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Àäãåçèÿ êëåòîê ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ íà ìîäèôèöèðîâàííîì ñòåêëå

Ñ ïîìîùüþ èîííî-ïëàçìåííîé îáðàáîòêè ñèëèêàòíîãî ñòåêëà ñîçäàíà äâóõìåðíàÿ ìàòðèöà äëÿ
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê. Ïîêàçàíî, ÷òî ãåïàòîöèòû ìûøåé CD-1 â òå÷åíèå 1 ñóò àäñîðáèðîâàëèñü íà
ìîäèôèöèðîâàííîì è êîíòðîëüíîì ñòåêëàõ. Êîëè÷åñòâî êëåòîê íà ìîäèôèöèðîâàííîì ñòåêëå â
2.8 � 0.2 ðàçà ïðåâûøàëî äàííûé ïîêàçàòåëü â ñëó÷àå êîíòðîëüíîãî ãëàäêîãî ñòåêëà. Ôèáðîáëàñòû, àä-
ãåçèðîâàííûå íà ìîäèôèöèðîâàííîì ñòåêëå, èìåëè íîðìàëüíóþ äëÿ ýòèõ êëåòîê êîíôèãóðàöèþ, à èõ
÷èñëî â 1.5 � 0.5 ðàçà ïðåâûøàëî ÷èñëî êëåòîê íà êîíòðîëüíûõ ãëàäêèõ ñòåêëàõ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê, 2D-ìàòðèöà, ñòåêëî, èîííî-ïëàçìåííàÿ îáðà-
áîòêà.

Ðàçðàáîòêà íîâûõ òåõíîëîãè÷íûõ è íåäîðîãèõ ñóáñò-
ðàòîâ äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòî÷íûõ êóëüòóð äëÿ öåëåé
ìåäèöèíû è áèîòåõíîëîãèè ÿâëÿåòñÿ íåîòúåìëåìîé
÷àñòüþ ðàçâèòèÿ áèîìåäèöèíñêîé íàóêè. Ôóíêöèè è ïî-
âåäåíèå êëåòîê, ïðèêðåïëÿåìûõ ê òâåðäûì ñóáñòðàòàì,
çàâèñÿò îò õàðàêòåðèñòèê ñóáñòðàòà, êîòîðûå ìîæíî ðàç-
äåëèòü íà ïîâåðõíîñòíûå è îáúåìíûå. Ê ïåðâîé ãðóïïå
îòíîñÿòñÿ òàêèå õàðàêòåðèñòèêè, êàê ãèäðîôîáíîñòü, çà-
ðÿä, ìîðôîëîãèÿ èëè øåðîõîâàòîñòü ïîâåðõíîñòè ñ ó÷å-
òîì åå ìîäèôèêàöèè. Êî âòîðîé — æåñòêîñòü è âíóòðè-
ñòðóêòóðíûå îñîáåííîñòè ìàòåðèàëà (Tabata, 2011). Íå-
ñìîòðÿ íà òî ÷òî îãðîìíîå âëèÿíèå íà êëåòêè îêàçûâàåò
õèìè÷åñêàÿ êîìïîçèöèÿ ìàòåðèàëà, âàæíî ó÷èòûâàòü è
òîïîãðàôèþ ñóáñòðàòà, ïîñêîëüêó ïîâåäåíèå êóëüòèâèðó-
åìûõ êëåòîê íà ñóáñòðàòàõ, â ñòðóêòóðå êîòîðûõ èìåþòñÿ
ïèêè, áîðîçäêè è äðóãèå îñîáåííîñòè òåêñòóðû, îòëè÷à-
åòñÿ îò òàêîâîãî íà ãëàäêîì ñóáñòðàòå. Ñóììàðíàÿ ðåàê-
öèÿ êëåòîê íà òîïîãðàôèþ ñêëàäûâàåòñÿ èç èõ ñïîñîáíî-
ñòè ê ïðèêðåïëåíèþ, ïðîëèôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêå
(Zinger et al., 2005). Ïðèìåðîì ìîæåò ñëóæèòü ïðèêðåïëå-
íèå ìîíîöèòîâ è ìàêðîôàãîâ ê êðèñòàëëè÷åñêèì îáðàçî-
âàíèÿì â êîñòÿõ è ê áàçàëüíûì ìåìáðàíàì (Ventre et al.,
2012). Ñòåêëî áûëî ïåðâûì ñóáñòðàòîì äëÿ êóëüòèâèðî-
âàíèÿ êëåòîê áëàãîäàðÿ çàðÿäó ïîâåðõíîñòè è ñâîèì îï-
òè÷åñêèì ñâîéñòâàì.

Öåëüþ íàøåãî èññëåäîâàíèÿ áûëî ñîçäàòü 2D-ìàòðè-
öó, îáëàäàþùóþ ïîâåðõíîñòíûì çàðÿäîì è áîðîçä÷àòîé
êîíòàêòíîé ïîâåðõíîñòüþ, íà îñíîâå Na-ñèëèêàòíîãî
ñòåêëà ñ ïîìîùüþ áîìáàðäèðîâêè ïîâåðõíîñòè ñòåêëà
èîíàìè àðãîíà â âàêóóìå. Ñèëèêàòíîå ñòåêëî â îòëè÷èå
îò îïòè÷åñêè ÷èñòîãî ñòåêëà íå ñîäåðæèò ñâèíöà, èëè àí-
òèîêèñëèòåëåé ñ ýñòðîãåííîé àêòèâíîñòüþ, êàê ïëàñòèêî-
âûå ìàòðèöû (Freshney, Freshney, 2002).

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Äëÿ âûäåëåíèÿ, êóëüòèâèðîâàíèÿ è àíàëèçà êëåòî÷-
íûõ êóëüòóð èñïîëüçîâàëè ñðåäó DMEM, ðàñòâîð Õýíêñà,
òðèïñèí, L-ãëóòàìèí, ïåíèöèëëèí è ñòðåïòîìèöèí, ïîëó-
÷åííûå èç ÎÎÎ ÏàíÝêî (Ìîñêâà), êîëëàãåíàçó è òðèïà-
íîâûé ãîëóáîé (Sigma-Aldrich, ÑØÀ).

Êóëüòóðó ãåïàòîöèòîâ ïîëó÷àëè èç ïå÷åíè ñàìöîâ
ìûøåé SPF CD-1 èç ÎÎÎ «Ïèòîìíèê ëàáîðàòîðíûõ æè-
âîòíûõ Ïóùèíî» ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíîãî ìåòîäà (Fresh-
ney, Freshney, 2002). Ìûøåé ñîäåðæàëè ñîãëàñíî ìåæäó-
íàðîäíûì ïðàâèëàì â óñòàíîâêå ISOCAGE TECHNI-
PLAST (Ôèíëÿíäèÿ) íà ïîäñòèëêå Rihofix (Ãåðìàíèÿ).
Îíè ïîëó÷àëè âîäó è êîðì ad libitum. Êóëüòóðà ôèáðî-
áëàñòîâ ÷åëîâåêà áûëà ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíà Îòäåëîì
ãåííûõ è êëåòî÷íûõ êóëüòóð Íàó÷íî-îáðàçîâàòåëüíîãî
öåíòðà ôàðìàöåâòèêè Êàçàíñêîãî óíèâåðñèòåòà.

Ñòåêëî ìîäèôèöèðîâàëè ìåòîäîì èîííî-ïëàçìåííîé
îáðàáîòêè. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ïëîñêîé ìàòðèöû èñïîëüçîâà-
ëè Na-ñèëèêàòíîå ñòåêëî ðàçìåðîì 2.5� 2.5 ñì. Ìîäèôè-
êàöèþ ñòåêëà ïðîâîäèëè íà óñòàíîâêå ÂÓÏ-2Ì (Ðîññèÿ).
Ýëåêòðîäíàÿ ñèñòåìà ýòîé óñòàíîâêè áûëà ìîäåðíèçèðî-
âàíà òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû èìåëàñü âîçìîæíîñòü ïîäáîðà
ýíåðãèè èîíîâ, îáðàçóþùèõñÿ â òëåþùåì ðàçðÿäå. Âàêó-
óìíàÿ ñèñòåìà óñòàíîâêè îáåñïå÷èâàëà îñòàòî÷íîå äàâëå-
íèå â êàìåðå 6.5�10–3 Ïà è ïîñëåäóþùóþ ðàáîòó ìàãíåò-
ðîíà ïðè äàâëåíèè ãàçà 0.1—0.4 Ïà. Áîìáàðäèðîâêó
èîíàìè àðãîíà ïðîâîäèëè ïîä ïðÿìûì óãëîì ê ïîâåðõíî-
ñòè ñòåêëà â òå÷åíèå 30 ìèí. Ïåðåä èñïîëüçîâàíèåì ìî-
äèôèöèðîâàííûå ìàòðèöû ñòåðèëèçîâàëè â ñóõîæàðîâîé
êàìåðå ïðè 180 °Ñ â òå÷åíèå 1 ÷. Â îïûòíûå è êîíòðîëü-
íûå ëóíêè ïëàíøåòà âíîñèëè ïî 300 ìêë ñóñïåíçèè, ñî-
äåðæàùåé 250—300 òûñ. êëåòîê â ñðåäå DMEM. Çàòåì â
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ëóíêè âíîñèëè ïî 3 ìë DMEM, ñîäåðæàùåé ïåíèöèëëèí,
ñòðåïòîìèöèí è L-ãëóòàìèí. Â îïûòíûå ëóíêè âíîñèëè
ìîäèôèöèðîâàííûå ñòåêëà ðàçìåðîì 2.5�2.5 ñì. Â êîíò-
ðîëüíûå ëóíêè ïîìåùàëè íåìîäèôèöèðîâàííûå ñòåêëÿí-
íûå îáðàçöû. Ïëàíøåòû ïîìåùàëè â àòìîñôåðó 5 % ÑÎ2

ïðè 37 °Ñ íà 1 ñóò, ïîñëå ÷åãî àíàëèçèðîâàëè êëåòî÷-
íûå ïîïóëÿöèè íà êîíòðîëüíûõ è ìîäèôèöèðîâàííûõ
ñòåêëàõ.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ìàòðèöû 2D, êîòîðûå èñïîëüçóþò äëÿ ïîëó÷åíèÿ ìî-
íîñëîéíûõ êóëüòóð, èìåþò ðÿä ïðåèìóùåñòâ: îíè òðåáó-
þò ìåíüøåãî êîëè÷åñòâà êëåòîê, ïîçâîëÿþò íàáëþäàòü
ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ è íå òðåáóþò ñëîæíûõ ñèñ-
òåì êóëüòèâèðîâàíèÿ (Freshney, Freshney, 2002; Tandon
et al., 2009). Êëåòêè â ìîíîñëîå ñåêðåòèðóþò â ñðåäó áåë-
êè âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, ïîçâîëÿþùèå èì ðàñïëàñòû-
âàòüñÿ íà ñóáñòðàòå è îñóùåñòâëÿòü ðàçëè÷íûå ôèçèîëî-
ãè÷åñêèå ôóíêöèè.

Ãåïàòîöèòû ìûøåé CD-1 ïðèêðåïëÿëèñü íà ìîäèôè-
öèðîâàííîì è êîíòðîëüíîì ñòåêëàõ. Êîëè÷åñòâî êëåòîê
íà îïûòíûõ ìàòðèöàõ áûëî â 2.8 � 0.2 ðàçà áîëüøå, ÷åì
íà êîíòðîëüíîì ãëàäêîì ñòåêëå (ðèñ. 1, à, á). Èçâåñòíî,
÷òî ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íà 2D-ìàòðèöàõ êëåòêè êîíòàê-

òèðóþò ñ ìàòðèöåé òîëüêî ÷àñòüþ ìåìáðàíû (Wheeldon
et al., 2011). Ìíîãèå òèïû êëåòîê ñòàíîâÿòñÿ áîëåå ïëîñ-
êèìè, íåðåãóëÿðíî äåëÿòñÿ è òåðÿþò ñâîè ìîðôîôèçèîëî-
ãè÷åñêèå îñîáåííîñòè. Ïðèìåðîì ýòîãî ÿâëåíèÿ ìîãóò
ñëóæèòü õîíäðîöèòû, ìåíÿþùèå îêðóãëóþ ôîðìó íà ôå-
íîòèï, ïîäîáíûé ôèáðîáëàñòàì. Îäíàêî äëÿ äðóãèõ êëå-
òîê, òàêèõ êàê ýíäîòåëèàëüíûå è ôèáðîáëàñòû, ïëàíàðíàÿ
ãåîìåòðèÿ ñóáñòðàòà ÿâëÿåòñÿ ìàêñèìàëüíî ïðèáëèæåí-
íîé ê óñëîâèÿì in vivo, íå îêàçûâàÿ íà íèõ êàêîãî-ëèáî
íåæåëàòåëüíîãî âëèÿíèÿ è íå âûçûâàÿ èçìåíåíèÿ ôåíî-
òèïà (Baker, Chen, 2012).

Ôèáðîáëàñòû ÷åëîâåêà ïðèêðåïëÿëèñü è ê ìîäèôèöè-
ðîâàííîìó, è ê ãëàäêîìó (êîíòðîëüíîìó) ñòåêëàì (ðèñ. 2,
à, á). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ôèáðîáëàñòû íà ìîäèôèöè-
ðîâàííîì ñòåêëå èìåëè íîðìàëüíóþ äëÿ ýòîãî òèïà êëå-
òîê êîíôèãóðàöèþ. Íà ìîäèôèöèðîâàííûõ ñòåêëàõ êîëè-
÷åñòâî êëåòîê â 1.5 � 0.5 ðàçà áûëî áîëüøå, ÷åì íà êîíò-
ðîëüíûõ ãëàäêèõ ñòåêëàõ. Âîçìîæíî, ÷òî áîìáàðäèðîâêà
èîíàìè àðãîíà ïîâåðõíîñòè ñèëèêàòíîãî ñòåêëà íå òîëüêî
ñòàáèëèçèðóåò çàðÿä íà ïîâåðõíîñòè ñòåêëà, íî è îáðàçó-
åò áîðîçäêè è íåðîâíîñòè, ïîçâîëÿþùèå êëåòêàì àäñîð-
áèðîâàòüñÿ. 2D-ìàòðèöà íà îñíîâå ìîäèôèöèðîâàííîãî
ñòåêëà ýêîëîãè÷åñêè áåçîïàñíà, íå òðåáóåò äîðîãèõ ìåòî-
äîâ ñòåðèëèçàöèè. Â äàëüíåéøåì ìû ïðåäïîëàãàåì ñî-
çäàòü óñëîâèÿ äëÿ îáðàçîâàíèÿ òêàíè íà 2D-ìàòðèöå è
ðàçðàáîòàòü ïðîòîêîë áèîõèìè÷åñêîãî è ãåíåòè÷åñêîãî
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Ðèñ. 1. Ìèêðîôîòîãðàôèÿ ãåïàòîöèòîâ ìûøåé CD-1, àäñîðáèðîâàííûõ íà 2D-ìàòðèöå íà îñíîâå ñèëèêàòíîãî ñòåêëà.

à — êëåòêè íà êîíòðîëüíîì ãëàäêîì ñòåêëå, á — êëåòêè íà ñòåêëå, îáðàáîòàííîì èîíàìè àðãîíà â âàêóóìå. Îá. 40�.

Ðèñ. 2. Ìèêðîôîòîãðàôèÿ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà, àäñîðáèðîâàííûõ íà 2D-ìàòðèöå íà îñíîâå ñèëèêàòíîãî ñòåêëà.

à — êëåòêè íà êîíòðîëüíîì ãëàäêîì ñòåêëå, á — êëåòêè íà ñòåêëå, îáðàáîòàííîì èîíàìè àðãîíà â âàêóóìå. Îá. 40�.



êîíòðîëÿ êà÷åñòâà òêàíè, êóëüòèâèðóåìîé íà ìàòðèöå íà
îñíîâå ìîäèôèöèðîâàííîãî ñòåêëà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãîñó-
äàðñòâåííîé ïðîãðàììû ïîääåðæêè Êàçàíñêîãî (Ïðè-
âîëæñêîãî) ôåäåðàëüíîãî óíèâåðñèòåòà â öåëÿõ ïîâûøå-
íèÿ åãî êîíêóðåíòîñïîñîáíîñòè ñðåäè âåäóùèõ ìèðîâûõ
íàó÷íî-îáðàçîâàòåëüíûõ öåíòðîâ.
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HUMAN AND ANIMAL CELLS ADHESION ON THE MODIFIED GLASS

A. N. Fattakhova,1, * A. Yu. Khramova,1 M. A. Belinite,1 R. N. Kashapov,1 N. F. Kashapov2

1 Institute of Fundamental Medicine and Biology of the Kazan (Volga Region) Federal University

and 1 Institute of Physics, Kazan;

* e-mail: afattakh@rambler.ru

2D matrix for cells cultivation has been created using ionic plasma processing of silicate glass. We have
shown that the CD-1 mouse hepatocytes are adsorbed on the modified and the control glass after 24 h cultivati-
on. Number of these cells on the modified glass was 2.8—0.2 more as compared with that in control on a smo-
oth glass. Human fibroblasts adsorbed on a modofied glass matrix had normal configuration and their number
was 1.5 ± 0.5 times greater that the number of cells in the control of smooth glass matrix.

K e y w o r d s: cell cultivation, 2D matrix, ionic plasma processing glass.
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