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Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê êëåòî÷íîé èíæåíåðèè, â ÷àñòíîñòè ê ñïîñîáàì îïðåäåëåíè 
ñòâîëîâûõ êëåòîê ìîëî÷íîé æåëåçû æèâîòíûõ.

Èçâåñòåí ñïîñîá îïðåäåëåíè  ñòâîëîâûõ êëåòîê â îðãàíàõ æèâîòíûõ ïî òàêèì
ìîðôîëîãè÷åñêèì ïðèçíàêàì, êàê íàëè÷èå äèôôóçíîãî õðîìàòèíà â  äðå, èìåþùåì îäíî
èëè íåñêîëüêî  äðûøåê, íàëè÷èå áîëüøîãî ÷èñëà ñâîáîäíûõ ðèáîñîì â öèòîïëàçìå è
íåçíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî äðóãèõ îðãàíåëë, à òàêæå ïðèñóòñòâèå ó ìíîãèõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ îòðîñòêîâ (Ãóðâè÷ À.Å., Åãîðîâ È.Ê., Ê éâ ð éíåí À.È.
Èììóíîãåíåç è êëåòî÷íà  äèôôåðåíöèðîâêà. - Ì.: Íàóêà, 1978. - 232 ñ. Ðàéöèíà Ñ.Ñ.
Èäåíòèôèêàöè  ñòâîëîâûõ êëåòîê â íåêîòîðûõ ñèñòåìàõ êëåòî÷íûõ äèôôåðåíöèðîâîê ó
ìëåêîïèòàþùèõ / Óñïåõè ñîâðåìåííîé áèîëîãèè, 1980, Ò.90, âûï. 1(4). - ñ.123-137.).
Âû âëåíèå òàêèõ êëåòî÷íûõ îñîáåííîñòåé â ð äå ñëó÷àåâ íîñèò çàòðóäíèòåëüíûé
õàðàêòåð, òàê êàê ñâ çàíî ñ èñïîëüçîâàíèåì äîðîãîñòî ùåãî îáîðóäîâàíè , êðîìå òîãî,
êëåòêè ñ ïîäîáíûì ôåíîòèïîì íå âñåãäà  âë þòñ  ñòâîëîâûìè.

Èçâåñòåí ñïîñîá îïðåäåëåíè  ñòâîëîâûõ êëåòîê æèâîòíûõ ñ èñïîëüçîâàíèåì
ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòåë  Hoechst 33342, îñíîâàííûé íà ñïîñîáíîñòè ñòâîëîâûõ êëåòîê
ïîñëå îáðàáîòêè Hoechst 33342 ôëóîðåñöèðîâàòü ïðè ïðîõîæäåíèè ñâåòà ñ îïðåäåëåííîé
äëèíîé âîëíû (Goodell Ì. et al. Hoechst 33342 HSC Staining and Stem cell Purification
Protocol. J. Exp. Med. 183, 1996. - P. 1797-1806. Gussoni E., Soneoka Y., Strickland
C.D. et al. Dystrophin expression in the mdx mouse restored by stem cell
transplantation // Nature. 401, 1999. - S.390-394. Jackson K.A., Mi Ò., Goodell M.A.
Haematopoietic potential of stem cells isolated from murine skeletal muscle // Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 96, 1999. - S.14482-14486.).

Èçâåñòåí ñïîñîá îïðåäåëåíè  ñòâîëîâûõ êëåòîê ìîëî÷íîé æåëåçû æèâîòíûõ
ïîñðåäñòâîì òðàíñïëàíòàöèè åå íåáîëüøîãî êóñî÷êà â æèðîâóþ ïîäóøêó ýòîãî îðãàíà
ìûøè ñ ïîñëåäóþùèì ðàçâèòèåì ïîëíîôóíêöèîíàëüíîé æåëåçû (DeOme K.B., Faulkin L.J.,
Bern H.A. et al. Development of mammary tumors from hyperplastic alveolar nodules
transplanted into gland-free mammary fat pads of female C3H mice // Cancer Res. 19,
1959. - P.515-520. Daniel C.W., Young L.J.T., Medina D. et al. The influence of
mammogenic hormones on serially transplanted mouse mammary gland // Exp. Geront. 6,
1971. - P.95-101.). Ýòîò ìåòîä ïîçâîë åò ëèøü äîêàçàòü ïðèñóòñòâèå ñòâîëîâûõ êëåòîê â
ìîëî÷íîé æåëåçå, íî íå ïîçâîë åò âûäåëèòü èõ è äåòàëüíî îõàðàêòåðèçîâàòü
ìîðôîëîãè÷åñêèå ñâîéñòâà.

Èçâåñòåí ñïîñîá îïðåäåëåíè  ñòâîëîâûõ êëåòîê ìîëî÷íîé æåëåçû æèâîòíûõ ïóòåì
ïðåäâàðèòåëüíîãî ìå÷åíè  êëåòîê è èõ òðàíñïëàíòàöèè â ìîëî÷íóþ æåëåçó ñ ïîñëåäóþùèì
àíàëèçîì èõ ëîêàëèçàöèè (Cordon B.C., Smith G.H. An entire functional mammary gland
may comprise the progeny from a single cell // Development. 125, 1998. - P.1921-1930.
Welm B.E., Tepera S.B., Venezia Ò. et al. Sea-1pos Cells in the Mouse Mammary Gland
Represent an Enriched Progenitor Cell Population // Developmental Biology. 245, 2002.
- P.42-56. Williams J.M., Daniel C.W.Mammary ductal elongation: Differentiation of
myoepithelium and basal lamina during branching morphogenesis // Dev. Biol. 97, 1983.
- P.274-290. Smith G.H., Medina D.A morphologically distinct candidate for an
epithelial stem cell in mouse mammary gland // Journal of Cell Science. 89, 1988. -
P.173-183.). Ñ ïîìîùüþ ýòîãî ìåòîäà ìîæíî îïðåäåëèòü, â êàêîé òèï êëåòîê ïðîèñõîäèò
äèôôåðåíöèàöè  ñòâîëîâûõ êëåòîê.

Èçâåñòåí ñïîñîá îïðåäåëåíè  ñòâîëîâûõ êëåòîê æèâîòíûõ in vitro no ïîâûøåííîé
àêòèâíîñòè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû (Ñàâ÷åíêîâà È.Ï. Ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè â
áèîëîãèè: íàñòî ùåå è áóäóùåå. - Äóáðîâèöû, 1999. - 95 ñ.). Ýòî ñâîéñòâî õàðàêòåðíî
äë  âñåõ ñòâîëîâûõ êëåòîê è ÷àñòî èñïîëüçóåòñ  äë  äîêàçàòåëüñòâà ïðèíàäëåæíîñòè
êëåòîê ê ýòîé ãðóïïå. Ê íåäîñòàòêàì ýòîãî ìåòîäà îòíîñèòñ  íåâîçìîæíîñòü äàëüíåéøåé
ðàáîòû ñ êëåòêàìè, òàê êàê â ïðîöåññå àíàëèçà îíè ïîãèáàþò.

Èçâåñòåí ñïîñîá îïðåäåëåíè  ñòâîëîâûõ êëåòîê â ìîëî÷íîé æåëåçå æèâîòíûõ, âç òûé â
êà÷åñòâå ïðîòîòèïà, çàêëþ÷àþùèéñ  â òîì, ÷òî ñóñïåíçèþ ñâåæåâûäåëåííûõ êëåòîê
îáðàáàòûâàëè Hoechst 33342, à çàòåì íà ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå îòáèðàëè êëåòêè ñ
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õàðàêòåðíûì ñâå÷åíèåì â óëüòðàôèîëåòå (ÓÔ) (Kenney N.J., Smith G.H., Lawrence E. et
al. Identification of stem cell units in the terminal end bud and duct of the mouse
mammary gland // Journal of Biomedicine and Biotechnology. 1:3, 2001. - S.133-143.).
Äàííûé ìåòîä ïîçâîë åò íå òîëüêî èäåíòèôèöèðîâàòü ñòâîëîâûå êëåòêè, íî è ñîðòèðîâàòü
èõ äë  äàëüíåéøåé ðàáîòû. Îäíàêî â ýòîì ñëó÷àå ñóäèòü î ìîðôîëîãèè êëåòîê in vitro íå
ïðåäñòàâë åòñ  âîçìîæíûì, òàê êàê ñïîñîá íå ïîçâîë åò îñóùåñòâë òü ïîñëåäóþùóþ
ñåëåêöèþ ñòâîëîâûõ êëåòîê ïî ìîðôîëîãè÷åñêèì õàðàêòåðèñòèêàì.

Ïðè ñîçäàíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  çàäà÷à çàêëþ÷àëàñü â òîì, ÷òîáû ðàçðàáîòàòü
ñïîñîá, ïîçâîë þùèé îïðåäåë òü ñòâîëîâûå êëåòêè in vitro ñ ïîñëåäóþùèì ó÷åòîì èõ
ìîðôîëîãè÷åñêèõ ïðèçíàêîâ.

Òåõíè÷åñêèé ðåçóëüòàò èçîáðåòåíè  çàêëþ÷àåòñ  â òîì, ÷òî ïðåäëîæåí ñïîñîá
îïðåäåëåíè  ñòâîëîâûõ êëåòîê ìîëî÷íîé æåëåçû æèâîòíûõ in vitro, âêëþ÷àþùèé
âûäåëåíèå êëåòîê ìîëî÷íîé æåëåçû è ïîñëåäóþùóþ èõ îáðàáîòêó Hoechst 33342,
îñîáåííîñòüþ êîòîðîãî  âë åòñ  òî, ÷òî ïîñëå âûäåëåíè  êëåòîê ìîëî÷íîé æåëåçû
ïðîâîä ò èõ êóëüòèâèðîâàíèå, à çàòåì, íå ñíèìà  ñ ñóáñòðàòà, îáðàáàòûâàþò êðàñèòåëåì
Hoechst 33342.

Äë  ïðèæèçíåííîé èäåíòèôèêàöèè è ñåëåêöèè ñòâîëîâûõ êëåòîê â ìîëî÷íîé æåëåçå
ïðåäëîæåíî èñïîëüçîâàíèå ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòåë  Hoechst 33342 äë  îïðåäåëåíè 
ñòâîëîâûõ êëåòîê ìîëî÷íîé æåëåçû â ìîíîñëîå.

Ïðèìåð. Ñòâîëîâûå êëåòêè â ìîíîñëîå âû âë ëè ïóòåì ïðèìåíåíè  ñëåäóþùèõ
ïðîöåäóð:

1) îòáèðàëè òêàíü ìîëî÷íîé æåëåçû êðîëü÷èõ ñðàçó ïîñëå çàáî  æèâîòíûõ èëè
ïðèæèçíåííî ìåòîäîì áèîïñèè;

2) ïðîâîäèëè èñòîùåíèå òêàíåé ïîñðåäñòâîì èçìåëü÷åíè  ìàòåðèàëà è ïîñëåäóþùåé
îáðàáîòêè 0,1% ðàñòâîðîì êîëëàãåíàçû â òå÷åíèå 30-40 ìèí ïðè 37°Ñ, à çàòåì 0,25%
ðàñòâîðîì òðèïñèíà â òå÷åíèå 10-15 ìèí ïðè 37°Ñ;

3) îñàæäàëè êëåòêè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 1 òûñ. îá/ìèí â òå÷åíèå 5 ìèíóò;
4) ïîëó÷åííóþ ïåðâè÷íî òðèïñèíèçèðîâàííóþ êóëüòóðó êëåòîê ìîëî÷íîé æåëåçû

âûðàùèâàëè â ñðåäå DMEM/F-12 1:1 ñ äîáàâëåíèåì 10% ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè êðóïíîãî
ðîãàòîãî ñêîòà (FCS), 2mM α-ãëóòàìèíà, 10 íã/ìë ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà (EGF), 5
ìã/ìë èíñóëèíà è ãåíòàìèöèíà ñ êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèåé 50 ìêã/ìë ïðè 37°Ñ â àòìîñôåðå
ñ 5% ÑÎ2;

5) ïîñëå êðàòêîâðåìåííîãî êóëüòèâèðîâàíè  â òå÷åíèå 2-3 ñóòîê êëåòêè, íå ñíèìà  ñ
ñóáñòðàòà, îáðàáàòûâàëè Hoechst 33342 ñëåäóþùèì îáðàçîì. Ðîñòîâóþ ñðåäó ñëèâàëè,
ïðîìûâàëè ïîäîãðåòîé ñðåäîé DMEM áåç ñûâîðîòêè, çàòåì çàëèâàëè êëåòêè ïîäîãðåòîé
ñðåäîé DMEM ñ 2% FCS è 10 mM HEPES, äîïîëíåííóþ Hoechst 33342 ñ êîíå÷íîé
êîíöåíòðàöèåé 5 ìêã/ìë. Îêðàøèâàíèå ïðîèçâîäèëè â òå÷åíèå 90 ìèí ïðè 37°Ñ. Çàòåì
êëåòêè çàëèâàëè õîëîäíûì ðàñòâîðîì Õýíêñà ñ 2% FCS è 10 mM HEPES è
ìèêðîñêîïèðîâàëè â ÓÔ ñ äëèíîé âîëíû 350 íì.

Êëåòêè, îêðàøåííûå Hoechst 33342, èäåíòèôèöèðîâàëè ïî õàðàêòåðíîìó êðàñíîìó
ñâå÷åíèþ (ôèëüòð Hoechst Red).

Êîíòðîëüíîå èñïîëüçîâàíèå ïðåäëîæåííîãî ñïîñîáà äë  èäåíòèôèêàöèè ñòâîëîâûõ
êëåòîê â ìîíîñëîå ïîêàçàëî, ÷òî Hoechst-ïîëîæèòåëüíûå êëåòêè èäåíòèôèöèðîâàëèñü
òîëüêî ñðåäè êëåòîê ñî ñòâîëîâî-ïîäîáíûì ôåíîòèïîì, ïðè ýòîì íå âñå êëåòêè ñ
õàðàêòåðíûì ôåíîòèïîì ôëóîðåñöèðîâàëè.

Â êóëüòóðå êëåòîê ìîëî÷íîé æåëåçû êðîëèêîâ áûëî îòìå÷åíî òðè òèïà êëåòîê: êðóïíûå è
ìåëêèå êðóãëûå êëåòêè ñ áîëüøèì  äðîì è óçêèì îáîäêîì öèòîïëàçìû, êîòîðûå èíòåíñèâíî
îêðàøèâàëèñü ïî Ãèìçà, ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå êëåòêè, èìåþùèå âåðåòåíîîáðàçíóþ
ôîðìó. Ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðåäëîæåííîãî íàìè ñïîñîáà áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ñòâîëîâûå
ýëåìåíòû ìîëî÷íîé æåëåçû êðîëèêà èäåíòèôèöèðóþòñ  ñðåäè ìåëêèõ êðóãëûõ êëåòîê ñ
áîëüøèì  äðîì è óçêèì îáîäêîì öèòîïëàçìû (÷åðòåæ), ïðè÷åì â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíè 
èõ ÷èñëî ñíèæàåòñ  (òàáë.).
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Òàáëèöà.
Ðàñïðåäåëåíèå òèïîâ êëåòîê (%) in vitro â çàâèñèìîñòè îò ïàññàæà.

Ïàññàæ Ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå Êðóïíûå êðóãëûå Ìåëêèå êðóãëûå

âñåãî èç íèõ Hoechst - «+»

I 49,6 19,9 30,5 47,21

II 49,8 35,7 14,5 88,28

III 68,6 23,5 7,8 69,23

Êîýôôèöèåíò êîððåë öèè ìåæäó ÷èñëîì ìåëêèõ êðóãëûõ êëåòîê è Hoechst-
ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê áûë äîâîëüíî âûñîêèì è ñîñòàâèë 0,832.

Ïðåäëîæåííûé íàìè ñïîñîá ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí â áèîòåõíîëîãèè æèâîòíûõ äë 
âèòàëüíîé èäåíòèôèêàöèè ñòâîëîâûõ êëåòîê ìîëî÷íîé æåëåçû ñ öåëüþ èõ ïîñëåäóþùåãî
èñïîëüçîâàíè  äë  òðàíñïëàíòàöèè, êëîíèðîâàíè  è ò.ï. Ïðåäëîæåííûé íàìè ñïîñîá â
ñî÷åòàíèè ñ ìåòîäîì âûäåëåíè  Hoechst-ïîëîæèòåëüíûõ êëåòîê, íàïðèìåð ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè èëè êàêîãî-ëèáî äðóãîãî ìåòîäà, ïîçâîëèò ïîâûñèòü
ðåçóëüòàòèâíîñòü ðàáîò â îáëàñòè êëåòî÷íîé òåðàïèè è êëîíèðîâàíè  ñ èñïîëüçîâàíèåì
êëåòîê ìîëî÷íîé æåëåçû.

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
Ñïîñîá îïðåäåëåíè  ñòâîëîâûõ êëåòîê ìîëî÷íîé æåëåçû æèâîòíûõ in vitro, âêëþ÷àþùèé

âûäåëåíèå êëåòîê ìîëî÷íîé æåëåçû è ïîñëåäóþùóþ èõ îáðàáîòêó êðàñèòåëåì Hoechst
33342, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïîñëå âûäåëåíè  êëåòîê ìîëî÷íîé æåëåçû ïðîâîä ò èõ
êóëüòèâèðîâàíèå íà ñóáñòðàòå â òå÷åíèå 2-3 ñóòîê, çàòåì îáðàáàòûâàþò êëåòêè
êðàñèòåëåì íåïîñðåäñòâåííî íà ñóáñòðàòå è ìèêðîñêîïèðóþò â óëüòðàôèîëåòîâîì ñâåòå ñ
äëèíîé âîëíû 350 ìì.
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Ñòðàíèöà: 6
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