетки неонатальной ткани щитовид<
ной железы (ЩЖ) являются удобной моде<
лью изучения эндокринной функции, по<
скольку обладают высокой пролифератив<
ной активностью, чувствительностью к
действию ряда стимуляторов, способностью
к органоспецифической дифференцировке.
Известно, что ткань ЩЖ состоит из гетеро<
генной популяции клеток, имеющих раз<
ных предшественников. Тироциты, пред<
ставляющие собой эпителиальные клетки,
функция которых заключается в биосин<
тезе и секреции тироксина, занимают основ<
ную массу тиреоидной ткани. Парафолли<
кулярные С<клетки (кальцитонинпродуци<
рующие клетки) составляют 0,1 % от всех
клеток ЩЖ и являются производными кле<
ток нервного гребня. Есть данные, что в нео<
натальной ткани ЩЖ их в 10 раз больше,
чем в зрелой [1]. Оксифильные клетки, или
клетки Ашкенази–Гюртле, отличаются от
фолликулярного эпителия большей величи<
ной, эозинофильной гранулированной ци<
топлазмой, данные клетки секретируют
биогенные амины, в том числе серотонин
[2]. Кроме того, ЩЖ обильно васкуляризи<
рована и имеет большое количество соедини<
тельнотканных элементов, что, в свою оче<
редь, обогащает клеточую культуру эндо<
телиальными клетками и фибробластами.
Такая гетерогенность культуры ЩЖ ставит
вопрос о необходимости определения фе<
нотипической принадлежности клеток. По<
этому на данном этапе исследования была
поставлена задача идентифицировать тире<
оидный эпителий в первичной культуре ЩЖ
по способности секретировать тироксин.
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ларусь) согласно инструкции. Концентра<
цию клеток подсчитывали в камере Горяе<
ва, жизнеспособность определяли методом
суправитального окрашивания трипановым
синим. В целях визуализации жизнеспособ<
ных клеток культуру прижизненно окраши<
вали флюоресцентным красителем Hoechst
33342 (Sigma, USA) в конечной концентра<
ции 5 мкг/мл и исследовали с помощью кон<
фокального лазерного микроскопа Carl
Zeiss Axio Observer Z1 и пакета прикладных
программ для обработки изображения.
Впоследствии клеточную культуру фикси<
ровали 4 % параформальдегидом, окраши<
вали гематоксилином и эозином, микроско<
пировали в фазовом контрасте. Статистиче<
скую обработку результатов проводили с
использованием t<критерия Стьюдента для
значений с нормальным распределением и
однофакторного дисперсионного анализа —
для непараметрических данных.

Результаты и их обсуждение. На 2<е сут<
ки концентрация тироксина в среде культи<
вирования первичной культуры ЩЖ ново<
рожденных поросят достигала (122,49±
0,70) нмоль/л, на 6<е сутки содержание гор<
мона снижалось до (56,75±1,20) нмоль/л.
Снижение уровня тироксина в данном слу<
чае составляло 53,67 %. В аналогичных ис<

следованиях гормонопродукции тироцитов
новорожденных поросят показано сниже<
ние уровня тироксина со 2<х по 5<е сутки
культивирования на 86,1 % [3]. Гормоно<
продуцирующий потенциал первичной
культуры тироцитов, полученный нами,
оказался выше, чем таковой органоти<
пической культуры ЩЖ новорожденных
поросят, где уровень тироксина составил
(36,29±1,70) нмоль/мг белка [4]. Кроме то<
го, в исследовании [5] содержание тироксина
в среде культивирования на 2<е сутки состав<
ляло (14,28±0,60) нмоль/мг белка, а на 6<е —
(8,31±0,10) нмоль/мг белка, что значите<
льно ниже полученных нами значений.

Полученные нами результаты свидете<
льствуют о более высокой гормональной
активности первичной культуры тироцитов
новорожденных поросят, полученной по
разработанной нами методике, по сравне<
нию с активностью органотипической куль<
туры. Кроме того, наличие продукции
тироксина в первичной культуре ЩЖ ново<
рожденных поросят свидетельствует о при<
надлежности клеток культуры к фоллику<
лярному эпителию, участвующему в синте<
зе и секреции гормона.

Микроскопическими исследованиями
(рисунок) показано, что на 2<е сутки культи<

Первичная культура клеток ЩЖ новорожденных поросят: а — 2<е сутки; б — 4<е сутки;
в — 6<е сутки; г — окрашивание флюоресцентным красителем Hoechst 33342
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вирования первичная культура клеток ЩЖ
новорожденных поросят характеризовалась
активным ростом (конфлюентность моно<
слоя достигала 60–70 %). Клетки монослоя
имели полигональную форму, крупное
ядро, содержащее по 2 ядрышка и более, что
свидетельствует об отсутствии или о слабой
дифференцировке клеток (рисунок, а). В по<
следующие сутки культивирования имело
место образование множественных клеточ<
ных доменов округлой формы с многослой<
ной структурой (рисунок, б). К 6<м суткам
монослой достигал 100 %, наблюдалась час<
тичная дифференцировка клеток, неофол<
ликулогенез: границы доменов уплотня<
лись, при этом наблюдалось образование
фолликулоподобных структур (рисунок, в).

При микроскопии культуры, окрашен<
ной флюоресцентным красителем Hoechst
33342 (рисунок, г), визуализировались ядра
с интенсивной флюоресценцией, что явля<
ется относительным показателем жизнеспо<
собности клеток.

Таким образом, полученную жизнеспо<
собную гормонально<активную первичную

культуру клеток ЩЖ можно использовать
в дальнейшем для изучения возможности
коррекции гормональной недостаточности
щитовидной железы путем трансплантации.

Выводы
1. Первичная культура клеток щитовид<

ной железы новорожденных поросят на 6<е
сутки культивирования имеет способность
к синтезу и секреции тироксина, концент<
рация которого значительно, выше чем в ор<
ганотипической культуре щитовидной же<
лезы. Наличие тироксина в среде культиви<
рования доказывает принадлежность кле<
ток культуры к фолликулярному эпителию.

2. Первичная культура клеток щитовид<
ной железы новорожденных поросят обога<
щена жизнеспособными клетками тиреоид<
ного эпителия, обладающими высоким про<
лиферативным потенциалом, что предпола<
гает возможность длительного поддержа<
ния культуры, а также необходимость про<
ведения дальнейших исследований морфо<
логии при многократном пассажировании
клеток.
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ГОРМОНАЛЬНА АКТИВНІСТЬ І МОРФОЛОГІЧНІ ОСОБЛИВОСТІ ПЕРВИННОЇ КУЛЬТУРИ КЛІТИН
ЩИТОВИДНОЇ ЗАЛОЗИ НОВОНАРОДЖЕНИХ ПОРОСЯТ

Досліджено гормонопродукцію тироксину, життєздатність і морфологію клітин первинної
культури щитовидних залоз новонароджених поросят у різні терміни культивування. Показано
наявність гормональної активності культури, активний ріст і формування моношару із жит<
тєздатних клітин.

Ключові слова: тироксин, щитовидна залоза, первинна культура, тироцит.

S.B. Bilyavskaya, G.A. Bozhok, E.I. Legach, T.P. Bondarenko
HORMONAL ACTIVITY AND MORPHOLOGICAL PECULIARITY OF PRIMARY CELL CULTURE
OF THYROID GLANDS OF NEWBORN SUCKING PIGS

Thyroxin production, cells viability and morphology of primary cell culture of thyroid glands of
newborn sucking pigs were investigated on the different time of cultivation. The presence of hormo<
nal activity of culture, strong growth and the formation of a monolayer of viable cells was shown.

Key words: thyroxin, thyroid gland, primary culture, thyroid cell.




