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         Для накопления достаточного количества кератиноцитов в условиях культуры с целью 

проведения лечения ожогового больного  необходимо их субпассирование в течение 

нескольких недель (2-3 пересева). Чтобы клетки были способны к размножению, они 

должны  находиться не в терминальной стадии своего развития.  Поэтому выделение и 

стимулирование к делению стволовых клеток и клеток-предшественников кератиноцитов 

(транзиторных клеток) кожи в условиях культуры -  необходимое условие накопления 

клеточной биомассы. 

Цель исследования:  определение условий роста и накопления  эпидермальных 

кератиноцитов, стимулированных  фактором роста кератиноцитов (KGF), при 

культивировании их в субпассажах. 

Материалы и методы 

В экспериментах мы исследовали   один из индукторов размножения кератиноцитов   

- KGF, аналог  EGF в дозе 20 нг/мл. Использовали образец кожи голени  ожогового больного 

(42 года).  После отделения дермы с частью клеток базальной мембраны (базальные 

кератиноциты), ее измельчали до фрагментов 1х1 мм, из которых  клетки были 

диссоциированы протеолитическими ферментами. После их осаждения центрифугированием 

и ресуспендирования, концентрация клеток была доведена до  500 тыс  в 1мл  питательной 

среды ДМЕМ с 10% сыворотки эмбрионов коров и добавлением   KGF в среду роста. 

Суспензия клеток была рассеяна на пластиковые флаконы, покрытые коллагеном.  

В постановке непрямого метода флуоресценции использовали первичные антитела 

(кроличья антисыворотка к фибронектину), рабочее разведение 1:100 (Sigma,США); 



вторичные антитела (козьи антикроличьи, меченные ФИТС) рабочее разведение 1:100 

(Sigma, США); моноклональные антитела к альфа-интегринам  - СD49f   (Stem Сеll  

Technologies, Канада). 

Для постановки метода проточной цитофлуориметрии использовали моноклональные 

антитела к альфа-6-интегрину (CD49F) меченные FITC. Анализируемые клетки 

культивировались в течение 2-х недель в СО2 инкубаторе. Содержимое культуральных 

флаконов переливали в пробирки с добавлением 15-20 мл PBS и центрифугировали при 1000 

оборотах в течение 5 минут. Надосадочную жидкость сливали, осадок ресуспензировали в 50 

мкл PBS.  Добавляли антитела в образцы и помещали на 20 минут в холодильник при 4 С. 

После контакта с антителами часть клеток исследовали в флуоресцентном микроскопе 

общепринятым методом. Другую часть клеток анализировали на проточном 

цитофлуориметре фирмы Beckman Dickinson FACT Callibur. 

Жизнеспособность клеток оценивали при окраске их 0,5% водным раствором 

трипанового синего. Пролиферативную активность клеток, культивируемых с 

использованием разных вариант сред, оценивали по среднестатистическим  данным 

накопления клеток в 3- х  культуральных флаконах одного и того же исследуемого 

варианта ростовой среды и пересчету их концентрации на 1мл среды. 

Наблюдение за ростом клеток и их морфологический анализ проводили каждые 3 дня 

(при cмене ростовой среды)  c использованием световой и фазово-контрастной микроскопии 

(увеличение в 100-600 раз). 

При обработке экспериментальных данных вычисляли среднеарифметические 

величины, их доверительные интервалы и проводили оценку достоверности различий между 

исследуемыми группами с помощью критерия Стьюдента [5].  

Результаты и обсуждение 

      В течение 2-3 дней  после посева наблюдалось прикрепление части клеток к субстрату и 

образование небольших размеров колоний и плавающих конгломератов клеток (рис. 2.6 А). 

Через 6-12 дней роста количество прикрепленных и плавающих клеток во флаконах 



увеличивалось в 1,5-2 раза по отношению к посеянным. В это время отмечено появление 

прикрепленных и плавающих конгламератов клеток крупных размеров (рис. 2.6 Б). Через 12 

дней их роста производился пересев накопившихся клеток в соотношении  1:2 с добавлением 

в питательную среду KGF в той же дозе. Через 4 дня после пересева клеток наблюдали 

удвоение популяции посеянных клеток, затем к 12 дню  после пересева прирост клеток  был 

менее значительный  (30-50 %).  Индекс пролиферации (отношение числа выросших клеток к 

посеянным) составлял к этому времени  2,8-3. При наблюдении за культурами в течение 3-х 

пересевов  пролиферативная активность клеток сохранялась на уровне 1-го пассажа. 

      В настоящее время исследования продолжаются, данная культура поддерживается в 

жизнеспособном состоянии. 

2.4.2 Фенотипический состав,  степень дифференцировки клеток 

     Был проведен морфологический анализ культивируемых клеток первичных культур и 

культур кератиноцитов 3-го пассажа (7–28 дней in vitro). На основании формы, размеров 

клеток и их способности формировать колонии  в условиях культуры их разделяют на три 

группы, которые  описаны в научной литературе [8]. Согласно данной классификации нам 

удалось на основании морфологического анализа выявить 3 данных типа кератиноцитов в 

наших культурах, стимулированных KGF. Морфологические их типы представлены на 

рисунке 2.7. К ним относятся голоклоны (рис. 2.7 В),  параклоны  (рис. 2.7 А) и мероклоны 

(рис. 2.7 Б). Голоклоны и мероклоны (транзиторные кератиноциты) характеризуются 

небольшими размерами, способностью к большей пролиферативной активности.  Выявлена 

способность к ассиметричному делению голоклонов, которые относят к стволовым клеткам, 

расположенным на базальной мембране.  Мероклоны по своим свойствам занимают 

промежуточное положение между  выше описанными клонами кератиноцитов. На более 

поздних сроках роста культур  16-30 дней  наблюдалась дифференцировка кератиноцитов: 

морфологически они становились похожи на истинные дифференцированные кератиноциты, 

их количество увеличивалось при удалении из ростовой среды KGF и культивирования 

только с СЭК (рис 2.8).   

        В настоящее время интенсивно ведутся исследования по установлению маркеров 

стволовых и прогениторных клеток кожи для их идентификации и сепарации.  

       Многообещающими в этом направлении  является обнаружение на поверхности 

стволовых и клеток-предшественников рецепторов большинства белков  внеклеточного 

матрикса базальной мембраны, включая коллаген, фибронектин, витронектин, ламинин.  

Данные рецепторы  -  интегрины,  представляющие собой поверхностные гетеродимерные,  

трансмембранные линкерные  белки, которые обеспечивают адгезию клеток к компонентам 



внеклеточного матрикса. Одновременное множественное, но слабое связывание интегринов 

со своими лигандами позволяет клеткам исследовать свое окружение, сохраняя способность 

двигаться, что было бы невозможно при слишком прочных взаимодействиях [22,24].  

С использованием  прямого метода флуоресцирующих антител нами была исследована 

экспрессия рецептора альфа-интегрина на поверхности культивируемых клеток  - маркера 

незрелых  кератиноцитов и стволовых клеток базальной мембраны, имеющих наибольшее 

количество данных рецепторов к белкам внеклеточного матрикса базальной мембраны. Были 

применены коммерческие моноклональные антитела   к   данному рецептору (СD49f), 

меченные  ФИТЦ. Как видно из рис. 2.9, на поверхности культивируемых клеток 

обнаружено разное количество альфа-интегрина, что свидетельствует о принадлежности их к 

стволовым клеткам и клеткам–предшественникам, имеющим рецепторы к белкам 

внеклеточного матрикса базальной мембраны. Отмечено небольшое содержание или полное 

отсутствие интегринов на поверхности кератиноцитов, находящихся в стадии терминальной 

дифференцировки (рис.  2.9). 

Методом проточной цитофлуориметрии и   НМФА с использованием 

моноклональных антител (CD49f) к альфа-6-интегринам, имеющих сродство к белкам 

внеклеточного матрикса  базальной мембраны установлено, что часть культивируемых 

клеток несут на себе разное количество рецепторов. Это свидетельствует об их 

принадлежности к стволовым клеткам  и клеткам – ткани предшественников кератиноцитов. 

Методом проточной цитофлуориметрии  выявлено, что содержание   клеток, несущих на 

себе данные рецепторы колеблется от 25 до 35 %. Разработана технология получения 

культуры стволовых клеток, клеток-предшественников, кератиноцитов кожи с 

использованием в качестве индуктора пролиферации KGF в дозе 20 нг/мл. 

Выводы 

 Разработана технология получения культуры стволовых клеток, клеток-

предшественников, кератиноцитов кожи с использованием в качестве индуктора 

пролиферации KGF в дозе 20 нг/мл. 

 Исследовано пролиферативная активность и фенотипический состав клеток 

эпидермиса, культивируемых в присутствии KGF в субпассажах. Установлено, что 

культивируемые клетки несут на себе разное количество рецепторов - альфа-6-интегринов, 

имеющих сродство к белкам внеклеточного матрикса  базальной мембраны, что 

подтверждает их разную степень стволовости (моноклональные антитела CD49f, метод 

флуоресцирующих антител). 
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Рисунок 2.6 - Морфология культуры клеток эпидермиса человека, стимулированных KGF в 

дозе 20 нг/мл (М; 42 года) А – единичные колонии кератиноцитов, 3 дня  роста in vitro; 

Б – Формирование крупных колоний кератиноцитов, 12  дней in vitro; Световая микроскопия, 

х 400, живая культура 
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Рисунок 2.7 – Фенотипы (клоны) кератиноцитов, культивируемых в присутствии KGF (20 

нг/мл) живая культура (М, 42 года); 10 дней in vitro А – параклоны, Б – мероклоны, B – 

голоклоны. Световая микроскопия, х200 

 
Рисунок 2.8 – Колонии кератиноцитов в процессе дифференцировки (М, 42 года), 

28 дней in vitro. Световая микроскопия, х 400, живая культура 

Рисунок 2.9 – Выявление рецепторов к альфа-интегринам в популяции кератиноцитов, 

культивируемых в присутствии KGF (М, 42 года), 28 дней in vitro, 

МФА, люминесцентная микроскопия, х400 

 


