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Ôèáðîöèòû — êëåòêè, öèðêóëèðóþùèå â ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè. Îíè ñèíòåçèðóþò áîëüøîå ÷èñëî
ðàçíîîáðàçíûõ ôàêòîðîâ, ïðèíèìàÿ ó÷àñòèå â çàïóñêå ðåãåíåðàöèîííûõ ïðîöåññîâ è â çàæèâëåíèè ðàí;
òàêæå îïèñàíî èõ ó÷àñòèå â ïðîöåññå îáðàçîâàíèÿ ãèïåðòðîôè÷åñêèõ øðàìîâ è êåëîèäíûõ ðóáöîâ. Â íà-
ñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè ñïåöèôè÷åñêèå ñâîéñòâà ôèáðîöèòîâ â êóëüòóðå. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâè-
äåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ýòè êëåòêè èìåþò ãåìîïîýòè÷åñêîå ïðîèñõîæäåíèå è ÿâëÿþòñÿ íåäèôôåðåíöè-
ðîâàííûìè, â ñâÿçè ñ ÷åì ïðè êóëüòèâèðîâàíèè ôèáðîöèòîâ íåîáõîäèìî ñîáëþäàòü ðÿä óñëîâèé: èñïî-
ëüçîâàòü ïèòàòåëüíóþ ñðåäó, íåîáõîäèìóþ äëÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê, à òàêæå ñîáëþäàòü î÷åíü âûñîêóþ
ïëîòíîñòü ïîñåâà, íåõàðàêòåðíóþ äëÿ äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê. Ïîêàçàíî, ÷òî ÷åðåç 10 ñóò êóëüòè-
âèðîâàíèÿ ôèáðîöèòû äèôôåðåíöèðóþòñÿ â ôèáðîáëàñòû. Èç îáùåãî ïóëà êëåòîê ëåéêîöèòàðíîé ôðàê-
öèè, âûäåëåííîé èç êðîâè, ëèøü ôèáðîöèòû ñïîñîáíû ñ ñèíòåçó ÄÍÊ, îäíàêî ïðîëèôåðàòèâíûé ïîòåí-
öèàë ýòèõ êëåòîê in vitro î÷åíü íèçêèé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ïåðèôåðè÷åñêàÿ êðîâü, ôèáðîöèòû, çàæèâëåíèå ðàí.

Â ðåçóëüòàòå ïîâðåæäåíèÿ êîæíîãî ïîêðîâà íà÷èíà-
åòñÿ ðÿä âçàèìîñâÿçàííûõ ïðîöåññîâ: âîñïàëåíèå, îáðàçî-
âàíèå ãðàíóëÿöèîííîé òêàíè, àíãèîãåíåç, ñîêðàùåíèå
ðàíû è åå ðåýïèòåëèçàöèÿ. Íà çàâåðøàþùåì ýòàïå âîññòà-
íîâëåíèÿ êîæíîãî ïîêðîâà îñíîâíóþ ðîëü âûïîëíÿþò
ôèáðîáëàñòû, êîòîðûå ïîÿâëÿþòñÿ â ðàíå è ñèíòåçèðóþò
ýëåìåíòû âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Âíà÷àëå ïðåäïîëàãà-
ëè, ÷òî ôèáðîáëàñòû ìèãðèðóþò èç òêàíè, îêðóæàþùåé
ðàíó. Îäíàêî îñòàâàëîñü íåÿñíûì, êàêèì îáðàçîì ôèá-
ðîáëàñòû ìèãðèðóþò â ðàíû áîëüøîé ïëîùàäè, â êîòî-
ðûõ ìèãðàöèîííàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê îãðàíè÷åííà.

Ïåðâûå óïîìèíàíèÿ î ñóùåñòâîâàíèè äðóãèõ ìàòðèêñ-
ïðîäóöèðóþùèõ êëåòîê — ïðåäøåñòâåííèêîâ ôèáðîáëà-
ñòîâ, êîòîðûå öèðêóëèðóþò â êðîâè, ïîÿâèëèñü åùå â
1863 ã. (Paget, 1863). Â 1994 ã. Áóêàëà ñ êîëëåãàìè (Bucala
et al., 1994) èìïëàíòèðîâàëè ïîäêîæíî â ðàíó íåáîëüøèå
ãóá÷àòûå êàìåðû è íàáëþäàëè ïîÿâëåíèå â íèõ íåéòðî-
ôèëîâ, ìîíîöèòîâ è ëèìôîöèòîâ â òå÷åíèå 24 ÷. Àâòîðû
òàêæå îáíàðóæèëè ïðèñóòñòâèå ñðåäè íèõ áîëüøîãî ÷èñ-
ëà âåðåòåíîîáðàçíûõ êëåòîê, íàïîìèíàþùèõ ôèáðîáëà-
ñòû. Ïîñêîëüêó â ñòîëü êîðîòêèå ñðîêè îíè íå ìîãëè ìèã-
ðèðîâàòü èç ïðèëåæàùåé ñîåäèíèòåëüíîé òêàíè, àâòîðû
ïðåäïîëîæèëè, ÷òî äàííûå êëåòêè, íàçâàííûå èìè ôèáðî-
öèòàìè, ïîÿâëÿþòñÿ â ðàíå èç êðîâÿíîãî ðóñëà, â êîòîðîå
îíè ïîñòóïàþò èç êîñòíîãî ìîçãà. Â äàëüíåéøåì áûëî ïî-
êàçàíî, ÷òî ïðèáëèçèòåëüíî 15—20 % ôèáðîáëàñòîâ â
ðàíå èìåþò ãåìîïîýòè÷åñêîå ïðîèñõîæäåíèå (Fathke
et al., 2004).

Ôèáðîöèòû, ïðèõîäÿùèå â ðàíó âìåñòå ñ âîñïàëè-
òåëüíûìè êëåòêàìè, ñèíòåçèðóþò ôàêòîðû àíãèîãåíåçà è
òåì ñàìûì ñïîñîáñòâóþò ôîðìèðîâàíèþ ñîñóäîâ, ÷òî
áûëî ïîêàçàíî íà ìîäåëè îáðàçîâàíèÿ ñîñóäîâ â ìàòðèãå-
ëå (Hartlapp et al., 2001). Ýêñïðåññèÿ ôèáðîöèòàìè ìàò-
ðèêñíîé ìåòàëëîïðîòåèíàçû-9 (ÌÌÐ-9) ïðèâîäèò ê ðåìî-

äåëèðîâàíèþ ìàòðèêñà, ÷òî îáëåã÷àåò ïðîöåññ àíãèîãåíå-
çà. Êðîìå òîãî, ôèáðîöèòû ñåêðåòèðóþò â ïèòàòåëüíóþ
ñðåäó áîëüøîå êîëè÷åñòâî àíãèîãåííûõ ôàêòîðîâ, â ÷èñëî
êîòîðûõ âõîäÿò: ñîñóäèñòûé ýíäîòåëèàëüíûé ôàêòîð ðîñòà
(VEGF), òðîìáîöèòàðíûé ôàêòîð ðîñòà A (PDGF-A), ìàê-
ðîôàã-êîëîíèåñòèìóëèðóþùèé ôàêòîð (M-CSF), ôàêòîð
ðîñòà ãåïàòîöèòîâ (HGF), ãðàíóëîöèò-ìàêðîôàã-êîëîíè-
åñòèìóëèðóþùèé ôàêòîð (GMCSF), îñíîâíîé ôàêòîð ðîñ-
òà ôèáðîáëàñòà (bFGF) è ôàêòîð ðîñòà ñîåäèíèòåëüíîé
òêàíè (CNTGF). Âîñïàëèòåëüíûå öèòîêèíû — èíòåðëåé-
êèí 1â (IL-1â) è èíòåðëåéêèí-8 (IL-8) — áûëè òàêæå îáíà-
ðóæåíû â êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäå, â êîòîðîé êóëüòèâè-
ðîâàëè ôèáðîöèòû (Hartlapp et al., 2001).

Òàê êàê ôèáðîöèòû ýêñïðåññèðóþò CD34 — èíòåãðà-
ëüíûé ìåìáðàííûé ãëèêîïðîòåèí ñ ìîë. ìàññîé 110 êÄà,
êîòîðûé, êàê ïåðâîíà÷àëüíî ïîëàãàëè, ýêñïðåññèðóåòñÿ
èñêëþ÷èòåëüíî íà ãåìîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ,
âêëþ÷àÿ ðàçëè÷íûå ìèåëîèäíûå è ëèìôàòè÷åñêèå êëåòêè
(Brown et al., 1991; Bucala et al., 1994), áûë ñäåëàí âûâîä
îá èõ ãåìîïîýòè÷åñêîì ïðîèñõîæäåíèè. Ïîêàçàíî, ÷òî
ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû è ïðåäøåñòâåííèêè ýíäîòå-
ëèàëüíûõ êëåòîê òàêæå ýêñïðåññèðóþò CD34 (Fina et al.,
1990; Brown et al., 1991). Ñïîñîáíîñòü ôèáðîöèòîâ ñèíòå-
çèðîâàòü CD34 óìåíüøàåòñÿ ñ òå÷åíèåì âðåìåíè êàê
in vivo, òàê è in vitro (Aiba et al., 1994; Bucala et al., 1994;
Aiba, Tagami, 1997; Hirohata et al., 2001; Barth et al., 2002a,
2002b). Âåðîÿòíî, íà äëèòåëüíîñòü ýêñïðåññèè ôèáðîöè-
òàìè CD34 âëèÿåò ìèêðîîêðóæåíèå. Òàê, ôèáðîöèòû, ïî-
ëó÷åííûå èç ðàíû ñ ÿðêî âûðàæåííûì âîñïàëèòåëüíûì
ïðîöåññîì, ïîääåðæèâàþò ýêñïðåññèþ CD34 â òå÷åíèå
äîëãîãî âðåìåíè (Bucala et al., 1994).

Ïðåâðàùåíèå ôèáðîöèòîâ â ôèáðîáëàñòû ïðîèñõîäèò
â ïðîöåññå çàæèâëåíèÿ ðàíû, â ðåçóëüòàòå ÷åãî êëåòêè íà-
÷èíàþò ñèíòåçèðîâàòü òàêèå áåëêè âíåêëåòî÷íîãî ìàò-
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ðèêñà, êàê êîëëàãåíû I è III è âèìåíòèí, íåîáõîäèìûå äëÿ
ìèãðàöèè ñîáñòâåííî ôèáðîáëàñòîâ è êåðàòèíîöèòîâ
êîæè ïàöèåíòà (Chesney et al., 1998). Ïîñëåäóþùàÿ äèô-
ôåðåíöèðîâêà ýòèõ êëåòîê â ìèîôèáðîáëàñòû ïîçâîëÿåò
èì ïðèíèìàòü ó÷àñòèå â çàêðûòèè ðàíû ïóòåì ìåõàíè÷å-
ñêîé êîíòðàêöèè (Abe et al., 2001). Ïîëàãàþò, ÷òî â ðåçó-
ëüòàòå äåÿòåëüíîñòè ýòèõ êëåòîê ïðîèñõîäèò îáðàçîâàíèå
ãèïåðòðîôè÷åñêèõ øðàìîâ è êåëîèäíûõ ðóáöîâ, òàê êàê â
íîðìàëüíîé êîæå ôèáðîöèòîâ íå îáíàðóæåíî.

Èíòåðåñ ê èçó÷åíèþ äèôôåðåíöèðîâêè è ïîâåäåíèÿ
ôèáðîöèòîâ îáóñëîâëåí ðàçâèòèåì òåõíîëîãèé çàìåñòèòå-
ëüíîé êëåòî÷íîé òåðàïèè, â ÷àñòíîñòè ñîçäàíèåì êëåòî÷-
íûõ ïðîäóêòîâ äëÿ çàæèâëåíèÿ ðàí ðàçëè÷íîé ýòèîëîãèè.

Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ÿâëÿåòñÿ ïðîäîëæåíèåì èññëåäîâà-
íèé â ýòîé îáëàñòè è ïîñâÿùåíà àíàëèçó ñïåöèôè÷åñêèõ
ñâîéñòâ ôèáðîöèòîâ â êóëüòóðå. Áûëà ïîñòàâëåíà çàäà÷à
âûäåëèòü ôèáðîöèòû èç ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà
è îõàðàêòåðèçîâàòü ýòè êëåòêè ñ ïîìîùüþ íàáîðà ðàçëè÷-
íûõ àíòèòåë.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ô è á ð î ö è ò û âûäåëÿëè èç ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè
äîíîðîâ ïî ìåòîäó Áóêàëà (Bucala, 1994). Öåëüíóþ ïåðè-
ôåðè÷åñêóþ êðîâü (10 ìë) ðàçâîäèëè ôîñôàòíî-ñîëåâûì
áóôåðíûì ðàñòâîðîì (PBS, 1 : 1) ïîñëå ÷åãî öåíòðèôóãè-
ðîâàëè â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè ñ Ficoll-Paque (Sigma,
ÑØÀ), ñëåäóÿ èíñòðóêöèè èçãîòîâèòåëÿ. Ëåéêîöèòàðíóþ
ôðàêöèþ êëåòîê äâàæäû ïðîìûâàëè PBS, îñàäîê êëåòîê
ðåñóñïåíäèðîâàëè â ïèòàòåëüíîé ñðåäå SCM (stem cell
medium, Sigma, ÑØÀ).

Äëÿ âûÿâëåíèÿ ñïåöèôè÷åñêîé îêðàñêè ôèáðîöèòîâ â
êà÷åñòâå ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè ôèá-
ðîáëàñòû êîæè ÷åëîâåêà íà 5-ì ïàññàæå, ýíäîòåëèîöèòû
èç ïóïî÷íîãî êàíàòèêà íà 2-ì ïàññàæå è ìèîôèáðîáëàñòû
èç ìûøö êðûñû íà 5-ì ïàññàæå.

Â êà÷åñòâå ñóáñòðàòîâ èñïîëüçîâàëè êîëëàãåí I è IV
òèïîâ è ôèáðîíåêòèí. Êîëëàãåí I òèïà áûë ïîëó÷åí èç ñó-
õîæèëèé êðûñèíûõ õâîñòîâ (Chandrakasan et al., 1967),
êîëëàãåí IV òèïà — èç ïëàöåíòû ÷åëîâåêà (Kleinman,
1994), ôèáðîíåêòèí — èç ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà (Ruos-
lanti et al., 1982).

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í û é à í à ë è ç. Èäåíòèôè-
êàöèþ ôèáðîöèòîâ â îáùåé ïîïóëÿöèè ëåéêîöèòîâ ïðî-
âîäèëè ìåòîäîì ïðÿìîé è íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåí-
öèè ïî èõ îêðàñêå ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ àíòèòåë. Â ñëó-
÷àå ïðÿìîé ôëóîðåñöåíöèè èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà íà
CD34, ìå÷åííûå FITC (BD Pharmingen, ÑØÀ). Äëÿ íåïðÿ-
ìîé ôëóîðåñöåíöèè â êà÷åñòâå ïåðâûõ àíòèòåë èñïîëüçî-
âàëè ìîíîêëîíàëüíûå ìûøèíûå àíòèòåëà íà CD31
(DAKO, ÑØÀ), PCNA (Novocastra, Âåëèêîáðèòàíèÿ), Coll
(Sigma, ÑØÀ), á-SMA (Sigma, ÑØÀ), â êà÷åñòâå âòîðûõ
àíòèòåë — êðîëè÷üè àíòèòåëà, ìå÷åííûå FITC (rabbit an-
ti-mouse IgG FITC Conjugate; Sigma, ÑØÀ). Ïîêðîâíûå
ñòåêëà ïîêðûâàëè ôèáðîíåêòèíîì â êîíöåíòðàöèè
10 ìêã/ìë, èíêóáèðîâàëè 30 ìèí ïðè 37 °Ñ, ïîñëå ÷åãî
äâàæäû îòìûâàëè PBS è êóëüòèâèðîâàëè íà íèõ êëåòêè.
Íåïðèêðåïèâøèåñÿ êëåòêè óäàëÿëè, ïðèêðåïèâøèåñÿ
ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ àöåòîíà ñ ìåòàíîëîì (1 : 1) â òå-
÷åíèå 5 ìèí íà ëüäó. Ïðè îêðàñêå àíòèòåëàìè íà CD31
êëåòêè ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ 4%-íîãî ôîðìàëüäåãèäà
(Sigma, ÑØÀ) â òå÷åíèå 5 ìèí, ìåòàíîëîì 5 ìèí íà ëüäó
è àöåòîíîì 5 ìèí íà ëüäó, ïîñëå ÷åãî ïðåïàðàòû âûñóøè-
âàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå óäàëåíèÿ ôèêñà-

òîðà êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâûìè àíòèòåëàìè â
òå÷åíèå 60 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Äëÿ ýêñïå-
ðèìåíòîâ èñïîëüçîâàëè ìîíîêëîíàëüíûå ìûøèíûå àí-
òèòåëà CD34 (â ðàçâåäåíèè 1 : 100), CD31 (1 : 30), Coll
(1 : 2000) è á-SMA (1 : 400). Ïîñëå îòìûâêè êëåòîê îò
ïåðâûõ àíòèòåë äëÿ ïðîÿâëåíèÿ îêðàñêè íà ñòåêëà íàíî-
ñèëè âòîðûå àíòèòåëà â ðàçâåäåíèè 1 : 300 è èíêóáèðîâà-
ëè 30 ìèí â òåìíîòå.

Äëÿ îöåíêè ïðîëèôåðàöèè êëåòîê â êóëüòóðå àíàëîã
òèìèäèíà — 5-áðîìäåçîêñèóðèäèí (BrdU; Roche, ÑØÀ) â
êîíöåíòðàöèè 10 ìã/ìë — äîáàâëÿëè â ñðåäó ñ êëåòêàìè
íà 1 ÷ ïðè 37 °Ñ. Íåïðèêðåïèâøèåñÿ êëåòêè óäàëÿëè, ïðè-
êðåïèâøèåñÿ ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ôîðìàëüäåãèäîì â òå-
÷åíèå 10 ìèí. Äëÿ ðàçðóøåíèÿ ìåìáðàí êëåòêè îáðà-
áàòûâàëè 0.5%-íûì Òðèòîíîì X-100 â òå÷åíèå 5 ìèí è
òùàòåëüíî îòìûâàëè PBS. Íàíîñèëè ðàñòâîð 2 í. HCl íà
50 ìèí è íåéòðàëèçîâàëè Na2B4O7. Ïîñëå îòìûâêè êëåòêè
èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâûìè àíòèòåëàìè anti-BrdU (Becton
Dickinson, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 3 â òå÷åíèå íî÷è ïðè
4 °Ñ. Íàíîñèëè âòîðûå àíòèòåëà â ðàçâåäåíèè 1 : 200 (rab-
bit anti-mouse IgG FITC Conjugate; Sigma, ÑØÀ) è èíêó-
áèðîâàëè 90 ìèí â òåìíîòå.

Èäåíòèôèêàöèþ è ïîäñ÷åò îêðàøåííûõ êëåòîê ïðî-
âîäèëè ñ ïîìîùüþ ôëóðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà Karl Ze-
iss Axioscop.

Ðåçóëüòàòû

Îïèðàÿñü íà äàííûå èç ëèòåðàòóðû, ôèáðîöèòû ïîñëå
âûäåëåíèÿ èç ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè êóëüòèâèðîâàëè â
ñðåäå DMEM ñ äîáàâëåíèåì 20 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâî-
ðîòêè êîðîâ. Â ðåçóëüòàòå ðÿäà ýêñïåðèìåíòîâ âûÿñíèëè,
÷òî â äàííîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå áîëüøèíñòâî êëåòîê íå
ïðèêðåïëÿåòñÿ ê ñóáñòðàòó è â ðåçóëüòàòå óäàëÿåòñÿ ïðè
ñìåíå ñðåäû. Ïîýòîìó â äàëüíåéøåì êëåòêè êóëüòèâèðî-
âàëè â ñðåäå SCM, ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå, ÷òî ôèáðîöèòû
ÿâëÿþòñÿ íåäèôôåðåíöèðîâàííûìè ñòâîëîâûìè êëåòêà-
ìè. ×åðåç 48 ÷ ïîñëå âûäåëåíèÿ íåïðèêðåïèâøèåñÿ êëåò-
êè óäàëÿëè. Ïîïóëÿöèÿ ïðèêðåïèâøèõñÿ êëåòîê ñîñòîÿëà
èç âåðåòåíîîáðàçíûõ êëåòîê è íåáîëüøèõ êëåòî÷íûõ àã-
ðåãàòîâ.

Â ðåçóëüòàòå ðàáîòû âûÿñíèëè, ÷òî ïðè êóëüòèâèðî-
âàíèè êëåòîê ëåéêîöèòàðíîé ôðàêöèè íà èõ æèçíåñïîñîá-
íîñòü áîëüøîå âëèÿíèå îêàçûâàåò ïëîòíîñòü ïîñåâà. Íå-
îáõîäèìî áûëî îïðåäåëèòü îïòèìàëüíóþ êîíöåíòðàöèþ
êëåòîê ëåéêîöèòàðíîé ôðàêöèè äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ
ôèáðîöèòîâ. Èñïîëüçîâàëè êîíöåíòðàöèè êëåòîê ïðè ïî-
ñåâå îò 3�105 äî 6�106 êë./ñì2 (ðèñ. 1, à, á).

Â ðåçóëüòàòå áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî îïòèìàëüíàÿ
ïëîòíîñòü ïîñåâà, ïðè êîòîðîé â äàëüíåéøåì ïðîèñõîäèò
àêòèâíîå îáðàçîâàíèå àãðåãàòîâ è âåðåòåíîîáðàçíûõ êëå-
òîê, ñîñòàâëÿåò 5�106 êë./ñì2.

Ïîìèìî êîíöåíòðàöèè êëåòîê ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå
íà æèçíåñïîñîáíîñòü è ðîñò ôèáðîöèòîâ îêàçûâàåò èñïî-
ëüçîâàíèå ôèáðîíåêòèíà â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà äëÿ êóëüòè-
âèðîâàíèÿ. Ïðè îäèíàêîâîé ïëîòíîñòè ïîñåâà êëåòîê
(5�106 êë./ñì2) íà íåîáðàáîòàííûé ïëàñòèê, êîëëàãåí I
èëè IV òèïà è ôèáðîíåêòèí ÷åðåç 24 ÷ ìàêñèìàëüíîå êî-
ëè÷åñòâî êëåòîê ïðèêðåïëÿëîñü ê ñóáñòðàòó, ïîêðûòîìó
ôèáðîíåêòèíîì (3�106 êë./ñì2).

Äëÿ âûÿâëåíèÿ ôèáðîöèòîâ â ãåòåðîãåííîé ïîïóëÿ-
öèè êëåòîê ëåéêîöèòàðíîé ôðàêöèè èñïîëüçîâàëè ìàðêåð
CD34. Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç áûë ïðîâåäåí ÷å-
ðåç 5 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ.
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Íà ðèñ. 2 âèäíî, ÷òî êëåòêè, èìåþùèå âåðåòåíîîáðàç-
íóþ ôîðìó, îêðàøèâàþòñÿ ìàðêåðîì CD34. Îòñþäà ìîæ-
íî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ýòè êëåòêè èìåþò ãåìîïîýòè-
÷åñêîå ïðîèñõîæäåíèå è ÿâëÿþòñÿ íåäèôôåðåíöèðîâàí-
íûìè.

Ïîñêîëüêó â ãåòåðîãåííîé ïîïóëÿöèè êëåòîê ïðèñóò-
ñòâóþò òàêæå ïðåäøåñòâåííèêè ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê
(Asahara et al., 1997; Gehling et al., 2000; Peichev et al.,
2000; Quirici et al., 2001) ñ àíàëîãè÷íîé âåðåòåíîîáðàçíîé
ìîðôîëîãèåé è ÿâëÿþùèåñÿ CD34-ïîëîæèòåëüíûìè, èñ-
ïîëüçîâàëè ìàðêåð CD31, êîòîðûé ïîçâîëÿåò âûÿâèòü
èìåííî ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè (ðèñ. 3).

Îêàçàëîñü, ÷òî àíòèòåëà ê CD31 íà ìåæêëåòî÷íûå
êîíòàêòû ýíäîòåëèîöèòîâ íå îêðàøèâàþò âåðåòåíîîáðàç-
íûå êëåòêè (ðèñ. 3, à). Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ â ýòèõ ýêñïå-
ðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè, âûäåëåí-
íûå èç ïóïî÷íîãî êàíàòèêà (ðèñ. 3, á). Ýòî ïîçâîëèëî
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî êëåòêè, âûäåëåííûå èç ëåéêîöèòàðíîé
ôðàêöèè êðîâè, ïðè îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ äèôôåðåíöè-
ðóþòñÿ â ôèáðîöèòû.

Ñèíòåç êîëëàãåíà I òèïà îòíîñÿò ê ïåðâûì ïðèçíàêàì
äèôôåðåíöèðîâêè ôèáðîöèòîâ (Chesney et al., 1998), à ïî-
ÿâëåíèå ãëàäêîìûøå÷íîãî á-àêòèíà ñ÷èòàþò ïðèçíàêîì
äèôôåðåíöèðîâêè â ìèîôèáðîáëàñòû (Abe et al., 2001).
Íà ðèñ. 4, à âèäíî, ÷òî ÷åðåç 10 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ôèá-
ðîöèòû äåéñòâèòåëüíî äèôôåðåíöèðóþòñÿ â ôèáðîáëà-
ñòû (ðèñ. 4, á). À ìàðêåð íà ãëàäêîìûøå÷íûé á-àêòèíèí â
òå÷åíèå ýòîãî æå ñðîêà íå âûÿâëÿëñÿ (ðèñ. 5, à).

Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî ïîëó÷åííûå
íàìè âåðåòåíîîáðàçíûå êëåòêè ñðàçó ïîñëå âûäåëåíèÿ èõ
èç öåëüíîé ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÿâëÿþòñÿ íåäèôôåðåí-
öèðîâàííûìè, à ÷åðåç 10 ñóò â êóëüòóðå ïðåâðàùàþòñÿ â
ôèáðîáëàñòû.

Â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ ìû ñòîëêíóëèñü ñ ïðîá-
ëåìîé íèçêîãî óðîâíÿ ïðîëèôåðàöèè öèðêóëèðóþùèõ

120 Å. Â. Ñêîðîáîãàòàÿ, Í. Â. Êàëìûêîâà è äð.

Ðèñ. 1. Êëåòêè ëåéêîöèòàðíîé ôðàêöèè êðîâè in vitro ÷åðåç
5 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðè ïëîòíîñòè ïîñåâà 3�105 (à) èëè

6�106 (á) êë./ñì2.

Ðèñ. 2. Êëåòêè ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà, ôëóîðåñöåíò-
íî ìå÷åííûå àíòèòåëàìè ê ìåìáðàííîìó ãëèêîïðîòåèíó CD34.

à — ïîïóëÿöèÿ âåðåòåíîîáðàçíûõ êëåòîê, á — ïîïóëÿöèÿ êëåòîê îêðóã-
ëîé ìîðôîëîãèè. Îá. 100�.

Ðèñ. 3. Êëåòêè ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà, ôëóîðåñöåíò-
íî ìå÷åííûå àíòèòåëàìè ê ìàðêåðó ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ

çðåëûõ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê CD31.

à — êëåòêè êðîâè, á — çðåëûå ýíäîòåëèîöèòû. Îá. 100�.

Ðèñ. 4. Êëåòêè ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà, ôëóîðåñöåíòíî
ìå÷åííûå àíòèòåëàìè ê êîëëàãåíó I òèïà.

à — êëåòêà êðîâè âåðåòåíîîáðàçíîé ìîðôîëîãèè, á — ôèáðîáëàñò.
Îá. 100�.

Ðèñ. 5. Êëåòêè ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà, ôëóîðåñöåíòíî
ìå÷åííûå àíòèòåëàìè ê á-SMA.

à — êëåòêè êðîâè, á — ìèîôèáðîáëàñòû. Îá. 100�.



ñòâîëîâûõ êëåòîê â êóëüòóðå, ÷òî ïðèâåëî ê íåîáõîäèìî-
ñòè âûÿâëåíèÿ èõ ñïîñîáíîñòè ê ñèíòåçó ÄÍÊ ñ ïîìîùüþ
îêðàñêè àíòèòåëàìè ê BrdU (ðèñ. 6). Ïðîâåäåííûé àíàëèç
ïîêàçàë, ÷òî èç îáùåãî ïóëà êëåòîê ëåéêîöèòàðíîé ôðàê-
öèè ëèøü îäèíî÷íûå âåðåòåíîîáðàçíûå êëåòêè ñïîñîáíû
ê ñèíòåçó ÄÍÊ (ðèñ. 6, à, á). À àãðåãàòû, êîòîðûå îáðàçó-
þòñÿ ïîñëå âûäåëåíèÿ êëåòîê ëåéêîöèòàðíîé ôðàêöèè èç
êðîâè (ðèñ. 6, â), îñòàþòñÿ íåîêðàøåííûìè, ñëåäîâàòåëü-
íî, ñèíòåçà ÄÍÊ â íèõ íå ïðîèñõîäèò.

Îáñóæäåíèå

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ïåðâûå óïîìèíàíèÿ î ñóùåñòâîâà-
íèè ïðåäøåñòâåííèêîâ ôèáðîáëàñòîâ ïîÿâèëèñü åùå â
XIX â. (Paget, 1863), â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñóùåñòâóåò íå òàê
ìíîãî èññëåäîâàíèé â ýòîé îáëàñòè. Â ðåçóëüòàòå ìû
ñòîëêíóëèñü ñ ïðîáëåìîé ïîääåðæàíèÿ æèçíåñïîñîáíî-
ñòè ýòèõ êëåòîê â êóëüòóðå ïîñëå âûäåëåíèÿ èõ èç öåëü-
íîé ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè. Àâòîðû áîëüøèíñòâà ïóáëè-
êàöèé êóëüòèâèðîâàëè ëåéêîöèòàðíóþ ôðàêöèþ êðîâè â
ñðåäå DMEM ñ äîáàâëåíèåì 20 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâî-
ðîòêè êîðîâ, à â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà èñïîëüçîâàëè ôèáðî-
íåêòèí (Bucala et al., 1994; Chesney et al., 1998; Abe et al.,

2001; Hartlapp et al., 2001). Â íàøåì ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèå
ïèòàòåëüíîé ñðåäû DMEM ïðèâîäèëî ê òîìó, ÷òî ïîñëå
âûäåëåíèÿ ëåéêîöèòàðíîé ôðàêöèè è åå êóëüòèâèðîâàíèÿ
ïðèêðåïëÿëîñü è ðàñïëàñòûâàëîñü ëèøü íåçíà÷èòåëüíîå
êîëè÷åñòâî êëåòîê, ïðè÷åì äàæå èçìåíåíèå óñëîâèé, íà-
ïðèìåð ïåðåïàä òåìïåðàòóðû îò 37 äî 24 °Ñ, ïðèâîäèëî ê
ìãíîâåííîìó îòêðåïëåíèþ âñåõ êëåòîê. Â ñâÿçè ñ ýòèì
áûëè ïðåäïðèíÿòû ïîïûòêè ïîäáîðà îïòèìàëüíûõ óñëî-
âèé êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ëåéêîöèòàðíîé ôðàêöèè
êðîâè, à èìåííî ïèòàòåëüíîé ñðåäû, ñóáñòðàòà è ïëîòíî-
ñòè ïîñåâà. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå.

Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî îïòèìàëüíîé ïèòàòåëüíîé ñðå-
äîé äëÿ ïîääåðæàíèÿ â êóëüòóðå ëåéêîöèòàðíîé ôðàêöèè
ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè è ïîëó÷åíèÿ èç íåå ôèáðîöèòîâ
ÿâëÿåòñÿ ñðåäà SCM ñ äîáàâëåíèåì 20 % èíàêòèâèðîâàí-
íîé ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè. Ýòîò ôàêò ìîæíî îáúÿñ-
íèòü òåì, ÷òî ôèáðîöèòû ÿâëÿþòñÿ êëåòêàìè-ïðåäøåñò-
âåííèêàìè è íóæäàþòñÿ â ñîçäàíèè îñîáûõ óñëîâèé
in vitro. Â ÷àñòíîñòè, íåîáõîäèìà äîñòàòî÷íî âûñîêàÿ èñ-
õîäíàÿ ïëîòíîñòü ïîñåâà (6�106 êë./ñì2), ÷òî ïðàêòè÷åñêè
íåäîïóñòèìî ïðè êóëüòèâèðîâàíèè äèôôåðåíöèðîâàííûõ
êëåòîê, íàïðèìåð ôèáðîáëàñòîâ.

Ôèáðîöèòû êàê êëåòêè íîâîãî òèïà áûëè îõàðàêòåðè-
çîâàíû ïåðâîîòêðûâàòåëåì (Bucala et al., 1994) è îòíåñå-
íû ê êëåòêàì, öèðêóëèðóþùèì â êðîâè è èìåþùèì ãåìî-
ïîýòè÷åñêîå ïðîèñõîæäåíèå. Òàêèì îáðàçîì, âû÷ëåíèòü
ôèáðîöèòû èç îáùåé ïîïóëÿöèè êëåòîê ìîæíî ïî ýêñï-
ðåññèè èìè èíòåãðàëüíîãî ìåìáðàííîãî ãëèêîïðîòåèíà
CD34. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî êëåòêè, èìåþùèå âåðåòåíîîá-
ðàçíóþ ôîðìó, îêðàøèâàþòñÿ íà CD34. Îòñþäà ìîæíî
ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ýòè êëåòêè äåéñòâèòåëüíî èìåþò
ãåìîïîýòè÷åñêîå ïðîèñõîæäåíèå è ÿâëÿþòñÿ íåäèôôå-
ðåíöèðîâàííûìè. Ýêñïðåññèÿ CD34 óìåíüøàåòñÿ ñ òå÷å-
íèåì âðåìåíè in vitro (Aiba et al., 1994; Bucala et al., 1994;
Aiba, Tagami, 1997; Hirohata et al., 2001; Barth et al., 2002a,
2002b), ÷òî ãîâîðèò î íà÷àëå ïðîöåññà äèôôåðåíöèðîâêè
ýòèõ êëåòîê.

Ïîëó÷åííûå íàìè âåðåòåíîîáðàçíûå êëåòêè, ýêñïðåñ-
ñèðóþùèå CD34, ñïóñòÿ 10 ñóò ïîñëå âûäåëåíèÿ îêðàøè-
âàþòñÿ ìàðêåðîì íà êîëëàãåí I — îñíîâíîé ìàðêåð çðå-
ëûõ ôèáðîáëàñòîâ. Ýòè ðåçóëüòàòû ñîâïàäàþò ñ äàííûìè
äðóãèõ àâòîðîâ (Bucala et al., 1994; Chesney et al., 1998;
Abe et al., 2001) è äîêàçûâàþò, ÷òî in vivo ïðè ïîïàäàíèè
ôèáðîöèòîâ ñ êðîâîòîêîì â ðàíåâîå ëîæå ïðîèñõîäèò
ïðîöåññ äèôôåðåíöèðîâêè ýòèõ êëåòîê (Chesney et al.,
1998). Äàëüíåéøàÿ äèôôåðåíöèðîâêà â ìèîôèáðîáëàñòû
ïðîèñõîäèò, êàê ïîêàçàíî îñòàëüíûìè èññëåäîâàòåëÿìè,
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Ðèñ. 6. Êëåòêè ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà, ôëóîðåñöåíòíî
ìå÷åííûå àíòèòåëàìè ê BrdU.

à — êëåòêà êðîâè, á — ôèáðîáëàñò, â — àãðåãàò êëåòîê êðîâè, ã — àãðåãàò
êëåòîê êðîâè â ïðîõîäÿùåì ñâåòå. Îá. 100�.

Âàðèàíòû ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèé

Ïèòàòåëüíàÿ ñðåäà
è ýìáðèîíàëüíàÿ ñûâîðîòêà

êîðîâ (FBS)
Ñóáñòðàò

Ïëîòíîñòü ïîñåâà,à

êë./ñì2

DMEM + 20 % íåèíàêòèâèðîâàííîé FBS Ôèáðîíåêòèí (10 ìêã/ìë) 3�105, 1�106

Êîëëàãåí I (0.1 ìêã/ìë) 2�106, 3�106

Êîëëàãåí IV (10 ìêã/ë) 4�106, 5�106

Ïëàñòèê 6�106

DMEM + 10 % íåèíàêòèâèðîâàííîé FBS Òî æå Òî æå

DMEM + 20 % èíàêòèâèðîâàííîé FBS » » » »

SCM + 20 % èíàêòèâèðîâàííîé FBS » » » »

DMEM + 20 % ñûâîðîòêè äîíîðîâ » » » »

à Íà êàæäîì ñóáñòðàòå âî âñåõ 5 ñåðèÿõ ýêñïåðèìåíòîâ êëåòêè ñåÿëè â êàæäîé èç óêàçàííûõ êîíöåíòðàöèé.



íå ðàíåå ÷åì ÷åðåç 3 íåä êóëüòèâèðîâàíèÿ (Abe et al.,
2001).

Ïîñêîëüêó â ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ïîìèìî ïðåäøå-
ñòâåííèêîâ ôèáðîáëàñòîâ ñóùåñòâóåò ïîïóëÿöèÿ ïðåäøå-
ñòâåííèêîâ ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòîê (Asahara et al., 1997;
Gehling et al., 2000; Peichev et al., 2000; Quirici et al., 2001),
ìû èñïîëüçîâàëè äëÿ èäåíòèôèêàöèè ôèáðîöèòîâ è ìàð-
êåð CD31. Êàê è îæèäàëîñü, âåðåòåíîîáðàçíûå êëåòêè,
âûäåëåííûå èç ëåéêîöèòàðíîé ôðàêöèè êðîâè, ïðè îïðå-
äåëåííûõ óñëîâèÿõ ïðåâðàùàþòñÿ â ôèáðîöèòû.

Ïîñëå òîãî êàê îïòèìàëüíûå óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâà-
íèÿ áûëè ïîäîáðàíû, íåîáõîäèìî áûëî îöåíèòü âîçìîæ-
íîñòü ñèíòåçà ÄÍÊ ôèáðîöèòàìè è äðóãèìè êëåòêàìè â
ñìåøàííîé ïîïóëÿöèè, òàê êàê îêàçàëîñü, ÷òî èõ ïðîëè-
ôåðàòèâíûé ïîòåíöèàë in vitro íèçêèé. Áûëî ïîêàçàíî,
÷òî èç îáùåãî ïóëà êëåòîê ëåéêîöèòàðíîé ôðàêöèè ëèøü
îäèíî÷íûå âåðåòåíîîáðàçíûå ÿâëÿþòñÿ ôèáðîöèòàìè è
ñïîñîáíû ê ñèíòåçó ÄÍÊ, ïðè ýòîì àãðåãàòû êëåòîê, êîòî-
ðûå îáðàçóþòñÿ ïîñëå âûäåëåíèÿ êëåòîê ëåéêîöèòàðíîé
ôðàêöèè èç êðîâè, îñòàþòñÿ íåîêðàøåííûìè. Íî íå âñå-
ãäà íàêîïëåíèå BrdU ñâèäåòåëüñòâóåò îá àêòèâíîì ïðî-
öåññå ïðîëèôåðàöèè êëåòîê.

Òàêèì îáðàçîì, èç ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ñëåäóåò,
÷òî â íîðìå â ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè ÷åëîâåêà ñîäåðæèò-
ñÿ íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî êëåòîê, ñïîñîáíûõ ïðè îïðåäå-
ëåííûõ óñëîâèÿõ äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â ôèáðîöèòû. Áëà-
ãîäàðÿ ýòèì êëåòêàì óñêîðÿåòñÿ ïðîöåññ çàæèâëåíèÿ ðàí.
Èññëåäîâàíèå ïðîöåññîâ ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöè-
ðîâêè ôèáðîöèòîâ in vitro, âîçìîæíî, ïîçâîëèò â äàëüíåé-
øåì ðåãóëèðîâàòü ïðîöåññû çàæèâëåíèÿ, à òàêæå îáðàçî-
âàíèÿ ðóáöîâîé òêàíè.

Àâòîðû ïðèíîñÿò áëàãîäàðíîñòü Î. Ì. Ìîèñååâîé
(ÍÈÈ êàðäèîëîãèè èì. Â. À. Àëìàçîâà, Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã) çà çíà÷èòåëüíûé âêëàä â ðàáîòó è Ê. Ì. Êðûëîâó
(ÍÈÈ ñêîðîé ïîìîùè èì. È. È. Äæàíåëèçå, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã) çà ïðåäîñòàâëåíèå êëèíè÷åñêîãî ìàòåðèàëà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ãî-
ñóäàðñòâåííîãî êîíòðàêòà ¹ 02.435.11.3020 «Ìåòîä âîñ-
ñòàíîâëåíèÿ ýïèòåëèàëüíî-ìåçåíõèìàëüíûõ äåôåêòîâ
ñ ïîìîùüþ ñòâîëîâûõ êëåòîê», ïðîãðàììû ïðåçè-
äèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ»
è ïðîãðàììû ïîääåðæêè âåäóùèõ íàó÷íûõ øêîë
(ÍØ-1244.2003.4).
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ALLOCATION AND IDENTIFICATION OF FIBROCYTES FROM HUMAN PERIPHERAL BLOOD

E. V. Skorobogataya,1 N. V. Kalmykova, M. I. Blinova, G. P. Pinaev

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg; 1 e-mail: rev22@mail333.com

Fibrocytes are the cells circulating in peripheral blood that synthesize a big number of various factors and
take part in the start of reclaiming processes. The wound healing is a result of activity of fibrocytes. It is known
that they participate in formation of hypertrophic and kelloid scars. The purpose of the present work was to rese-
arch specific properties. of fibrocytes in vitro. The data obtained testify that these cells really have hematopoie-
tic origin and are undifferentiated. In this connection, while cultivating fibrocytes it is necessary to keep to some
specific conditions: the use of the medium specific for stem cells and very high density of cultivation. In 10 days
of culturing, the fibrocytes differentiate into fibroblasts. From the general pool of peripheral blood mononucle-
ar cells, only fibrocytes are capable of DNA synthesis but in spite of it proliferative potential of these cells is ve-
ry low.

K e y w o r d s: peripheral blood, fibrocytes, wound healing.
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