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Совместное применение анатоксина с полиакриловой кислотой обеспечивает усиление иммунного 
ответа. 
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У статті розглядається вплив параметрів центрифугування адгезивної фракції мононуклеар-

них клітин кісткового мозку миші в градієнті щільності фіколу 1,074, 1,076, 1,078, 1,080 з відцент-
ровою силою 300 g з метою забезпечення отримання фракції клітин, найбільш збагаченої на мезен-
хімальні стовбурові клітини. Також розглядаються  умови отримання клітин кісткового мозку, за 
яких їх суміш найбільш сприяє проліферативній активності МСК миші. 

Ключові слова: мезенхімальні стовбурові клітни, кістковий мозок, проліферативна актив-
ність, миші.  

Постановка проблеми. Для формування та 
росту колоній мононуклеарних  клітин кісткового 
мозку необхідна певна концентрація та 
співвідношення речовин та факторів, які виділя-
ються у середовище в процесі життєдіяльності 
самими клітинами. За різних методик отримання 
співвідношення та кількість вказаних речовин не-
однакова, що у свою чергу впливає на форму-
вання та ріст колоній клітин. 

Відомо, що клітини багатоклітинного органі-
зму потребують обміну інформацією між собою 
для регулювання свого розвитку, організації в 
тканини, контролю процесів росту та ділення, для 
координації функцій. До складу кісткового мозку 
входять фібробласти, макрофаги, адипоцити, ос-
теобласти, остеокласти, ендотеліальні клітини, 
мезенхімальні та гемопоетичні стовбурові кліти-
ни, а також їх комітовані нащадки [3,4]. 

Життєдіяльність клітин у культурі значно 
спрощена порівняно з функціонуванням в органі-
змі, і, як правило, обмежена лише поділом. Взає-
модія клітин кісткового мозку підтримує перебу-
вання мезенхімальних стовбурових клітин у неак-
тивній фазі мітозу (G0) – у, так званому, дормант-
ному стані, а вихід їх з цього стану, перехід у мі-
тотичний цикл регулюється зміною міжклітинних 
сигналів [5,1]. Міжклітинна взаємодія відбуваєть-
ся за допомогою гормонів,  нейромедіаторів, та 
гістогормонів. Очевидно, останній тип міжклітин-

ної передачі сигналів присутній між клітинами кіс-
ткового мозку, а сигнали, що надходять до клітин 
кісткового мозку і сповіщають про порушення го-
меостазу в організмі, надходять за допомогою 
гормональних та нейромедіаторних речовин. Ці 
сигнали і дають команду, яка стимулює вихід пе-
вної кількості стовбурових клітин з дормантного 
стану, які в подальшому стають на шлях дифере-
нціювання та мігрують в зону патологічного про-
цесу під дією все тих же міжклітинних сигналів 
[2,3]. Одні й ті ж сигнальні молекули можуть ви-
кликати у клітин-мішеней неоднакову відповідь. В 
одних випадках це пов’язано з тим, що сигнальна 
молекула зв’язується з різними білками-
рецепторами, в інших випадках вони зв’язуються 
з однаковими білками-рецепторами, але активу-
ють в різних клітинах різні механізми відповіді. 
Деякі реакції клітин бувають поступовими та по-
силюються прямо пропорційно збільшенню ліган-
ду. Однак існує інша група клітин, яка реагує на 
збільшення концентрації сигнальної речовини за 
принципом «все або нічого»; в цьому випадку у 
клітин-мішеней не спостерігається ніяких змін до-
ки концентрація ліганду не досягне порогового 
рівня, а з досягненням його - відразу розпочина-
ється максимальна реакція [6].  

Як уже відмічалось, однією з ознак МСК є їх 
висока адгезивна здатність до культурального 
посуду при культивуванні. Це дозволило, в свій 
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час, О.Фриденштейну відділити МСК від гемопое-
тичних клітин. Слід відмітити, що при викори-
станні цієї властивості отримувана популяція 
клітин неоднорідна та містить інші клітини, що 
також мають адгезивні властивості і, які можуть, 
за даними окремих дослідників, пригнічувати 
проліферативну активність отримуваних МСК 
[7,8].  

Матеріали і методи. Метою дослідження 
було визначити оптимальні умови виділення та 
культивування клітин мононуклерної фракції кіст-
кового мозку миші з високою проліферативною 
активністю. 

Дослідження проводили на кафедрі 
фізіології, патофізіології та імунології тварин 
НУБіП України.  

Для дослідження використовували мононук-
леарну фракцію клітин кісткового мозку мишей, 
віком 28 діб, лінії Black. Дослідні тварини утриму-
валися на стандартному раціоні, були клінічно 
здорові. Експерименти на тваринах проведені у 
відповідності до вимог загальних етичних 
принципів експериментів на тваринах, схвалених 
I Національним конгресом з біоетики. Кістковий 
мозок відбирали зі стегнових кісток мишей після 
етаназії методом цервікальної дислокації хребта 
під ефірним наркозом.  

Нами було досліджено 16-ть комбінацій от-
римання клітин мононуклерної фракції кісткового 
мозку миші з високою проліферативною актив-
ністю. При цьому було досліджено чотири 
комбінації методу розділення суспензії клітин 

кісткового мозку в 4-ох градієнтах щільності фіко-
лу ( перша - 1,074, друга - 1,076,  третя - 1,078, 
четверта -  1,080) з величиною відцентрової сили 
300 g та культивування клітин invitro на культу-
ральних середовищах DMEM, RPMI, 199 з соля-
ми Ерла, 199 Hepes, з додаванням 20%  FBS 
(фетальна сироватка телят); 10 мкл/см3 − ан-
тибіотика-антимікотика. 

Клітини висівали зі щільністю 250 х 103 на см2 

культурального посуду. Культивування клітин 
здійснювали в чашках Петрі (d=60 мм) в СО2-
інкубаторі при температурі 37 оС та концентрації 
СО2 – 5%. Оцінку ефективності методів виділен-
няклітин мононуклеарної фракції кісткового мозку 
проводили на основі формування колоній та про-
ліферативної активності клітин за допомогою 
мікроскопу Axiovert 40 (Zeiss). Оцінку адгезивних 
властивостей клітин, росту та формування ко-
лоній, утворення моношару клітин мононуклеарної 
фракції кісткового мозку проводили кожну добу. 

Результати досліджень. За різних комбіна-
ції методу розділення суспензії первинного мате-
ріалу в 4-ох градієнтах щільності фіколу отрима-
ли неоднакову кількість клітин мононуклеарної 
фракції кісткового мозку (табл.1). Як видно з таб-
лиці 1 показники градієнту щільності фіколу та 
кількості клітин мононуклеарної фракції кістково-
го мозку прямо пропорційні. 

На 4-ту добу культивування первинного ма-
теріалу ми спостерігали появу поодиноких клітин, 
які розпластовувались на дні культурального по-
суду та вступали в мітотичний поділ (рис.1). 

Таблиця 1. 
Кількість клітин мононуклеарної фракції кісткового мозку,  

отриманих на різних градієнтах щільності фіколу, клітин х 107 
№ досліду  Градієнт щільності фіколу,  Кількість клітин, шт 

1 1,074 2,8 
2 1,076 3,2   
3 1,078 4,1 
4 1,080 4,4  

 

 
Рис. 1. МСК миші, культивовані у культуральному середовищі DMEM, 

 4-та доба культивування. 
 

Порушення генетично закладеної комбінації 
клітин кісткового мозку змінює схему міжклітинної 
взаємодії, чим спричинює іншу поведінку клітин, 

яка суттєво залежить від їх комбінації, що було 
відмічено нами при центрифугуванні в градієнтах 
щільності фіколу різної величини. Очевидно, за 
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таким механізмом відбувається вихід МСК з дор-
мантного стану у первинній культурі. Це може 
бути поясненням отриманих нами результатів з 

досить високим відхиленням між групами до-
слідів (табл. 2). 

Таблиця 2 
Кількість клітин, отриманих на 9-й день культивування з первинного матеріалу  

на культуральних середовищах DMEM, RPMI, 199 з солями Ерла, 199 Hepes 
за різних градієнтів щільності фіколу, клітин х 105 

Культуральне середовище Показник градієнту щільності фікола 
 1, 074 1, 076 1, 078 1, 080 
199 Е 1,67  1,50  1,50  1,00  
199 НEPES 1,16  0,78  0,83  0,72  
DMEM 7,11  6,33  5,56  3,56  
RPMI 6,56  5,78  5,17  4,94 

 

Із наведених даних таблиці 2 з’ясовано, що 
параметр центрифугування в градієнті щільності 
фіколу 1,074 є найбільш оптимальним для отри-
мання популяції клітин з найвищою проліферати-

вною активністю, а саме: на 9-ту добу культиву-
вання з отриманої популяції клітин був уже сфо-
рмований суцільний моношар (рис.2). 

 

 
Рис. 2. МСК миші, культивовані у культуральному середовищі DMEM,  

за параметру центрифугування первинного матеріалу у градієнті щільності фіколу 1,074,  
9-та доба культивування 

 

Клітини зразків з градієнтом щільності 1,076 
покривали поверхню культурального посуду ли-
ше відповідно на 45 та 60% (рис.3, рис.4). Після 
9-добового культивування в зразках дослідів за 

параметрів центрифугування первинного матері-
алу у градієнті щільності фіколу 1,078 та 1,080  
нами отримано формування моношару клітин у 
межах 40−50 %.  

 

 
 

Рис. 3. МСК миші за умов культивування у 
середовищі RPMI, за параметру 

центрифугування первинного матеріалу у 
градієнті щільності фіколу 1,076,  

9-та доба культивування 
 

Рис. 4. МСК миші, культивовані у 
культуральному середовищі DMEM, за 

параметру центрифугування первинного 
матеріалу у градієнті щільності фіколу 1,076,  

9-та доба культивування 
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Висновки. Таким чином, параметри 
центрифугування суспензії клітин кісткового моз-
ку миші в градієнті щільності фіколу1,074 з відце-
нтровою силою 300 g забезпечують отримання 
фракції клітин, найбільш збагаченої на МСК. Су-
міш клітин кісткового мозку, отримана нами за 
вказаних  параметрів, найбільш сприяє проліфе-
ративній активності МСК миші. Очевидно, за цих 
умов в отримуваній фракції виявляється більша 

кількість МСК; разом з тим не виключено, що ак-
тивність клітин у цій фракції зумовлена знижен-
ням можливості потрапляння попередників мак-
рофагів, які, як відомо, здатні проявляти інгібуючу 
дію на проліферативну активність МСК. 

Перспективи подальших досліджень. 
Враховуючи одержані результатиодним з акту-
альних питань є визначення проліферативної ак-
тивності МСК миші, отриманих за вказаних умов. 
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