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биохимические показатели крови цыплят. Нами было установлено, что данные ионы цитратов 
цинка и серебра в сочетании с органическими кислотами в дозе 20 г на 500 мл воды (15 г цитрата 
+ 5 г органических к-т) Положительно влияют на физиологический статус цыплят породы Ломан 
LSL-Lait. При этом достоверно увеличивается количество эритроцитов, лейкоцитов, тромбоци-
тов и содержание гемоглобина в 1,5-2 раза (p<0,05) в отличие от контрольной группы. Что каса-
ется влияния данных препаратов на биохимические показатели можем сказать, что ионы цитра-
тов цинка и серебра до и после соединения с органическими кислотами не приводят к сдвигам за 
пределы показателей физиологической нормы исследуемых биохимических параметров крови как в 
контроле, так и в исследовательских группах динамика изменений показателей крови не является 
вероятной, что указывает на то, что данные препараты не являются токсичными и способст-
вуют улучшению иммуногенеза организма в целом, что способствует функционированию гомеос-
таза, который необходим для нормальной жизнедеятельности клеток и тканей. 

Ключевые слова: ионы цитрата цинка, ионы цитрата серебра, органические кислоты, ге-
матологические показатели, кровь, куры. 

 
Fotina T. I., Storchak Y. G., Klischova Zh. E. Concentration of ions citrates with organic acids 

and their influence on  the physiological indicators of blood chickens.  
This article presents the results of the influence of zinc citrate ions and silver citrates ions before and 

after their combination with organic acids on the morphological and biochemical parameters of the blood of 
chickens. We have found that these ions of zinc citrates and silver in combination with organic acids in a 
dose of 20 grams per 500 ml of water (15 g of citrate + 5 g of organic compounds) have a positive effect on 
the physiological status of the Lohman LSL-Lait breeding chickens. At the same time, the number of red 
blood cells, leukocytes, platelets and hemoglobin levels is likely to increase by 1.5-2 times (p<0,05), in con-
trast to the control group. As to the effect of these drugs on biochemical parameters, we can say that zinc 
and silver citrates before and after combination with organic acids do not lead to a shift beyond the limits of 
the physiological norm of the studied biochemical parameters of blood, both in the control and in the experi-
mental groups, the dynamics of changes in blood parameters is not It is probable that this dasgs are not 
toxic and contribute to the improvement of the immunogenesis of the organism as a whole, which contributes 
to the functioning of the homeostasis, which is necessary for the normal life of the cells And tissues. 

Keywords: zinc citrate ions, silver citrate ions, organic acids, hematological parameters, blood, chick-
ens. 
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Досліджено особливості перебігу клітинного циклу культури мезенхімальних стовбурових 

клітин з кісткового мозку за різних пасажів культивування. 
Мезенхімальні стовбурові клітини отримували з кісткового мозку собаки. Обробку первинно-

го матеріалу здійснювали в умовах ламінарного боксу. Культивування клітин проводили за 37° С, 
100 % вологості і 5 % вмісті  СО2 у середовищі культивування Ігла, модифікованого Дюльбекко із 
додаванням 15% фетальної сироватки бичків та 1 % антибіотика-антимікотика. Середовище 
культивування змінювали 2-3 рази на тиждень. Отримували культуру мезенхімальних стовбурових 
клітин 2-го, 7-го та 12-го пасажів. Методом проточної цитофлуориметрії визначали розподіл клі-
тин за фазами клітинного циклу та рівень анеуплоїдії. За допомогою інвертованого мікроскопа 
Axiovert 40 досліджували морфологію клітин різних пасажів. 

Перші характерні ознаки старіння культури стовбурових клітин з кісткового мозку 
з’являються на 7-му пасажі культивування, що характеризується достовірними змінами у розподілі 
клітин за фазами клітинного циклу. Кількість диплоїдних клітин зберігається на сталому рівні 
упродовж 12-ти пасажів культивування 

Встановлено взаємозв’язки вмісту мезенхімальних стовбурових клітин за фазами клітинного 
циклу із процесом пасажування клітин. Культивування клітин сприяло встановленню прямих коре-
ляційних зв'язків вмісту клітин у преситнетичному періоді G0/G1 із кількістю пасажів: r=0,46-0,99; 
р<0,05. Вміст клітин проліферативного пулу G2/M+S зворонтньо корелював із кількістю пасажів: 
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r=-0,96 - (-0,97); р<0,001.  
Однофакторний дисперсійний аналіз показав, що процес культивування in vitro чинить вплив 

на вміст клітин у фазах клітинного циклу. Так встановлено достовірний вплив пасажування на 

вміст клітин преситнетичного періоду G0/G1 (ղ²=0,78-0,85; р<0,01), та проліферативного пулу 

G2/M+S  (ղ²=0,94-0,97; р<0,01).      

Ключові слова: мезенхімальні стовбурові клітини, кістковий мозок, собака, культивування, 
клітинний цикл, фази,   проліферативний пул, кореляція, однофакторний дисперсійний аналіз 

Постановка проблеми у загальному ви-
гляді. Мезенхімальні стромальні клітини (МСК) – 
це гетерогенна популяція мультипотентних попе-
редників, яка може бути виявлена та виділена з 
багатьох тканин дорослого організму  та плодової 
тканини. МСК, що культивуються in vitro, харак-
теризуються адгезивними властивостями  до 
культурального посуду, експресією комбінації 
маркерів клітинної поверхні та диференціюваль-
ним потенціалом щодо синтезу в остеобласти, 
адипоцити, хондроцити та інші тканини. МСК 
отримали широку зацікавленість у зв'язку з їх 
терапевтичним потенціалом [4]. Однак, культиву-
вання клітин in vitro  може збільшувати  ризик їх 
спонтанної злоякісної трансформації. Зокрема, 
повідомлялося, що МСК миші мають хромосомні 
аномалії та дуже сприйнятливі до трансформації, 
тоді як клітини людини, більш стійкі до трансфо-
рмації in vitro [3, 9]. Окремі автори наголошують 
на відмінностях біологічних властивостей мезен-
хімальних стовбурових клітин, отриманих з різних 
джерел, зокрема кісткового мозку, жирової ткани-
ни. Zhang Z.X. та інші при дослідженні культури 
мезенхімальних стовбурових клітин з кісткового 
мозку людини на 1-му та 3-му пасажах взагалі не 
виявили анеуплоїдних, поліплоідних клітин та 
порушень хромосомного апарату. При дослі-
дженні МСК з жирової тканини макак резус ви-
явили появу анеуплоідних клітин після першого 
пасажу, це була резус-хромосома, яка мала тет-
раплоїдний каріотип. Культивування in vitro МСК 
призводить до значних змін у кінетиці клітинного 
циклу що засвідчує необхідність його відстеження  
перед клінічним застосуванням [1, 2, 8, 9]. Дані 
щодо перебігу клітинного циклу мезенхімальних 
стовбурових клітин собак, отриманих з різних 
джерел, у сучасній літературі обмежені, але ви-
кликають зацікавленість у зв‘язку з використан-
ням цих клітин для трансплантації. Отже, визна-
чення особливостей клітинного циклу мезенхіма-
льних стовбурових клітин з кісткового мозку соба-
ки за різних пасажів культивування є актуальним. 

Мета та завдання. Дослідження особливо-
стей клітинного циклу мезенхімальних стовбуро-
вих клітин з кісткового мозку собаки за різних 
пасажів культивування.  

Матеріали і методи досліджень. Всі дос-
лідження на тваринах були проведені відповідно 
до Правил належної лабораторної практики щодо 
використання експериментальних тварин та з 
дотриманням закону України «Про захист тварин 
від жорстокого поводження». Первинний матері-
ал отримували за загальновідомою методикою [5, 

6]. Культивування клітин проводили за 37°С, 
100 % вологості і 5 % вмісті СО2 у середовищі 
культивування Ігла, модифікованого Дюльбекко із 
додаванням 15 % фетальної сироватки бичків та 
1 % антибіотика-антимікотика. Середовище куль-
тивування культури клітин змінювали 2-3 рази на 
тиждень. Отримували культуру мезенхімальних 
стовбурових клітин 2-го, 7-го та 12-го пасажів, 
проводили дослідження рівня анеуплоїдії, розпо-
діл клітин за фазами клітинного циклу методом 
проточної цитофлуориметрії [7] та визначали 
морфологію клітин. До осаду клітин 2-го, 7-го та 
12-го пасажів у кількості  1х10

6
 на пробу додава-

ли 300 мкл Тритон Х-100, який забезпечує руйну-
вання клітинної мембрани, 200 мкл фосфатно-
буферного розчину, 10 мкл  рибонуклеази, яка 
розділяє нитки ДНК, та 15 мкл РІ (пропідій іодіду), 
що вибірково зв‘язується з ДНК (усі реагенти фі-
рми ―Sigma Chemical Co‖, USA). Після обережно-
го струшування компоненти нуклеарної суспензії 
інкубували за 22-25

0
С впродовж 30 хв у темряві. 

Для оцінки дольового вмісту клітин в основних 
фазах клітинного циклу (G0/G1, S, G2+M) гістогра-
ми розподілу обробляли за допомогою спеціалі-
зованої математичної програми Mod Fit LT 2.0 
(BDIS, США) для комп‘ютерів Macintosh. Реєст-
рацію даних виконували на проточному цитометрі 
FACS Сalibur ("Becton Dickinson", США) із засто-
суванням вузькосмужкового фільтра 585/42 нм 
для вимірювання флуоресценції РІ. З кожного 
зразка нуклеарної суспензії аналізу підлягало 
10000 подій. Визначали показники: кількість дип-
лоїдних і анеуплоідних клітин у зразках, розподіл 
клітин кожної популяції за фазами клітинного 
циклу G0/G1, S, G2/M . 

Для дослідження кількісних результатів до-
слідження визначали значення середнього (М) і 
помилку середнього (m). Для порівняння середніх 
показників досліджуваних груп визначали пара-
метричний t-критерій Стьюдента. Для визначення 
взаємозв‘язку пасажування та розподілу мезен-
хімальних стовбурових клітин за фазами клітин-
ного циклу проводили однофакторний дисперсій-
ний аналіз показників, визначали кореляційні 
зв‘язки. 

Результати власних досліджень. Аналіз  
показників, отриманих за проточної цитометрії 
дав можливість оцінити розподіл клітин культур 
за різних пасажів за фазами клітинного циклу, 
оцінити їх рівень генетичної стабільності. Встано-
влено, що за умов культивування відбувалися 
достовірні зміни у розподілі популяції клітин за 
фазами клітинного циклу. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20ZX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17207646
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Дослідження клітинного циклу мезенхіма-
льних стовбурових клітин з кісткового мозку за 
різних пасажів культивування є індикатором біо-
логічного стану культури. Ранні пасажі МСК з 
кісткового мозку характеризуються фібробласто-

подібною морфологією, абсолютним вмістом 
диплоїдних клітин, значною кількістю клітин про-
ліферативного пулу G2/M+S – 29,33+0,19 % 
(табл. 1). 

Таблиця 1 
Розподіл мезенхімальних стовбурових клітин з кісткового мозку  

за фазами клітинного циклу за різних пасажів культивування (%, М+m, n=3) 
Культура клітин G0/G1 S G2/М G2/M+ S 

2-ий пасаж 70,67+2,70 16,46+1,13 12,87+0,99 29,33+0,19 

7-ий пасаж 79,67+0,84* 12,77+0,69* 7,56++0,59**  20,33+1,27** 

12-ий пасаж 86,10+2,29* 8,20+0,63** 5,70+0,83** 13,90+1,40*** 
Примітка: * - р<0,05 – порівняно з показниками 2-го пасажу      
 

Середні пасажі МСК з кісткового мозку ха-
рактеризуються появою перших ознак реплікати-
вного старіння культури. Кількість клітин пролі-
феративного пулу G2/M+S на 7-му пасажі досто-
вірно зменшується і становить 20,33+1,27** %. 
Фаза преситнетичного періоду G0/G1 характери-
зувалась достовірним збільшенням кількості клі-
тин до 79,67+0,84* %.  

Пізні пасажі характеризуються більш гли-
бокими ознаками реплікативного старіння культу-
ри клітин з кісткового мозку. За 12-го пасажу ку-
льтивування МСК з кісткового мозку визначено 
достовірне зниження показника кількості клітин 

проліферативного пулу S+G2/M – 
13,90+1,40*** %. Фаза преситнетичного періоду 
G0/G1 характеризувалась достовірним збільшен-
ням кількості клітин до 86,10+2,29** %.  Кількість 
диплоїдних клітин зберігається на відмітці 100 %,   

Встановлено взаємозв‘язки вмісту мезенхі-
мальних стовбурових клітин за фазами клітинно-
го циклу із процесом пасажування клітин. Культи-
вування клітин сприяло встановленню прямих 
кореляційних зв'язків вмісту клітин у преситнети-
чному періоді G0/G1 із кількістю пасажів. Зокрема, 
на 7-му пасажі r = 0,46; р<0,05, і на 12-му пасажі r 
= 0,99; р<0,001 (табл. 2).  

Таблиця 2 
Корелятивні зв’язки культивування in vitro і вмісту мезенхімальних стовбурових клітин  

з кісткового мозку за фазами клітинного циклу, % М+ m (n=3) 
Культура клітин G0/G1 G2/M+ S 

 7-ий пасаж   0.46* - 0,96** 

  12-ий пасаж 0,99*** - 0,97*** 
 

Вміст клітин проліферативного пулу 
G2/M+S зворонтньо корелював із кількістю паса-
жів: на 7-му пасажі r = -0,96; р<0,001, і на 12-му 
пасажі r = -0,97; р<0,001.  

Дослідження кореляційних зв‘язків перед-
бачає гіпотезу причинно-наслідкової залежності. 
Тож для підтвердження останньою ми провели 
дисперсійний аналіз, який встановлює вплив 
окремих факторів на даний показник. 

Однофакторний дисперсійний аналіз пока-

зав, що процес культивування in vitro чинить 
вплив на вміст клітин у фазах клітинного циклу. 
Так встановлено достовірний вплив пасажування 
на вміст клітин преситнетичного  періоду G0/G1 на 

7-му пасажі (ղ²=0,78; р<0,05), 12-му пасажі 

(ղ²=0,85; р<0,01) та проліферативного пулу 

G2/M+S на 7-му пасажі (ղ²=0,94; р<0,01) 12-му 

пасажі (ղ²=0,97; р<0,001) (табл. 3).  

Таблиця 3 
Сила впливу культивування in vitro на вміст мезенхімальних стовбурових клітин  

з кісткового мозку за фазами клітинного циклу, % М+ m (n=3) 
Культура клітин G0/G1 G2/M+ S 

7-ий пасаж 0.78* 0,94** 

12-ий пасаж 0,86** 0,97*** 
 

Висновки. 1. Перші характерні ознаки ста-
ріння культури стовбурових клітин з кісткового 
мозку з‘являються на 7-му пасажі культивування, 
що характеризується достовірними змінами у 
розподілі клітин за фазами клітинного циклу. Кі-
лькість диплоїдних клітин зберігається на стало-
му рівні упродовж 12-ти пасажів культивування. 

2. Встановлено взаємозв‘язки вмісту мезе-
нхімальних стовбурових клітин за фазами клітин-
ного циклу із процесом пасажування клітин. Куль-
тивування клітин сприяло встановленню прямих 
кореляційних зв'язків  вмісту клітин у преситнети-

чному періоді G0/G1 із  кількістю пасажів: r = 0,46-
0,99; р<0,05.  

3. Вміст клітин проліферативного пулу 
G2/M+S  зворонтньо корелював  із кількістю па-
сажів: r = -0,96 – (-0,97); р<0,001.  

4. Однофакторний дисперсійний аналіз по-
казав, що процес культивування in vitro чинить 
вплив на вміст клітин у фазах клітинного циклу. 
Так встановлено достовірний вплив пасажування 
на вміст клітин преситнетичного періоду G0/G1 

(ղ²=0,78-0,85; р<0,01), та проліферативного пулу 

G2/M+S  (ղ²=0,94-0,97; р<0,01).      
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Перспективи подальших досліджень бу-
дуть спрямовані на визначення особливостей 

клітинного циклу культури мезенхімальних стов-
бурових клітин за різних умов культивування. 
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клеток из костного мозга при различных пассажах культивирования. 
Мезенхимальные стволовые клетки получали из костного мозга собаки. Обработку первич-

ного материала осуществляли в условиях ламинарного бокса. Культивирование клеток проводили 
при 37° С, 100 % влажности и 5 % содержании СО2 в среде культивирования Игла, модифицирован-
ной Дюльбекко с добавлением 15 % фетальной сыворотки бычков и 1 % антибиотика-
антимикотика. Среду культивирования меняли 2-3 раза в неделю. Получали культуру мезенхима-
льных стволовых клеток 2-го, 7-го и 12-го пассажей. Методом проточной цитофлуориметрии 
определяли распределение клеток по фазам клеточного цикла и уровень анеуплоидии. С помощью 
инвертированного микроскопа Axiovert 40 исследовали морфологию клеток различных пассажей. 

Первые характерные признаки старения культуры стволовых клеток из костного мозга по-
являются на 7-м пассаже культивирования, характеризующаяся достоверными изменениями в 
распределении клеток по фазам клеточного цикла. Количество диплоидных клеток сохраняется 
на постоянном уровне в течение 12-ти пассажей культивирования 

Установлены взаимосвязи содержания мезенхимальных стволовых клеток по фазам клеточ-
ного цикла с процессом пасажування клеток. Культивирование клеток способствовало установле-
нию прямых корреляционных связей содержания клеток в преситнетичному периоде G0 / G1 с чис-
лом пассажей: r = 0,46-0,99; р <0,05. 

Содержание клеток пролиферативного пула G2 / M + S зворонтньо коррелировал с количес-
твом пассажей: r = -0,96 - (-0,97) р <0,001. 

Однофакторный дисперсионный анализ показал, что процесс культивирования in vitro оказы-
вает влияние на содержание клеток в фазах клеточного цикла. Так установлено достоверное 

влияние пасажування на содержание клеток преситнетичного периода G0 / G1 (ղ² = 0,78 - 0,85; р 

<0,01), и пролиферативного пула G2 / M + S (ղ² = 0,94 - 0,97; р <0,01). 

Ключевые слова: мезенхимальные стволовые клетки, костный мозг, собака, культивирова-
ние, клеточный цикл, фазы, пролиферативный пул, корреляция, однофакторный дисперсионный 
анализ. 

 

Kladnytska L. V. Interrelationships of the passage and distribution of mesenchymal stem cells 
through the phases of the cell cycle.   

The features of the cell cycle of culture of dog bone marrow mesenchymal stem cells inthe  different 
cultivating passages were studied. 

Mesenchymal stem cells were obtained from the bone marrow of the dog under a laminar flow hood. 
Cell cultivation was carried out at 37° C, 100 % moisture and 5 % CO2 in Dulbecco’s modified Eagle’s medi-
um (DMEM) containing 10-15 % fetal bovine serum (FBS) and 1 % antibiotic-antimycotic. The culture medi-
um was changed 2-3 times per week and the cells were selected by their capacity to attach to the flask sur-
face. When culture flasks became 80 % confluence, cells were detached with 0.25 % trypsin containing 
1 mmol/L EDTA and subsequently replayed at a concentration of 10

4 
cells/cm

2 
for next passaging. A cells 

culture of bone marrow mesenchymal stem cells was obtained on the 2nd, 7th and 12th passages. The 
method of flow cytometry determined the level of diploid, aneuploid cells and the distribution in the cell cycle 
phases. The morphology of cells of different passages was studied using an inverted microscope Axiovert 
40. 

The first characteristic signs of aging of the culture of stem cells from the bone marrow appear on the 
7th cultivation passage, which is characterized by significant changes in the distribution of cells in the phases 
of the cell cycle. The number of diploid cells is maintained at a constant level during 12 cultivating passages 

Relationships between the contents of mesenchymal stem cells in the phases of the cell cycle with the 
process of cell placement have been established. Cultivation of cells contributed to the establishment of 
direct correlation bonds of cell contents in the presetnetic period G0 / G1 with the number of passages: r = 
0.46-0.99; p <0.05. 

The content of cells of the proliferative pool G2 / M + S was correlated with the number of passages: r 
= -0.96 - (-0.97); p <0.001. 

A single-factor dispersion analysis showed that the in vitro cultivation process has an effect on the cell 
content in the cell cycle phases. Thus, the reliable effect of passage on the maintenance of the cells of the 
prestinetic period G0 / G1 (²Ch = 0.78-0.85; p <0.01) and the proliferative pool G2 / M + S (λ² = 0.94 - 0.97; p 
<0.01). 

Keywords: mesenchymal stem cells, bone marrow, dog, cultivation, cell cycle, phases,   proliferative 
pool, correlation, one-way variance analysis. 
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