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КАК ИСТОЧНИК ПРОГЕНИТОРНЫХ КЛЕТОК 
Кирсанова Л.А., Баранова Н.В., Скалецкий Н.Н., Зайденов В.А., Бубенцова Г.Н., 
Пушкова И.А.
ФГУ «Федеральный научный центр трансплантологии и искусственных органов 
им. акад. В.И. Шумакова» Минздравсоцразвития РФ, Москва

Поджелудочная железа новорожденных кроликов была использована в качестве источника получения 
протоковых клеток. Эти клетки, обладая свойствами прогениторных, сохраняют способность к диффе-
ренцировке in vivo и in vitro и могут служить дополнительным альтернативным источником островко-
вых клеток для трансплантации больным сахарным диабетом. Наш метод основан на культивировании 
микрофрагментов панкреатической ткани без предварительного выделения островков и отдельных про-
токов. В стандартных условиях путем подбора режима культивирования удалось получить стабильное 
формирование монослоя протокового эпителия, клетки которого активно экспрессировали специфиче-
ский маркер цитокератин 19.
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The newborn rabbit pancreas was used as a source of ductal epithelial cells. Our approach includes the cultiva-
tion of pancreatic tissue microfragments without preliminary islet and duct isolation. Under ordinary conditions 
we found the epithelial pancreatic cell monolayer. The cultivated monolayer cells were shown by immunofl uo-
rescence to express special ductal cytokeratin 19 and were insulin- and glucagon-negative for 7–15 days.
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Наиболее перспективным направлением в обе-
спечении оптимального глюкозного метаболизма у 
больных сахарным диабетом 1-го типа становится 
в последние годы аллотрансплантация островков 
поджелудочной железы, которая во многих случаях 
способна привести к длительной инсулинонезави-
симости реципиентов [14]. Однако ежегодно удает-
ся выполнить лишь несколько десятков таких опера-
ций, так как островки для трансплантации получают 
из крайне ограниченного источника – поджелудоч-
ной железы трупных доноров [5, 6, 8]. Одним из 
возможных альтернативных источников островков 
(островковых клеток) могут служить прогенитор-
ные клетки, изначально содержащиеся в донорской 

поджелудочной железе. Эти клетки способны про-
лиферировать и в определенных условиях диффе-
ренцироваться с образованием островковых клеток 
[2, 6, 8, 13]. Известно, что у человека и животных 
в эмбриональном периоде источником всех кле-
точных типов паренхимы поджелудочной железы 
является эпителий примитивных трубочек [10, 11]. 
В постнатальном периоде как у новорожденных, так 
и у взрослых особей, прогениторные клетки, являю-
щиеся предшественниками панкреатических парен-
химатозных клеток, обнаруживаются в эпителиаль-
ной выстилке мелких выводных протоков [2, 5, 13]. 
Достоверно визуализировать этот клеточный тип 
удается с помощью иммуногистохимических мето-
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дов, в частности, по экспрессии антигена цитокера-
тина 19 (у крыс – цитокератина 20), являющегося 
маркером протокового эпителия [1, 2, 5, 7, 13].

Потенциальная способность протокового эпи-
телия к дифференцировке в условиях in vitro и in 
vivo описана при изучении панкреатической ткани 
человека и некоторых видов животных – мыши, 
крысы, морской свинки, собаки, овцы, быка [4, 6, 8, 
9, 15]. Наше внимание было сосредоточено на воз-
можности получения клеток протокового эпителия 
с помощью культивирования ткани поджелудочной 
железы новорожденных кроликов. Обладая проге-
ниторными свойствами, полученные клетки могут 
дифференцироваться (как in vitro, так и in vivo) в 
островковые клетки и использоваться в качестве 
дополнительного трансплантационного материала 
при лечении сахарного диабета

 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Поджелудочную железу (n = 40) новорожденных 

кроликов 1–2-дневного возраста (средняя масса 
железы – 12,5 мг) обрабатывали, используя ориги-
нальную методику [3], адаптированную к особенно-
стям гистологической структуры органа на данном 
этапе онтогенеза и с некоторыми модификациями, 
продиктованными задачами исследования. Полу-
ченные микрофрагменты панкреатической ткани 
помещали в культуральные флаконы (фирма Corn-
ing-Costar), в которые вносили соответствующие 
объемы ростовой среды (среда 199, эмбриональная 
сыворотка крупного рогатого скота) c антибиоти-
ками (гентамицин, 40 мкг/мл). Часть материала, 
используемого в дальнейшем для иммунофлуорес-
центного изучения, засевали в чашки Петри. Куль-
тивирование проводили в стандартных условиях 
при 37 °С в увлажненной атмосфере, содержащей 
5% СО2. Смену культуральной среды осуществляли 
через каждые 3–4 дня. Концентрацию сыворотки в 
ростовой среде изменяли согласно следующей схе-
ме: 1–7-е сутки инкубации – 3,5%; 7–10-е сутки – 
2% и 10–15-е сутки – 0%. 

На определенных сроках инкубации (10, 15 дней) 
материал фиксировали для последующего морфо-
логического и иммунофлуоресцентного изучения. 
Количественную оценку полученных культур про-
водили, подсчитывая окрашенные гематоксили-
ном клетки монослоя, полученного из 18 желез, в 
трех культуральных флаконах в инвертированном 
микроскопе «Биолам П2-1» с объективом ×20 (уве-
личение ×200). Обработку данных проводили с вы-
числением t-критерия Стьюдента.

Иммунофлуоресцентное исследование прово-
дили с помощью люминесцентного микроскопа 
«Nikon eclipse 50i», оснащенного цифровой фото-
камерой. Для выявления цитокератина 18 и цитоке-

ратина 19 культуры фиксировали охлажденным до 
–20 °С метанолом в течение 10 минут. Для опреде-
ления инсулина и глюкагона использовали фикса-
цию 5%-ным формалином в течение 20 минут при 
комнатной температуре. Цитокератин 18 в клетках 
определяли прямым методом, используя монокло-
нальные антитела, меченные FITC (anti-cytokera-
tin peptide-18, Sigma). Цитокератин 19, инсулин и 
глюкагон выявляли непрямым методом, используя 
соответствующие моноклональные антитела: anti-
cytokeratin-19 (Novocastra), anti-insulin (Sigma) и 
anti-glucagon (Sigma). В качестве вторых антител 
использовали моноклональные антимышиные ан-
титела, меченные FITC (Sigma).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В результате использованного нами методиче-

ского подхода панкреатическая ткань была диссо-
циирована на микрофрагменты размерами не более 
500 мкм. После помещения в ростовую среду око-
ло 2/3 полученных панкреатических микрофраг-
ментов оседало на дно культуральных флаконов, 
тогда как меньшая часть оставалась во взвешенном 
состоянии и при смене культуральной среды уда-
лялась. Прижизненное наблюдение исследуемых 
культур в инвертированном микроскопе показало, 
что на 7-е сутки инкубации вокруг многочислен-
ных эксплантатов появлялась однослойная зона 
роста, представленная клетками со светлой цито-
плазмой и округлой формы ядрами, содержащими 
1–2 ядрышка. В последующие дни экспансивный 
рост приводил к формированию монослоя с чет-
кой демаркационной линией и практически без 
периферической контаминации фибробластопо-
добными клетками (рис.1). Расширение зоны ро-
ста наблюдалось до 10–12 суток культивирования, 

Рис. 1. 10-дневная культура клеток, полученная из под-
желудочной железы новорожденных кроликов (гемато-
ксилин, ×200)



63

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ И КЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

после чего происходила стабилизация размеров 
монослоя, и количество клеток, его формирующих, 
существенно не менялось. Мы наблюдали зоны 
роста, численность клеток в которых значитель-
но варьировалась – от 10–20 до нескольких сотен. 
Такую вариабельность можно объяснить как раз-
личиями в исходных размерах эксплантатов (в от-
дельных случаях слиянием 2–3 очагов прикрепле-
ния), так и изначальной массой пролиферирующих 
клеток в их составе.

Количественная оценка 15-дневных культур, 
полученных из 18 поджелудочных желез новорож-
денных кроликов, была проведена путем подсчета 
зон роста и определения числа клеток, их состав-
ляющих (табл. 1). Расчеты показали, что из одной 
поджелудочной железы новорожденного кролика 
может быть получено в среднем 5603 ± 13 эпители-
альных клеток, формирующих монослой. 

Таблица 1
Определение количества прогениторных 

клеток, полученных из поджелудочной железы 
18 новорожденных кроликов

Параметры
Малые 
зоны 

(<600 кл.)

Средние 
зоны 
(200–

600 кл.)

Большие 
зоны 

(>600 кл.)
∑

Количество 
зон роста, ед. 79 114 54 247

Количество 
клеток 
в зонах, ед.

7387 41867 51599 100853

Среднее коли-
чество клеток 
в 1 зоне 
роста, ед.

93,51 ± 
7,75

367,25 ± 
13,11

955,54 ± 
54,19

408,31 ± 
13,34

Примечание. * p < 0,05 – по сравнению с исходными зна-
чениями.

Рис. 2. Культура клеток, полученная из поджелудочной 
железы новорожденных кроликов. Окрашивание антите-
лами к цитокератину 18. Метод прямой иммунофлуорес-
ценции, ×200

Рис. 3. Монослой, 10 суток инкубации. Экспрессия цитоке-
ратина 19. Метод непрямой иммунофлуоресценции, ×200

Рис. 4. Окрашивание антителами к цитокератину 19, 
×1000

Иммуногистохимическое исследование культур 
на 10-е сутки инкубации показало, что подавляю-
щее большинство клеток, формирующих монослой 
(свыше 90%), интенсивно окрашивалось антитела-
ми к цитокератину 18, что характерно для эпителия 
энтодермального происхождения (рис. 2). Кроме 
того, эти клетки активно экспрессировали специ-
фический маркер протокового эпителия – цитоке-
ратин 19 (рис. 3). При этом в клетках наблюдалось 
тонкофибриллярное иммунофлуоресцентное свече-
ние (рис. 4). Окрашивание антителами к инсулину 
не выявляло иммунопозитивных клеток в моно-
слое. Реакция клеток на антитела к глюкагону была 
негативной.

Таким образом, на основании полученных дан-
ных мы определили, что основным клеточным ти-
пом, формирующим монослой, является панкреати-
ческий протоковый эпителий. 



64

ВЕСТНИК  ТРАНСПЛАНТОЛОГИИ И ИСКУССТВЕННЫХ ОРГАНОВ  том XIII   № 1–2011

В течение всего срока наблюдения (до 15 суток) 
в монослое сохранялись специфические антиген-
ные характеристики клеток, что подтверждалось 
стабильностью специфического для цитокератинов 
флуоресцентного свечения (рис. 5), и негативная ре-
акция клеток на антитела к инсулину и глюкагону.

Отсутствие видимой дифференцировки прогени-
торных клеток (эпителий панкреатических протоков) 
в более зрелые клеточные формы, возможно, объяс-
няется тем, что культивирование проводилось в стан-
дартных условиях без использования специфических 
факторов роста и дифференцировки (exendin 4, IN-
GAP-PP, EGF) и специальной подложки (Matrigel, 
миллипоровая мембрана, коллаген I, IV типа и т. п.), 
факторов, которые модулируют рост дуктального 
эпителия in vitro и, по мнению ряда авторов [4, 5, 9, 
12, 13, 15], способствуют островковому неогенезу. 

Обычно для получения протокового эпителия про-
водится культивирование предварительно выделен-
ных из поджелудочной железы фрагментов протоков 
или же используется переваренная панкреатическая 
ткань, оставшаяся после выделения островков Лан-
герганса [5, 6, 9, 13, 15]. Особенности гистологиче-
ской структуры поджелудочной железы новорожден-
ного кролика предопределяют нецелесообразность 
попыток изоляции островков или выделения отдель-
ных протоков [3]. Путем подбора режима культиви-
рования микрофрагментов панкреатической ткани 
нам удалось получить стабильное формирование 
монослоя протокового эпителия. Возможно, этому 
благоприятствовал тот факт, что ткань неонатальной 
поджелудочной железы обладает определенными 
преимуществами по сравнению с железой взрослых 
особей, а именно – большей устойчивостью к ишемии 
и более высокой пролиферативной активностью [2].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные культуры, состоящие из прогени-

торных клеток поджелудочной железы, могут быть 
использованы в качестве модели для изучения пан-
креатического протокового эпителия как предше-
ственника различных видов островковых клеток.
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