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Хронический гипопаратиреоз относится к дефицитар-
ным гормонопатиям, развитие которого чаще всего 

связано с хирургическими вмешательствами на щитовид-
ной или паращитовидной железах [1–4]. Заместительная 
терапия заболевания предполагает назначение препара-
тов кальция и витамина Д. В то же время, паратиреоид-
ная трансплантация – наиболее физиологический способ 
восполнения гормонодефицита у пациентов со снижен-
ной продукцией паратгормона, основным препятствием 
на пути которой является иммунологическое отторжение 
трансплантата. Паренхима паращитовидных желез челове-
ка представлена несколькими типами клеток, главными из 
которых являются паратироциты. В «нормальной» паращи-
товидной железе на долю паратироцитов приходится око-
ло 40–70%, остальные 30–60% составляют фибробласты, 
оксифильные и жировые клетки. При различных патоло-
гических состояниях, связанных с заболеваниями пара-
щитовидной железы (аденома, гиперплазия), процентное 
соотношение клеток нарушается. При этом по сравнению 
с нормальной тканью паращитовидной железы, риск оттор-
жения патологически измененной паратиреоидной ткани 
несколько выше вследствие более выраженной экспрес-
сии антигенов I и II классов главного комплекса гистосов-
местимости [5]. В связи с этим, до настоящего времени 
паратиреоидная трансплантация в клинической практике 
ограничивается аутотрансплантацией нативных или крио-
консервированных паращитовидных желез [6–9], несмо-
тря на то, что в эксперименте и клинике предпринимались 
попытки пересадки аллогенной паратиреоидной ткани им-
муносупрессированным реципиентам [10, 11].

Lim, Sun [12] предложили простой и надежный способ 
иммунопротекции трансплантируемой ткани (островки Лан-
герганса) in vitro и in vivo путем альгинатной микроинкап-
суляции, который позволил преодолеть реакцию отторжения 
и, тем самым, исключить необходимость иммуносупрессии 
и существенно продлить функциональную активность транс-
плантата. Мембрана микрокапсул, представленная попереч-
но–связанными между собой нитями альгината, не препят-
ствовала диффузии небольших молекул (глюкоза, инсулин) и, 

вместе с тем, была не проницаема для иммуноглобулинов 
и альбумина. В последующих экспериментальных исследо-
ваниях была подтверждена эффективность метода микро-
инкапсуляции при алло– и ксенотрансплантации [13–18]. 
Основными недостатками, ограничивающими применение 
технологии микроинкапсуляции в клинической практике, яв-
ляются недостаточно длительная стабильность альгинат–по-
ли–L–лизиновых микрокапсул в организме реципиента [19], 
а также высокий риск канцерогенеза. Полученные нами 
ранее экспериментальные данные свидетельствуют о воз-
можности длительного сохранения в организме реципиента 
структурной целостности биоконтейнера из полиамидной 
ткани [20], которая по прочности не уступает микропори-
стым PTFE капсулам Boggs® и TheraCyteTM [21].

В настоящее время в биомедицинской практике весь-
ма перспективным направлением является создание ги-
бридных или биоискусственных органов, в связи с чем, 
инкапсуляция фрагментов ткани паращитовидной железы 
и последующая их имплантация в организм реципиента 
представляет собой альтернативный метод лечения перма-
нентного симптоматического гипопаратиреоза, не требую-
щий применения иммуносупрессии. Работами зарубежных 
авторов была показана возможность успешной микро– и 
макроинкапсуляции паратиреоидной ткани человека и жи-
вотных [22–24], однако в отношении эпителиальных клеток 
паращитовидной железы человека подобные исследова-
ния не проводились. Целью настоящего исследования яви-
лась разработка эффективного метода макроинкапсуляции 
и выделения паратироцитов из гиперплазированной или 
аденоматозной ткани паращитовидной железы пациентов, 
перенесших паратиреоидэктомию по поводу первичного 
или вторичного гиперпаратиреоза. Жизнеспособность кле-
ток паращитовидной железы в процессе длительного куль-
тивирования оценивали на основании параметров проли-
ферации и дифференцировки под микроскопом в условиях 
фазового контраста. Как показали результаты исследова-
ния, аллогенные паратироциты сохраняли высокую жизне-
способность, пролиферативную и гормон–продуцирующую 
активность, чувствительность к Ca2+.
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Материал и методы
Исследование было выполнено в рамках государственного 

научно–технического проекта Республики Беларусь «Разрабо-
тать и внедрить способ хирургического лечения больных гипоти-
реозом и гипопаратиреозом путем трансплантации тироцитов 
и паратироцитов». Выделение, обработка ткани и культивиро-
вание клеток проводились в асептических условиях в ламинар-
ном боксе на базе Центральной научно–исследовательской 
лаборатории УО «Белорусский государственный медицинский 
университет» сотрудниками научной группы «Иммунология». 
Для приготовления культур использовали паращитовидные 
железы, полученные ex vivo во время паратиреоидэктомии от 
6 пациентов, страдающих первичным и вторичным гиперпа-
ратиреозом. Образцы железы доставлялись в лабораторию в 
транспортной среде на основе DMEM, содержащей 10% сы-
воротку и антибиотики (гентамицин – 100 мкг/мл, пенициллин 
– 100 МЕ/мл). Время хранения биоматериала до посева кле-
ток составило не более 5 часов при температуре +4°С. Про-
ведение исследования было одобрено этическим комитетом 
нашего лечебного учреждения после получения письменного 
информированного согласия всех пациентов.

Для получения суспензии клеток паращитовидные желе-
зы вначале подвергали механической дезагрегации в чашке 
Петри путем измельчения ножницами в течение 3 минут на 
фрагменты размером 0,1–2 мм3. После этого измельченную 
паратиреоидную ткань обрабатывали раствором фермен-
тов (Sigma, Milan, Italy), состоящим из коллагеназы II типа 
(1%), трипсина (0,25%) и ДНК–азы (0,01%). Время инкуба-
ции с ферментами составляло 20 минут при температуре 
+37°С. Полученные клетки осаждали центрифугировани-
ем, после чего осадок ресуспендировали в ростовой среде 
DMEM/F–12 (Sigma) с добавлением 5% телячьей сыворотки 
(Irvine Scientific, Santa Ana, CA). С помощью камеры Горяева 
оценивали количество выделенных клеток, их жизнеспособ-
ность (по исключению 0,4% трипанового синего) и доводили 
концентрацию клеток и их конгломератов до 103 в 1 мл пита-
тельной среды. Суспензию клеток в 5 мл среды заливали в 
культуральные флаконы и культивировали в СО2–инкубаторе 
при +37°С. Ростовую среду во флаконе с культивируемыми 
клетками меняли каждые 3–4 суток.

Оценку состояния культуры проводили ежедневно под ми-
кроскопом в условиях фазового контраста, а также, после 
помещения паратироцитов на микропористую мембрану, 
при помощи сканирующей электронной микроскопии (СЭМ) 
(MIRA\\TESCAN). Контроль культур клеток и их фотографиро-
вание осуществляли с помощью микроскопа Olympus X51.

Методом радиоиммунного анализа культуральной жидко-
сти с использованием набора для определения паратгормона 
(Roche, PTH–DRG) подтверждали специфическую функциональ-
ную активность популяции паратироцитов в культуре. Измере-
ние проводилось в исходном состоянии культуры и при стиму-
ляции Са2+ (1мМ и 3мМ).

Основные структурные параметры (диаметр пор, толщина, 
пористость) полиамидной полупроницаемой мембраны (Nylon 
N66; Pall Filtrationstechnik GmbH, West–Germany) изучали при 
помощи СЭМ на разных увеличениях. Макрокапсулу констру-
ировали в виде цилиндрической трубки длиной 15–20 мм 
и наружным диаметром 3–4 мм. Для герметизации капсулы 
использовали стандартный анатомический пинцет, бранши 
которого разогревали над огнем спиртовой горелки и затем 
охлаждали до температуры 250°C (контроль – электрический 
термопарный термометр), после чего ~100 000 паратироци-
тов путем инъекционного введения инсулиновым шприцем 
(B.Braun Melsungen AG, Germany) помещали в просвет капсу-
лы. Затем края отверстия макрокапсулы сближали с некото-

рым усилием до полного сплавления. Контейнер находился в 
свежей культуральной среде до момента помещения в орга-
низм реципиента не более 20 минут.

Результаты
Культура, полученная из паращитовидной железы человека, 

в 1–е сутки культивирования была представлена преимущест-
венно флотирующими клетками, также встречались единичные 
фибробластоподобные клетки. Со 2–х суток быстро формиро-
валась прикрепленная фракция клеток неправильной формы 
с четко контурированным ядром, которая представляла собой 
многочисленные очаги роста клеток, плотно прилегающих друг 
к другу. К 4–10 суткам культивирования клетки образовыва-
ли плотный монослой, представленный тесно прилегающими 
друг к другу эпителиальными клетками полигональной формы. 
Анализ полученных данных показал, что наибольшее количе-
ство клеток из тканевых фрагментов паращитовидной железы 
удалось получить в режиме 18–часовой инкубации с фермен-
тами при температуре +4°С с последующей 10–минутной ин-
кубацией при +37°С. В этом случае удалось выделить клетки в 
концентрации 3÷5×106 в 1 мл, жизнеспособность которых со-
ставила 99%. При микроскопии культуры, полученной из образ-
цов паращитовидной железы человека, на 3 сутки наблюдали 
образование клеточных агрегатов, состоящих из 20 и более 
клеток (рисунок 1–А). При этом была отмечена относительная 
гомогенность культуры, которая проявлялась в одинаковых 
размерах клеток и плотности их укладки, клетки достигали пра-
ктически уровня монослоя (рисунок 1–Б). Начинали форми-
роваться везикулярные стуктуры – микрофолликулы. Клетки, 
выстилающие полость фолликулов, очень тесно прилегали друг 
к другу и имели кубическую форму.

После прикрепления агрегата клеток достаточно быстро 
формировалась колония, единичные клетки также могли при-
крепляться к поверхности подложки. Колонии за счет деления 
клеток увеличивались в размерах и постепенно сливались. 
Центральная часть колоний в результате дифференцировки 
становилась многослойной, происходила стратификация коло-
нии, и через определенное время образовывался сплошной 
многослойный (стратифицированный) пласт (МПК).

Формирование межклеточных связей в культуре паратиро-
цитов зависело от содержания в ростовой среде ионов каль-
ция. Хорошая пролиферация клеток была отмечена в среде с 
низким содержанием кальция (0,05–0,1 мМ), однако при этом 
замедлялись процессы дифференцирования клеток и много-
слойный пласт не формировался. Среда, содержащая нор-
мальное количество кальция (1,2–1,8 мМ), инициировала диф-
ференцирование и способствовала формированию десмосом.

В результате тестирования специфической функциональ-
ной активности культуры средняя концентрация паратгормона 
при указанных условиях получения клеток составила 210±41 
пг/мл. Необходимо отметить, что существенных отличий в се-
креторной активности культивированных паратироцитов в 
зависимости от характера патоморфологических изменений 
нативных паращитовидных желез (аденома, гиперплазия) об-
наружено не было.

Рисунок 1 – Морфология культуры паратироцитов. 3 сутки роста 
in vitro. Фазово–контрастная микроскопия. Ув.×4 (А). Ув.×20 (Б)
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По данным СЭМ толщина полиамидной мембраны состави-

ла 157±2 мкм, пористость – 6,7%, диаметр пор – 1,33–5,55 
мкм (рисунок 2–А), благодаря чему, помещенные на ее по-
верхность клетки оставались на прежнем месте, не выходя за 
пределы макрокапсулы (рисунок 2–Б). Паратироциты претер-
певали дезагрегацию и приобретали сферическую или продол-
говатую форму, при этом концентрация паратгормона в куль-
туральной среде находилась на прежнем уровне (203,5±3,5 
пг/мл). Оценить ультраструктурные особенности клеток пара-
щитовидной человека (рибосомы, цитоплазма, митохондрии, 
ретикулярный аппарат, секреторные гранулы), характеризую-
щие их функциональную активность, не позволили технические 
возможности СЭМ.

Проведенное нами исследование позволило получить гор-
монально–активную жизнеспособную культуру паратироцитов, 
а также разработать эффективный способ иммунопротекции 
клеточного трансплантата путем макроинкапсуляции. Однако 
одним из условий успешного приживления МПК является вы-
полнение своевременной трансплантации. Для этого необходи-
мо определение степени готовности (зрелости) культуры клеток 
к пересадке, о которой судили, главным образом, по картине, 
наблюдаемой в инвертированном микроскопе. Переросший 
МПК обладал более низкими витальными свойствами, питание 
клеток в нем было нарушено. Молодой или недозревший МПК 
был тонким, имел достаточно слабые межклеточные связи и в 
процессе ферментативной обработки диспазой разрушался. 
В связи с этим, в процессе культивирования необходимо оце-
нивать степень зрелости МПК и своевременно осуществлять 
трансплантацию.

Обсуждение
Заместительная терапия хронического гипопаратиреоза 

основана на применении препаратов кальция, витамина Д, 
паратгормона или его синтетических аналогов. Вместе с тем, 
существует целый ряд серьезных обстоятельств, ограничива-
ющих использование паратгормона в клинической практике 
[25]. Аутотрансплантация паращитовидных желез показана в 
случаях выполнения тотальной паратиреоидэктомии по поводу 
гиперпаратиреоза и не всегда обеспечивает восстановление 
паратиреоидного гомеостаза [10]. Поэтому для категории па-
циентов с первичным или послеоперационным гипопаратире-
озом при неэффективности аутотрансплантации необходима 
разработка альтернативных методов лечения. В немногочи-
сленных литературных сообщениях, касающихся пересадки 
аллогенной паратиреоидной ткани в эксперименте и клинике 
[10, 11, 26, 27], непродолжительное функционирование транс-
плантата авторы связывали с развитием реакции отторжения 
[5, 28]. Для решения этой проблемы животным–реципиентам 
производили трансплантацию органной культуры паращито-
видной железы, которая обладала сниженной экспрессией 
антигенов главного комплекса гистосовместимости [29, 30]. 
Sollinger et al. [31] с целью снижения антигенных свойств алло-
трансплантата на некоторое время помещали ткань паращи-

товидной железы человека под капсулу почки иммуносупрес-
сированных мышей, после чего извлекали для выполнения 
аллотрансплантации в клинических условиях. С целью сниже-
ния иммуногенности паратиреоидной ткани путем элимина-
ции антигенов с поверхности паратироцитов Anton et al. [32] 
использовали магнитные микросферы.

В качестве дополнительного метода клеточной иммуно-
изоляции Lim, Sun [12] использовали полупроницаемые 
альгинат–полилизиновые мембраны, в которые помещали 
островковые клетки перед имплантацией в брюшную по-
лость крысам–реципиентам с индуцированным сахарным 
диабетом. Следует отметить, что результаты подобных ис-
следований были далеки от удовлетворительных, поскольку 
лишь в некоторых случаях у животных достигалась нормо-
гликемия [15, 16, 33–35]. Вместе с тем, несмотря на неко-
торые нерешенные вопросы, связанные с биологической 
совместимостью и стабильностью полупроницаемых мем-
бран [36–38], разработка технологии инкапсуляции клеток 
паращитовидной железы представляет большой научный и 
практический интерес. Hasse et al. [24] впервые сообщили 
об успешной аллотрансплантации микроинкапсулирован-
ной паратиреоидной ткани человека. В то же время, мы 
не встретили сообщений, посвященных изучению особен-
ностей длительного культивирования и макроинкапсуляции 
паратироцитов человека.

Как показали результаты собственных исследований, 
культура паратироцитов человека представляет собой одну 
из самых «трудных» клеточных культур для получения и дли-
тельного культивирования в условиях in vitro. Количество 
выделяемых из паращитовидной железы клеток и их жизне-
способность во многом зависят от температурного режима 
хранения и от состава используемой транспортной среды. В 
процессе работы, установлено, что в случае хранения при 
комнатной температуре железы, выделить из нее достаточ-
ное количество жизнеспособных клеток не удается, проли-
ферация клеток в культуре происходит вяло. При хранении 
железы в охлажденном состоянии (при температуре + 4°С) 
витальные свойства клеток сохраняются в течение несколь-
ких суток. Таким образом, паратиреоидную ткань необходи-
мо хранить при пониженной температуре (0...+ 4°С), и стре-
миться к тому, чтобы промежуток времени между отбором 
проб до начала выделения клеток был минимальным. По-
мимо температурного режима на жизнеспособность клеток 
влияет и состав среды, в которой транспортируют паращито-
видную железу. В наших исследованиях образцы железы до-
ставлялись в лабораторию в транспортной среде на основе 
DMEM, содержащей 10% сыворотку и антибиотики (гентами-
цин – 100мкг/мл, пенициллин – 100МЕ/мл).

Выделение клеток является первым и весьма важным 
этапом технологии. Эффективность последующего культи-
вирования паратироцитов и формирования многослойного 
пласта во многом зависит от того, как была выполнена эта 
процедура, а также от ряда других факторов: состояния кле-
ток (их жизнеспособности и способности к пролиферации); 
состава ростовой среды, используемых добавок и ростовых 
факторов; вида субстрата, на который высеваются клетки; 
конкретного варианта технологии культивирования (в при-
сутствии фидерного слоя клеток или без него, при низком 
или высоком уровне кальция в среде). Выделение парати-
роцитов из железы проводят с помощью обработки различ-
ными ферментами: трипсином, коллагеназой, диспазой, 
гиалуронидазой, ДНК–азой, а также их сочетанием [39]. 
Используются также хелатирующие соединения, связываю-
щие Са2+ и Mg2+ и разрывающие межклеточные связи [39]. 
При действии ферментов происходит разрушение десмосом 

Рисунок 2 – Сканирующая электронная микроскопия 
полиамидной мембраны (А) и паратироцитов, расположенных на 

ее поверхности (Б). Ув.: 3.00 kx (А). Ув.: 1.00 kx (Б)
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и клетки высвобождаются в среду в виде единичных клеток 
или агрегатов, состоящих из разного количества (от 2–4 до 
25–30) паратироцитов. В нашем исследовании было пока-
зано, что паратироциты, находящиеся в агрегатах (рисунок 
1–А), сохраняют жизнеспособность лучше, чем единичные 
клетки. В связи с этим, отсутствует необходимость в получе-
нии взвеси клеток, состоящей исключительно из единичных 
клеток. Кроме того, было доказано, что избыточная обра-
ботка трипсином приводит не столько к резкому снижению 
жизнеспособности клеток, сколько к последующему сниже-
нию их пролиферативной способности, что в последующем 
затрудняет формирование многослойного пласта.

Таким образом, технология длительного культивирования 
паратироцитов в условиях in vitro чрезвычайно сложна и 
требует пристального внимания на каждом технологическом 
этапе. Дальнейшее усовершенствование методов культиви-
рования и селекции хорошо дифференцированных клеток 
паращитовидной железы, наряду с разработкой эффектив-
ных иммуноизолирующих мембран, в скором будущем по-
зволят создать функционально активную биоискусственную 
паращитовидную железу для трансплантационного лечения 
гипопаратиреоза.
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