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Äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè íå ñóùåñòâóåò ïîñòîÿííûõ ëèíèé êëåòîê ìîðñêèõ áåñïîçâîíî÷íûõ. Ïîýòî-
ìó â êà÷åñòâå ìîäåëüíûõ ñèñòåì äëÿ ðàçëè÷íûõ ýêñïåðèìåíòîâ ïðèìåíÿþò ïåðâè÷íûå êóëüòóðû êëåòîê.
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïîëó÷åíà ïåðâè÷íàÿ êóëüòóðà êëåòîê ìàíòèè ìèäèè Mytilus edulis L. Êëåòêè áûëè
âûäåëåíû äâóìÿ ìåòîäàìè — ñâîáîäíîé ìèãðàöèè èõ èç ôðàãìåíòà òêàíè è ôåðìåíòàòèâíîé äèññîöèà-
öèè òêàíè. Íåçàâèñèìî îò ñïîñîáà âûäåëåíèÿ êëåòêè â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå îñòàâàëèñü æèçíåñïîñîáíû-
ìè äî 22 ìåñ. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòêè, ïåðåíåñåííûå â íîâûå êóëüòóðàëüíûå ñîñóäû, óñïåøíî
ïðèêðåïëÿëèñü ê ïîâåðõíîñòè, ñîõðàíÿÿ ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü. Ôèçèîëîãè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü
êëåòîê ïîäòâåðæäàëàñü òàêæå ôîðìèðîâàíèåì êðèñòàëëîâ, êîòîðûå ïîÿâëÿëèñü ÷åðåç 4—6 ìåñ êóëüòè-
âèðîâàíèÿ. Êëåòêè, êóëüòèâèðóåìûå äëèòåëüíîå âðåìÿ, êðèîêîíñåðâèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì 5%-íîãî
DMSO. Âûæèâàåìîñòü êëåòîê ïîñëå ðàçìîðàæèâàíèÿ ñîñòàâëÿëà íå ìåíåå 50 %. Ðåçóëüòàòû ðàáîòû ïî-
êàçûâàþò, ÷òî êëåòêè ìàíòèè M. edulis îñòàþòñÿ æèçíåñïîñîáíûìè è ñîõðàíÿþò ôèçèîëîãè÷åñêóþ àê-
òèâíîñòü íà ïðîòÿæåíèè äëèòåëüíîãî âðåìåíè è ìîãóò ñîõðàíÿòüñÿ â àòìîñôåðå æèäêîãî àçîòà äëÿ äàëü-
íåéøåãî èçó÷åíèÿ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìîðñêèå áåñïîçâîíî÷íûå, ìîëëþñêè, ìàíòèÿ, êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê, êðèî-
êîíñåðâàöèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: CMFSS — èñêóññòâåííàÿ ìîðñêàÿ âîäà, íå ñîäåðæàùàÿ êàëüöèÿ è
ìàãíèÿ, DMSO — äèìåòèëñóëüôîêñèä.

Êëåòî÷íûå êóëüòóðû øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ â ðàçëè÷-
íûõ îáëàñòÿõ áèîëîãèè è ìåäèöèíû. Ñóùåñòâóåò áîëü-
øîå êîëè÷åñòâî ïîñòîÿííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé ïîçâîíî÷-
íûõ (Prelle et al., 1999), êëåùåé è íàñåêîìûõ (Mitsuhashi,
2002). Òåì íå ìåíåå äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè íå óäàëîñü
ñîçäàòü íè îäíîé ëèíèè êëåòîê ìîðñêèõ áåñïîçâîíî÷íûõ
(Rinkevich, 1999). Íåñìîòðÿ íà ìíîãî÷èñëåííûå ïîïûòêè,
ñäåëàííûå â ýòîì íàïðàâëåíèè, áîëüøèíñòâî êóëüòóð
ìîðñêèõ áåñïîçâîíî÷íûõ óäàåòñÿ ïîääåðæèâàòü ëèøü â
òå÷åíèå êîðîòêîãî âðåìåíè — îò íåñêîëüêèõ íåäåëü
(Awaji, Suzuki, 1998; Sud et al., 2001; Quinn et al., 2009) äî
íåñêîëüêèõ ìåñÿöåâ (Ilan et al., 1996; Rinkevich et al.,
1998; Chen, Wang, 1999; Pennec et al., 2002). Â ðàáîòå
Ôðàíêà ñ ñîàâòîðàìè (Frank et al., 1994) êëåòêè êèøå÷íî-
ïîëîñòíûõ êóëüòèâèðîâàëè íà ïðîòÿæåíèè 1 ãîäà, îäíàêî
ýòî íå ïðèâåëî ê ñîçäàíèþ ïîñòîÿííîé êëåòî÷íîé ëèíèè.

Â îòñóòñòâèå ïîñòîÿííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé â íàñòîÿ-
ùèé ìîìåíò áîëüøèíñòâî èññëåäîâàíèé íàïðàâëåíî íà
èñïîëüçîâàíèå ïåðâè÷íûõ êóëüòóð. Â ÷àñòíîñòè, íà êëåò-
êàõ ìîëëþñêîâ èññëåäîâàëè ìåõàíèçìû áèîìèíåðàëèçà-
öèè (Sud et al., 2001; Barik et al., 2004; Endoh, Hasegawa,
2006; Gong et al., 2008a, 2008b; Auzoux-Bordenave, Do-
mart-Coulon, 2010), äèôôåðåíöèðîâêè ýìáðèîíàëüíûõ
êëåòîê (Odintsova et al., 2010), èíôèöèðîâàíèÿ ïàðàçèòè-
÷åñêèìè îðãàíèçìàìè (Villena, 2003) è îöåíèâàëè òîêñè÷-
íîñòü îêðóæàþùåé ñðåäû (Domart-Coulon et al., 2000; Le
Pennec, Le Pennec, 2001, 2003; Pennec et al., 2002; Latire et
al., 2012; Kwok et al., 2013).

Îäíàêî ñóùåñòâóåò ðÿä íåäîñòàòêîâ èñïîëüçîâàíèÿ
ïåðâè÷íûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð. Â ÷àñòíîñòè, êëåòêè â
ïåðâè÷íûõ êóëüòóðàõ íå ñïîñîáíû ê íåîãðàíè÷åííîìó
äåëåíèþ. Çà ñ÷åò ãèáåëè ÷àñòè êëåòîê èõ ïîïóëÿöèÿ ïî-
ñòîÿííî ñîêðàùàåòñÿ. Ïî ýòîé ïðè÷èíå ïåðâè÷íûå êóëü-
òóðû ìîãóò ñëóæèòü ëèøü âðåìåííîé ìîäåëüþ äëÿ âû-
ïîëíåíèÿ îïðåäåëåííîé çàäà÷è. Òàêèì îáðàçîì, ïðîáëå-
ìà ñîçäàíèÿ äîëãîæèâóùåé êóëüòóðû êëåòîê ìîðñêèõ
áåñïîçâîíî÷íûõ îñòàåòñÿ àêòóàëüíîé.

Â óïîìÿíóòûõ âûøå è äðóãèõ ðàáîòàõ èñòî÷íèêàìè
äëÿ âûäåëåíèÿ êëåòîê ìîëëþñêîâ ñëóæèëè ïðåäñòàâèòå-
ëè êëàññîâ Bivalvia, Gastropoda è Cephalopoda (Odintsova,
Khomenko, 1991; Renault et al., 1995; Lebel et al., 1996;
Awaji, Suzuki, 1998; Buchanan et al., 1999; Domart-Coulon
et al., 2000; Cheng et al., 2001; Sud et al., 2001; Pennec et
al., 2002; Faucet et al., 2004; Suja, Dharmaraj, 2005; Rinke-
vich, 2005; Endoh, Hasegawa, 2006; Hanquet-Dufour et al.,
2006; Pernice et al., 2007; Van der Merve et al., 2010; Latire
et al., 2012). Îäíàêî ðàçíîîáðàçèå ìîëëþñêîâ, èñïîëüçî-
âàííûõ â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê,
îãðàíè÷èâàåòñÿ â îñíîâíîì êîììåð÷åñêè çíà÷èìûìè âè-
äàìè. Ïðè ýòîì ÷àùå âñåãî â ëèòåðàòóðå îïèñûâàþò êóëü-
òóðû êëåòîê ìîëëþñêîâ, îáèòàþùèõ â òåïëûõ ìîðÿõ, —
Haliotis midae (van der Merve et al., 2010), H. tuberculata
(Sud et al., 2001; Poncet et al., 2002), Patinopecten yessoen-
sis (Endoh, Hasegawa, 2006), Crassostrea virginica (Bucha-
nan et al., 1999), C. gigas (Domart-Coulon et al., 2000), â òî
âðåìÿ êàê æèâîòíûå, îáèòàþùèå â ñåâåðíûõ ìîðÿõ, ãî-
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ðàçäî ðåæå ñòàíîâèëèñü îáúåêòàìè èññëåäîâàíèé (Chen,
Wang, 1999).

Èñòî÷íèêîì êëåòîê äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ñëóæèëè
ðàçëè÷íûå òêàíè ìîëëþñêà — êàê ëè÷èíîê (Odintsova,
Khomenko, 1991; Odintsova et al., 2010; Van der Merwe et
al., 2010), òàê è âçðîñëîãî îðãàíèçìà: æàáðû (Domart-Co-
ulon et al., 2000), ñåðäöå (Renault et al., 1995; Le Marrec-
Croq et al., 1998; Chen, Wang, 1999; Domart-Coulon et al.,
2000; Pennec et al., 2002), ãåïàòîïàíêðåàñ (Le Pennec, Le
Pennec, 2001), ãåìîöèòû (Brewster, Nicholson, 1979; Lebel
et al., 1996; Latire et al., 2012) è ìàíòèÿ (Awaji, Suzuki,
1998; Barik et al., 2004; Suja, Dharmaraj, 2005; Endoh, Ha-
segawa, 2006). Â ñëó÷àå ìàíòèè ÷àùå âñåãî èñïîëüçîâàëè
öåíòðàëüíóþ åå ÷àñòü, íàõîäÿùóþñÿ çà ïàëëèàëüíîé ëè-
íèåé. Ïåðèôåðè÷åñêóþ ÷àñòü ìàíòèè, êîíòàêòèðóþùóþ ñ
êðàåì ðàêîâèíû, èñïîëüçîâàëè äëÿ âûäåëåíèÿ êëåòîê òîëü-
êî â îäíîé ðàáîòå (Sud et al., 2001). Òåì íå ìåíåå êðàé
ìàíòèè, êîíòàêòèðóþùèé ñ ðàêîâèíîé, ïðåäñòàâëÿåò áîëü-
øîé èíòåðåñ, òàê êàê âûïîëíÿåò ñðàçó íåñêîëüêî ôóíêöèé.

Êðàé ìàíòèè îáðàçîâàí òðåìÿ ñêëàäêàìè. Âíóòðåííÿÿ
ñêëàäêà ñîäåðæèò ìóñêóëàòóðó (Richardson et al., 1981).
Ñðåäíÿÿ ñêëàäêà ìàíòèè íåñåò íà ñâîåé ïîâåðõíîñòè ùó-
ïàëüöà è, ïî âñåé âèäèìîñòè, âûïîëíÿåò ñåíñîðíóþ ôóí-
êöèþ (Paillard, Le Pennec, 1993). Êëåòêè áîðîçäû, ðàçäå-
ëÿþùåé ñðåäíþþ è íàðóæíóþ ñêëàäêè, ñåêðåòèðóþò îð-
ãàíè÷åñêèé ìàòåðèàë ñàìîãî íàðóæíîãî êîíõèîëèíîâîãî
ñëîÿ ðàêîâèíû (Saleuddin, 1974; Richardson et al., 1981).
Ýïèòåëèé íàðóæíîé ñêëàäêè, îáðàùåííûé â ñòîðîíó ðà-
êîâèíû, ó÷àñòâóåò â ôîðìèðîâàíèè ïðèçìàòè÷åñêîãî
ñëîÿ, ñîñòîÿùåãî èç îðãàíè÷åñêîãî ìàòðèêñà è êðèñòàë-
ëîâ êàðáîíàòà êàëüöèÿ (Bubel, 1973; Richardson et al.,
1981). Êðîìå òîãî, êðàé ìàíòèè ìîëëþñêîâ íàõîäèòñÿ â
ïîñòîÿííîì êîíòàêòå ñ âíåøíåé ñðåäîé è ìîæåò ñëóæèòü
ìåñòîì èíâàçèè ïàðàçèòè÷åñêèõ îðãàíèçìîâ (Allam et al.,
2000). Ïîêàçàíî, ÷òî ìàíòèÿ ìîëëþñêà Crassostrea gigas
ÿâëÿåòñÿ çîíîé ñèíòåçà íåñêîëüêèõ àíòèìèêðîáíûõ ïåï-
òèäîâ (Gonzalez et al., 2007; Schmitt et al., 2012). Íà ëè÷è-
íî÷íîé ñòàäèè Mytilus galloprovincialis ýêñïðåññèÿ ãåíîâ,
îòâå÷àþùèõ çà èììóííûé îòâåò, ïðîèñõîäèò èìåííî â
êëåòêàõ êðàÿ ìàíòèè (Balseiro et al., 2013). Òàêèì îáðà-
çîì, ìîæíî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî íàðÿäó ñ äðóãèìè ôóíêöèÿ-
ìè ìàíòèÿ ÿâëÿåòñÿ áàðüåðîì íà ïóòè ïàòîãåííûõ îðãà-
íèçìîâ. Îïèñàííûå âûøå ôèçèîëîãè÷åñêèå îñîáåííîñòè
ìàíòèè ìîãëè áû äàòü îïðåäåëåííûå ïðåèìóùåñòâà äëÿ
ïîääåðæàíèÿ åå êëåòîê â êóëüòóðå.

Öåëü äàííîé ðàáîòû — ïîèñê ìåòîäà äëèòåëüíîãî êó-
ëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ìîðñêèõ áåñïîçâîíî÷íûõ ñ ñîõðà-
íåíèåì èõ æèçíåñïîñîáíîñòè è ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâ-
íîñòè íà ïðèìåðå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ìàíòèè äâó-
ñòâîð÷àòîãî ìîëëþñêà Mytilus edulis (ìèäèÿ ñúåäîáíàÿ),
îáèòàþùåãî â Áåëîì ìîðå. Äëÿ ýòîãî ðåøàëè ñëåäóþùèå
çàäà÷è: 1) âûáîð óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ — ñïîñîáà
âûäåëåíèÿ êëåòîê èç òêàíè, òåìïåðàòóðû è ñïîñîáà ïåðå-
ñåâà êëåòîê; 2) îöåíêà ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè êëå-
òîê â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ (ñïîñîáíîñòè ê àäãåçèè
íà ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíîãî ñîñóäà è ïîÿâëåíèå êðèñ-
òàëëîâ); 3) âûáîð ðåæèìà êðèîêîíñåðâàöèè êëåòîê â àò-
ìîñôåðå æèäêîãî àçîòà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Î á ú å ê ò. Ìèäèè M. edulis L. áûëè ñîáðàíû â Áåëîì
ìîðå â ìàðòå 2010 ã. è ïðèâåçåíû â ëàáîðàòîðèþ Èíñòè-
òóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ. Äî ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòà ìîë-

ëþñêè íàõîäèëèñü â ëàáîðàòîðíûõ óñëîâèÿõ íà
ïðîòÿæåíèè 3 ìåñ. Æèâîòíûõ ñîäåðæàëè ïðè 10 °C â èñ-
êóññòâåííîé ìîðñêîé âîäå (Sera, Ãåðìàíèÿ) ñîëåíîñòüþ
25 ‰, ñîîòâåòñòâóþùåé ñîëåíîñòè âîäû Áåëîãî ìîðÿ, ñ
ïîñòîÿííîé àýðàöèåé. Äëÿ âûäåëåíèÿ êëåòîê áûëè âçÿòû
3 ýêçåìïëÿðà ñ äëèíîé ðàêîâèíû îêîëî 7 ñì.

Ï î ä ã î ò î â ê à ì à ò å ð è à ë à ä ë ÿ ê ó ë ü ò è â è ð î -
â à í è ÿ. Ðàêîâèíû ìîëëþñêîâ îòìûâàëè â ïðåñíîé âîäå è
î÷èùàëè îò ýïèáèîíòîâ. Â ñòåðèëüíûõ óñëîâèÿõ ðàêîâè-
íû ïðîòèðàëè ñïèðòîì è âñêðûâàëè. Êðàé ìàíòèè ñ çàä-
íåãî êîíöà ìîëëþñêà îòäåëÿëè ñòåðèëüíûì ñêàëüïåëåì.
Îòäåëåííûé ó÷àñòîê òêàíè âìåñòå ñ ïåðèîñòðàêóìîì ïå-
ðåíîñèëè â ñòåðèëüíóþ ìîðñêóþ âîäó CMFSS (ñì. íèæå)
è ðàçðåçàëè íà 10 ôðàãìåíòîâ äëèíîé 1—2 ìì. Ïîëó÷åí-
íûå ôðàãìåíòû òêàíè ïðîìûâàëè ïîñëåäîâàòåëüíî â øåñ-
òè ëóíêàõ ñî ñòåðèëüíîé CMFSS, ñîäåðæàùåé àíòèáèîòè-
êè. 5 èç 10 ôðàãìåíòîâ ìàíòèè êóëüòèâèðîâàëè äëÿ ïîëó-
÷åíèÿ êëåòîê ìåòîäîì èõ ìèãðàöèè èç òêàíè. Äðóãèå
5 ôðàãìåíòîâ èñïîëüçîâàëè äëÿ âûäåëåíèÿ êëåòîê ôåð-
ìåíòàòèâíûì ñïîñîáîì.

È ñ ï î ë ü ç ó å ì û å ð å à ê ò è â û. Èñêóññòâåííóþ ìîð-
ñêóþ âîäó CMFSS, íå ñîäåðæàùóþ êàëüöèÿ è ìàãíèÿ,
ïðèãîòàâëèâàëè, ðàñòâîðÿÿ ñîëè â äåèîíèçîâàííîé âîäå
SuperQ: 25.5 ã/ë NaCl, 0.8 ã/ë KCl, 3.0 ã/ë Na2SO4, 2.86 ã/ë
HEPES (Sigma, ÑØÀ) è 2 N NaOH äëÿ äîñòèæåíèÿ pH
ðàñòâîðà 7.4. Ðàñòâîð ñòåðèëèçîâàëè àâòîêëàâèðîâàíèåì.
Äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê èñïîëüçîâàëè ïèòàòåëüíóþ
ñðåäó íà îñíîâå L-15 (MP Biomedicals, ÑØÀ), ñîäåðæà-
ùóþ 2 % ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà
(HyClone, ÑØÀ) è 0.6 ìã/ìë ãëóòàìèíà. Äëÿ ñîîòâåòñòâèÿ
îñìîòè÷íîñòè ïèòàòåëüíîé ñðåäû îñìîòè÷íîñòè âîäû Áå-
ëîãî ìîðÿ ê ñðåäå äîáàâëÿëè ñëåäóþùèå ñîëè: 18.05 ã/ë
NaCl, 0.29 ã/ë KCl, 5.48 ã/ë MgCl2 � 6H2O, 4.28 ã/ë
MgSO4 � 7H2O, 2.86 ã/ë HEPES (Sigma, ÑØÀ) è 1.2 ã/ë
CaCl2 � 2H2O. Óñòàíàâëèâàëè pH ðàñòâîðà 7.4—7.5 ñ ïî-
ìîùüþ 2 N NaOH. Ïîñëå ýòîãî â ñòåðèëüíûõ óñëîâèÿõ ñðå-
äó ôèëüòðîâàëè ÷åðåç ñòåðèëüíûé áàêòåðèàëüíûé ôèëüòð
ñ ðàçìåðîì ïîð 0.22 ìêì (Osmonics INC, ÑØÀ). Ê ïèòàòå-
ëüíîé ñðåäå è ê CMFSS äîáàâëÿëè 100 åä./ìë ïåíèöèëëèíà,
100 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà (Sigma, ÑØÀ), 2.5 ìêã/ìë àì-
ôîòåðèöèíà (èç ìàòî÷íîãî ðàñòâîðà 5 ìã/ìë; Ñèíòåç, Ðîñ-
ñèÿ) è 80 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà (Áèîëîò, Ðîññèÿ). Äëÿ âû-
äåëåíèÿ è ïåðåñåâà êëåòîê èñïîëüçîâàëè ñòåðèëüíûé
0.1%-íûé ðàñòâîð ëèîôèëèçèðîâàííîé êîëëàãåíàçû êðà-
áà (Áèîëîò, Ðîññèÿ). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñòåðèëü-
íûõ îäíîðàçîâûõ 4-, 24- è 96-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ (Nunc,
ÑØÀ) è ÷àøêàõ Ïåòðè äèàìåòðîì 3.5 ñì (Nunc, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Â û ä å ë å í è å ê ë å ò î ê. Êëåòêè âûäåëÿëè äâóìÿ ðàç-
ëè÷íûìè ñïîñîáàìè — ìåòîäîì èõ ìèãðàöèè èç êóëüòè-
âèðóåìîãî ôðàãìåíòà òêàíè èëè ôåðìåíòàòèâíûì ñïîñî-
áîì. Äëÿ âûäåëåíèÿ êëåòîê ìåòîäîì ìèãðàöèè ïÿòü ôðàã-
ìåíòîâ ìàíòèè ïîìåùàëè â äâå ëóíêè 4-ëóíî÷íîãî
ïëàíøåòà, îáîçíà÷èâ èõ A è B (ñì. òàáëèöó), è â êàæäóþ
äîáàâëÿëè ïî 500 ìêë ïèòàòåëüíîé ñðåäû íà îñíîâå L-15
(ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà»). Â ïðîöåññå êóëüòè-
âèðîâàíèÿ ýòèõ ôðàãìåíòîâ èç íèõ àêòèâíî ìèãðèðîâàëè
êëåòêè. ×åðåç 6 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â îáåèõ ëóíêàõ
êëåòêè çàíèìàëè âñþ ïîâåðõíîñòü. ×àñòü èç íèõ áûëà
ïðåäñòàâëåíà â âèäå àãðåãàòîâ, ñîñòîÿùèõ èç áîëüøîãî
÷èñëà êëåòîê (ðèñ. 1, à). Ïî ïåðèôåðèè ëóíêè êëåòêè
áûëè ðàñïîëîæåíû ðåæå, ÷åì â öåíòðå (ðèñ. 1, á). Ìèãðè-
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ðîâàâøèå êëåòêè ñîäåðæàëè âìåñòå ñ ôðàãìåíòàìè ìàí-
òèè â òå÷åíèå 6 è 5 ìåñ â ýòèõ æå ëóíêàõ A è Â, ïîñëå ÷åãî
ôðàãìåíòû òêàíè óáèðàëè.

Äëÿ âûäåëåíèÿ êëåòîê ôåðìåíòàòèâíûì ìåòîäîì ê
ïÿòè ôðàãìåíòàì ìàíòèè äîáàâëÿëè 1 ìë 0.1%-íîãî ðàñ-
òâîðà êîëëàãåíàçû ãèäðîáèîíòîâ â CMFSS è îñòîðîæíî
âñòðÿõèâàëè â òå÷åíèå 40 ìèí äî îáðàçîâàíèÿ ìóòíîãî
ðàñòâîðà. Ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ êëåòîê ôèëüòðîâàëè
÷åðåç ãàçîâûé ôèëüòð. Êëåòêè îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâà-
íèåì â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè 200 g. Ñóïåðíàòàíò óäàëÿëè,
ïîñëå ÷åãî îñàäîê êëåòîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â ïèòàòåëü-
íîé ñðåäå è âûñåâàëè â äâå ëóíêè 4-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà
(ñ îáîçíà÷åíèÿìè Ñ è D; ñì. òàáëèöó) è â îäíó ÷àøêó
Ïåòðè äèàìåòðîì 3.5 ñì, îáîçíà÷èâ åå Å (ñì. òàáëèöó).
×åðåç 6 ñóò ïîñëå ïîñåâà ÷àñòü êëåòîê îêàçàëàñü ïðèêðåï-
ëåííîé ê ïîâåðõíîñòè ëóíêè. ×àñòü îñòàâàëàñü â âèäå

âçâåñè îòäåëüíûõ êëåòîê èëè â âèäå íåáîëüøèõ ïëàâàþ-
ùèõ àãðåãàòîâ èç íåñêîëüêèõ êëåòîê. Âíåøíèé âèä
êëåòîê áûë òàêîé æå, êàê ó êëåòîê, ìèãðèðîâàâøèõ èç
ôðàãìåíòà òêàíè (ðèñ. 1). Ìîðôîëîãèþ êëåòîê îïðåäåëÿ-
ëè ïî âèçóàëüíûì ïðèæèçíåííûì íàáëþäåíèÿì çà êëåò-
êàìè ïîä èíâåðòèðîâàííûì ìèêðîñêîïîì. Ïðèêðåïëåí-
íûå êëåòêè ÷åðåç 6 ñóò ïîñëå âûäåëåíèÿ âî âñåõ èñõîä-
íûõ ëóíêàõ èìåëè ýïèòåëèîïîäîáíóþ ôîðìó.

Ó ñ ë î â è ÿ ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è ÿ. Â òå÷åíèå âñåãî
ýêñïåðèìåíòà êëåòêè ñîäåðæàëè ïðè 10 °C â ïëàíøåòàõ,
ãåðìåòè÷íî çàêðûòûõ ñ ïîìîùüþ ïàðàôèëüìà. Êîãäà â
ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ ïèòàòåëüíàÿ ñðåäà çàêèñëÿ-
ëàñü â ðåçóëüòàòå æèçíåäåÿòåëüíîñòè êëåòîê è ïðèîáðåòà-
ëà æåëòûé îòòåíîê, â ëóíêó äîáàâëÿëè ïîðöèþ ñâåæåé
ñðåäû èëè ÷àñòü ñòàðîé ñðåäû çàìåíÿëè ñâåæåé, îáúåì
êîòîðîé ñîñòàâëÿë îò 200 ìêë äî 1.7 ìë. Èíòåðâàëû ìåæ-

Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê ìàíòèè ìèäèè Mytilus edulis L. 155

Ñõåìà êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê êðàÿ ìàíòèè ìèäèè

Ñïîñîá âûäåëåíèÿ
Èñõîäíàÿ

ëóíêà

1-é ïåðåíîñ êëåòîê â íîâûå ëóíêè 2-é ïåðåíîñ êëåòîê â íîâûå ëóíêè

âðåìÿ îò íà÷àëà
êóëüòèâèðîâàíèÿ, ìåñ

íîâàÿ ëóíêà
âðåìÿ îò íà÷àëà

êóëüòèâèðîâàíèÿ, ìåñ
íîâàÿ ëóíêà

Ìèãðàöèÿ
èç ôðàãìåíòà òêàíè

A 6 A1 — —

19 A2 — —

B 12 B1 — —

12 B2 — —

17 B3 18 B3.1

17 B4à 18 B4.1

Ôåðìåíòàòèâíàÿ
äèññîöèàöèÿ òêàíè

C Êëåòêè íå ïåðåñåâàëè

D 15 D1à 18 D1.1

E 6 E1 7 E1.1

9 E1.2

12 E2 — —

16 E3 — —

16 E4 — —

16 E5 — —

19 E6 — —

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Êëåòêè, íàõîäÿùèåñÿ â ñóñïåíçèè, ïåðåíîñèëè ñ ïîìîùüþ ïèïåòêè â íîâûå ëóíêè; à êëåòêè ïåðåñåâàëè ñ ïîìîùüþ êîëëàãåíàçû.

Ðèñ. 1. Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê, ìèãðèðîâàâøèõ èç ôðàãìåíòîâ ìàíòèè ìèäèè, ïî ïîâåðõíîñòè ëóíêè ïëàíøåòà ÷åðåç 6 ñóò êóëüòè-
âèðîâàíèÿ.

à — ó÷àñòîê â öåíòðå ëóíêè, ãóñòî çàñåëåííûé êëåòêàìè; á — ó÷àñòîê ïåðèôåðèè, ðåäêî çàñåëåííûé êëåòêàìè. Îá. 10�.



äó äîáàâëåíèåì ñðåäû ñîñòàâëÿëè îò 1 äî 6 ìåñ. Â èñõîä-
íóþ ëóíêó Ñ ñâåæóþ ñðåäó äîáàâëÿëè òîëüêî îäèí ðàç çà
âñå âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü ê ë å ò î ê â ï ð î ö å ñ ñ å
ä ë è ò å ë ü í î ã î ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è ÿ. Êëåòêè ìàíòèè
êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 22 ìåñ. ×åðåç 5 ìåñ âî âñåõ èñ-
õîäíûõ ëóíêàõ íàðÿäó ñ ýïèòåëèîïîäîáíûìè êëåòêàìè
ìîæíî áûëî çàìåòèòü ïîÿâëåíèå ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ
êëåòîê (ðèñ. 2). Ñðåäè êëåòîê, âûäåëåííûõ ôåðìåíòàòèâ-
íûì ñïîñîáîì, ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå êëåòêè âñòðå÷à-
ëèñü ðåæå, ÷åì ñðåäè êëåòîê, ïîëó÷åííûõ ìåòîäîì ìèãðà-
öèè. Îñòàòêè ïîãèáøèõ êëåòîê (cell debris) ïîÿâëÿëèñü â
èñõîäíûõ ëóíêàõ òîëüêî ÷åðåç 7—9 ìåñ êóëüòèâèðîâà-
íèÿ. Ïðè ýòîì ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî êëåòîê îñòàâà-
ëîñü æèçíåñïîñîáíûì äî êîíöà ýêñïåðèìåíòà.

Âî âñåõ èñõîäíûõ ëóíêàõ ÷àñòü êëåòîê íàõîäèëàñü â
ïðèêðåïëåííîì ñîñòîÿíèè, à ÷àñòü ïðèñóòñòâîâàëà â âèäå
âçâåñè. Â ëóíêå A íàõîäèëèñü êëåòêè, âûäåëåííûå èç
ôðàãìåíòà òêàíè ñïîñîáîì ìèãðàöèè. Â ýòîé ëóíêå áîëü-

øîå êîëè÷åñòâî êëåòîê ïðèñóòñòâîâàëî âî âçâåñè. Äëÿ
ïðîâåðêè ñïîñîáíîñòè ýòèõ êëåòîê ê àäãåçèè (êàê êðèòå-
ðèÿ æèçíåñïîñîáíîñòè) çà âñå âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ èõ
äâàæäû îòáèðàëè èç ëóíêè A è ïåðåíîñèëè â íîâûå ëóí-
êè. Ïðèêðåïëåííûå ê ïîâåðõíîñòè êëåòêè â ýòîé ëóíêå íå
ïåðåñåâàëè íè ðàçó çà âñå âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ê êîí-
öó ýêñïåðèìåíòà, ÷åðåç 22 ìåñ, â ëóíêå A á*îëüøàÿ ÷àñòü
êëåòîê îñòàâàëàñü â ïðèêðåïëåííîì ñîñòîÿíèè. Â öåíòðå
ëóíêè êëåòêè îáðàçîâûâàëè ó÷àñòîê ïëîòíîãî ìîíîñëîÿ
(ðèñ. 3, à). Ïî ìåðå óäàëåíèÿ îò öåíòðà ê ïåðèôåðèè ëóí-
êè åå ïîâåðõíîñòü çàíèìàëè âñå áîëåå ðàçðîçíåííûå êëåò-
êè. Íî íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî êëåòîê âñå-òàêè ïðèñóòñò-
âîâàëî è âî âçâåñè. Êðîìå òîãî, ñîçäàâàëîñü âïå÷àòëåíèå,
÷òî êëåòêè âî âçâåñè íàõîäèëèñü â ãóñòîì ìàòðèêñå, ïî-
ñêîëüêó ïðè ïåðåäâèæåíèè ïëàíøåòà ïî ñòîëèêó ìèêðî-
ñêîïà îíè íå ìîãëè ñâîáîäíî ïåðåìåùàòüñÿ â æèäêîñòè, à
îñòàâàëèñü íåïîäâèæíûìè îòíîñèòåëüíî äíà ëóíêè.

Â ëóíêå Ñ íàõîäèëèñü êëåòêè, âûäåëåííûå ôåðìåíòà-
òèâíûì ìåòîäîì. Êëåòêè èç ëóíêè C íå îòáèðàëè è íå ïå-
ðåñåâàëè â òå÷åíèå âñåãî ýêñïåðèìåíòà. ×åðåç 22 ìåñ êó-
ëüòèâèðîâàíèÿ ïîäàâëÿþùåå áîëüøèíñòâî êëåòîê â ýòîé
ëóíêå îñòàâàëîñü ïðèêðåïëåííûì ê ïîâåðõíîñòè. Â öåíò-
ðå ëóíêè, êàê è â ëóíêå À, òîæå ñôîðìèðîâàëñÿ ó÷àñòîê
ïëîòíîãî ìîíîñëîÿ (ðèñ. 3, á).

Ï å ð å í î ñ ñ ó ñ ï å í ç è è ê ë å ò î ê â í î â û å ë ó í ê è.
Îäèí èç ñïîñîáîâ ïåðåñåâà — ýòî ïåðåíîñ â íîâûå ëóíêè
êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ âî âçâåñè. Êëåòêè çàáèðàëè èç ëóí-
êè ïèïåòêîé âìåñòå ñî ñðåäîé äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ è ïå-
ðåíîñèëè â íîâóþ ëóíêó. Åñëè ñóñïåíçèÿ êëåòîê íàõîäè-
ëàñü â íåáîëüøîì îáúåìå ñðåäû, òî â ýòó ëóíêó äîáàâëÿ-
ëè ñâåæóþ ïîðöèþ ñðåäû â ïðåäåëàõ 0.5—1 ìë. Òàêèì
îáðàçîì, â íîâîé ëóíêå áûëî äîñòàòî÷íîå êîëè÷åñòâî
ñðåäû äëÿ äàëüíåéøåãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê. Â òîì
ñëó÷àå, åñëè ñóñïåíçèÿ êëåòîê íàõîäèëàñü â äîñòàòî÷íîì
äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ îáúåìå ñðåäû, ñâåæóþ ñðåäó â ýòó
ëóíêó íå äîáàâëÿëè. Ïîñëå òîãî êàê êëåòêè â íîâîé ëóíêå
ïåðåõîäèëè â ïðèêðåïëåííîå ñîñòîÿíèå, ïðè íåîáõîäèìî-
ñòè ñðåäó çàìåíÿëè ÷àñòè÷íî èëè ïîëíîñòüþ.

Êëåòêè èç èñõîäíûõ ëóíîê À, Â è Å, íàõîäÿùèåñÿ â
ñóñïåíçèè, ïåðåíîñèëè â íîâûå ëóíêè, îáîçíà÷àÿ èõ ñîîò-
âåòñòâåííî À1 è À2, Â1, Â2 è Â3, Å1—Å3 è ò. ä. Â ëóíêè
À1 è À2 êëåòêè ïåðåíîñèëè ÷åðåç 6 è 19 ìåñ êóëüòèâèðî-
âàíèÿ ñîîòâåòñòâåííî; â ëóíêè Â1—Â3 — ÷åðåç 12 èëè
17 ìåñ (ñì. òàáëèöó). Èç ëóíîê, â êîòîðûå áûëà ïåðåíåñå-
íà ñóñïåíçèÿ êëåòîê, ÷åðåç íåêîòîðîå âðåìÿ êóëüòèâèðî-
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Ðèñ. 2. Ýïèòåëèîïîäîáíûå (áåëûå ñòðåëêè) è ôèáðîáëàñòîïî-
äîáíûå (÷åðíûå ñòðåëêè) êëåòêè â ëóíêå B ÷åðåç 5 ìåñ êóëüòè-

âèðîâàíèÿ.

Ôàçîâûé êîíòðàñò, îá. 20�.

Ðèñ. 3. Ó÷àñòîê ìîíîñëîÿ, îáðàçîâàííûé êëåòêàìè ìàíòèè ìèäèè, ÷åðåç 22 ìåñ êóëüòèâèðîâàíèÿ.

à — êëåòêè, âûäåëåííûå ïóòåì ìèãðàöèè (ëóíêà A); á — êëåòêè, âûäåëåííûå ôåðìåíòàòèâíûì ñïîñîáîì (ëóíêà Ñ). Ôàçîâûé êîíòðàñò, îá. 20�.



âàíèÿ â ïðîöåññå çàìåíû ñðåäû òàêæå çàáèðàëè ÷àñòü êëå-
òîê è ïåðåíîñèëè â íîâûå ëóíêè. Òàêèì îáðàçîì, èç ëóí-
êè B3 ÷åðåç 1 ìåñ ïîñëå ïîñåâà êëåòêè ïåðåíîñèëè â
ëóíêó B3.1 è èç ëóíêè E1 ÷åðåç 1 è 3 ìåñ ïîñëå ïîñåâà —
â ëóíêè E1.1 è E1.2 ñîîòâåòñòâåííî (ñì. òàáëèöó), òàêèì
îáðàçîì êàê áû îñóùåñòâëÿëñÿ ïðîöåññ ïàññèðîâàíèÿ
êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè.

×åðåç 2 ñóò ïîñëå ïåðåíîñà âñå êëåòêè â íîâûõ ëóíêàõ
ïðèêðåïëÿëèñü ê ïîâåðõíîñòè, ò. å. áûëè ñïîñîáíû ê àä-
ãåçèè. Îáû÷íî îñåâøèå êëåòêè ôîðìèðîâàëè îäèí ãóñòî
çàñåëåííûé ìíîãîñëîéíûé ó÷àñòîê (çà èñêëþ÷åíèåì ëóí-
êè A2, â êîòîðîé êëåòêè îñåëè ðàâíîìåðíî), à îñòàâøàÿñÿ
÷àñòü ïîâåðõíîñòè áûëà çàíÿòà ðàçðîçíåííûìè êëåòêàìè.
Ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè ïî öåíòðó èëè âäîëü
êðàÿ ëóíîê, êàê ïðàâèëî, ñîõðàíÿëîñü êîìïàêòíîå ñêîïëå-
íèå êëåòîê. Âñå êëåòêè îñòàâàëèñü â ïðèêðåïëåííîì ñî-
ñòîÿíèè âïëîòü äî 10 ìåñ ïîñëå ïåðåíîñà — äî íà÷àëà
ïðîöåäóðû êðèîêîíñåðâàöèè. Ê ýòîìó ìîìåíòó êëåòêè
ôîðìèðîâàëè ó÷àñòêè ïëîòíîãî ìîíîñëîÿ.

Ï å ð å ñ å â ê ë å ò î ê ñ ï î ì î ù ü þ ê î ë ë à ã å í à ç û.
Êëåòêè, ðàíåå âûäåëåííûå èç òêàíè ôåðìåíòàòèâíûì
ñïîñîáîì (ëóíêà D), èëè êëåòêè, âûäåëåííûå ìåòîäîì
ìèãðàöèè èç ôðàãìåíòîâ òêàíè (ëóíêà Â), â ïðîöåññå êó-
ëüòèâèðîâàíèÿ íàõîäèëèñü â ïðèêðåïëåííîì ñîñòîÿíèè
íà ïîâåðõíîñòè ëóíêè, íî íåêîòîðîå êîëè÷åñòâî èõ — âî
âçâåñè. Êëåòêè â ëóíêå D äî ïåðåñåâà êóëüòèâèðîâàëè â
òå÷åíèå 15 ìåñ, à â ëóíêå Â — 17 ìåñ (ñì. òàáëèöó). Äëÿ
ïåðåñåâà êëåòîê â ëóíêó D äîáàâëÿëè 500 ìêë 0.1%-íîãî
ðàñòâîðà êîëëàãåíàçû, à èç ëóíêè B ïðåäâàðèòåëüíî óáè-
ðàëè âçâåñü êëåòîê è äåéñòâèþ êîëëàãåíàçû ïîäâåðãàëèñü
òîëüêî ïðèêðåïëåííûå ê ïîâåðõíîñòè êëåòêè. Â îáîèõ
ñëó÷àÿõ, ïîñëå òîãî êàê á*îëüøàÿ ÷àñòü êëåòîê îêðóãëè-
ëàñü, ñðåäó, â êîòîðîé íàõîäèëèñü êëåòêè, ïèïåòèðîâàëè
è îáðàçîâàâøóþñÿ ñóñïåíçèþ êëåòîê ïåðåíîñèëè â ïðî-
áèðêó äëÿ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ, çàòåì ïðîâîäèëè öåíòðè-
ôóãèðîâàíèå â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè 200 g. Ñóïåðíàòàíò
óäàëÿëè, îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â 1 ìë ñâåæåé ñðåäû è
ïîëó÷åííûå êëåòî÷íûå ñóñïåíçè âûñåâàëè â ëóíêè 24-ëó-
íî÷íîãî ïëàíøåòà, ñîîòâåòñòâåííî â ëóíêè D1 è Â4.

×åðåç 3 íåä ïîñëå ïåðåñåâà âñå êëåòêè â îáîèõ âàðè-
àíòàõ âíîâü ïðèêðåïëÿëèñü ê ïîâåðõíîñòè è îñòàâàëèñü
æèçíåñïîñîáíûìè äî êîíöà ýêñïåðèìåíòà (ðèñ. 4), õîòÿ

íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî ïîãèáøèõ êëåòîê ïðèñóòñòâîâàëî
â âèäå cell debris (ïðèæèçíåííûå íàáëþäåíèÿ ïîä ìèêðî-
ñêîïîì). Òàêèì îáðàçîì, êëåòêè â ëóíêå D1 êóëüòèâèðî-
âàëè äàëåå íà ïðîòÿæåíèè 7 ìåñ ïîñëå ïåðåñåâà, à â ëóí-
êå B4 — íà ïðîòÿæåíèè 5 ìåñ. Ïðè çàìåíå ñðåäû â ëóí-
êàõ D1 è B4 ÷àñòü êëåòîê îêàçûâàëàñü âî âçâåñè, ÷òî
ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî íå âñå êëåòêè áûëè
ïðî÷íî ïðèêðåïëåíû ê ïîâåðõíîñòè. Òàêèå îòêðåïèâøèå-
ñÿ êëåòêè ïåðåíîñèëè â íîâûå ëóíêè ÷åðåç 1 ìåñ (èç ëóí-
êè B4 â ëóíêó B4.1) èëè ÷åðåç 3 ìåñ ïîñëå ïîñåâà (èç ëóí-
êè D1 â ëóíêó D1.1) (ñì. òàáëèöó), è îíè âíîâü ïåðåõîäè-
ëè â ïðèêðåïëåííîå ñîñòîÿíèå.

Ô î ð ì è ð î â à í è å ê ð è ñ ò à ë ë î â. ×åðåç 4 ìåñ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ êëåòîê â ëóíêàõ B—D è ÷åðåç 6 ìåñ â ëóí-
êå A ïîÿâèëèñü êðèñòàëëû, êîòîðûå ïðåäïîëîæèòåëüíî
ìîãóò ÿâëÿòüñÿ àíàëîãàìè êðèñòàëëîâ ïðèçìàòè÷åñêîãî
ñëîÿ ðàêîâèíû. Ýòî áûëè ëèáî îäèíî÷íûå ìåëêèå êðèñ-
òàëëû îêðóãëîé ôîðìû, ëèáî áîëåå êðóïíûå, ðîìáè÷å-
ñêîé ôîðìû, ñ õîðîøî âûðàæåííûìè ãðàíÿìè (ðèñ. 5).
Âñå êðèñòàëëû áûëè îêðóæåíû ïëîòíûì ñêîïëåíèåì êëå-
òîê. Èõ ïîÿâëåíèå ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî
êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ñèíòåçèðóþò áåëêè ðàêîâèíû, à
çíà÷èò, îñòàþòñÿ æèçíåñïîñîáíûìè è ôóíêöèîíàëüíî àê-
òèâíûìè.

Ê ð è î ê î í ñ å ð â à ö è ÿ. Äëÿ ïðîâåðêè âîçìîæíîñòè
êðèîêîíñåðâàöèè êëåòêè èç ëóíêè A1 (ñì. òàáëèöó) îò-
êðåïëÿëè îò ïîâåðõíîñòè ñ ïîìîùüþ êîëëàãåíàçû. Äëÿ
ýòîãî, óáðàâ èç ëóíêè á*îëüøóþ ÷àñòü ñðåäû, äîáàâëÿëè
500 ìêë 0.1%-íîãî ðàñòâîðà êîëëàãåíàçû ãèäðîáèîíòîâ â
CMFSS. Îêðóãëèâøèåñÿ êëåòêè ïèïåòèðîâàëè è ïåðåíî-
ñèëè â ïðîáèðêó äëÿ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ. Êëåòêè öåíòðè-
ôóãèðîâàëè ïðè 200 g â òå÷åíèå 5 ìèí. Ñóïåðíàòàíò ñëè-
âàëè, îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â 1 ìë ïèòàòåëüíîé ñðå-
äû, ñîäåðæàùåé 5 % DMSO îò îáùåãî îáúåìà. Êëåòêè
çàìîðàæèâàëè ñî ñêîðîñòüþ 1 °C çà 1 ìèí, äîâîäèëè äî
òåìïåðàòóðû –70 °C è äàëåå õðàíèëè â æèäêîì àçîòå.

Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê äî çàìîðàæèâàíèÿ îöåíè-
âàëè ïî îêðàñêå àëèêâîòû êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè òðèïàíî-
âûì ñèíèì ñðàçó ïîñëå èõ îòêðåïëåíèÿ îò ïîâåðõíîñòè.
×åðåç 5 ìèí ïîñëå äîáàâëåíèÿ êðàñèòåëÿ ê êëåòî÷íîé ñóñ-
ïåíçèè êîëè÷åñòâî íåîêðàøåííûõ (æèâûõ) è îêðàøåí-

Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê ìàíòèè ìèäèè Mytilus edulis L. 157

Ðèñ. 4. Êëåòêè ìàíòèè, ïðèêðåïëåííûå ê ïîâåðõíîñòè, â ëóíêå
D1 ÷åðåç 7 ìåñ ïîñëå ïåðåñåâà.

Ôàçîâûé êîíòðàñò, îá. 20�.

Ðèñ. 5. Îäèíî÷íûé êðèñòàëë ðîìáè÷åñêîé ôîðìû, îêðóæåí-
íûé êëåòêàìè ìàíòèè, â èñõîäíîé ëóíêå A ÷åðåç 6 ìåñ êóëüòè-

âèðîâàíèÿ.
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íûõ (ìåðòâûõ) êëåòîê ïîäñ÷èòûâàëè â êàìåðå Ãîðÿåâà.
Äîëÿ æèâûõ êëåòîê äî çàìîðàæèâàíèÿ ñîñòàâëÿëà 80 %.

×åðåç 2 ñóò ïîñëå êðèîêîíñåðâàöèè âñå êëåòêè ðàçìî-
ðàæèâàëè âî ëüäó ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è öåíòðè-
ôóãèðîâàëè 5 ìèí ïðè 200 g. Ñóïåðíàòàíò óäàëÿëè, îñàäîê
ðåñóñïåíäèðîâàëè â 1 ìë ïèòàòåëüíîé ñðåäû, íå ñîäåðæà-
ùåé ñûâîðîòêè. Çàòåì ñóñïåíçèþ êëåòîê ðàçáàâëÿëè â
10 ðàç òàêîé æå ñðåäîé äëÿ óäàëåíèÿ îñòàòêîâ DMSO è
îñòàâëÿëè íà 2 ÷ ïðè 10 °C. Ïîñëå ýòîãî êëåòêè âíîâü öåí-
òðèôóãèðîâàëè 5 ìèí ïðè 200 g, ïîñëå óäàëåíèÿ ñóïåðíà-
òàíòà îñàäîê êëåòîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â ñâåæåé ïîðöèè
ïèòàòåëüíîé ñðåäû (400 ìêë), ñîäåðæàùåé 2 % ôåòàëüíîé
ñûâîðîòêè. Äîëþ æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê îïðåäåëÿëè ñ
ïîìîùüþ îêðàñêè òðèïàíîâûì ñèíèì. Îíà ñîñòàâëÿëà íå
ìåíåå 50 %. Çàòåì ñóñïåíçèþ êëåòîê âûñåâàëè â íîâûå
ëóíêè òàêîé æå ïëîùàäè, êàê è äî êðèîêîíñåðâàöèè. ×åðåç
3 ñóò ÷àñòü êëåòîê â íîâûõ ëóíêàõ ïðèêðåïëÿëàñü ê ïîâåðõ-
íîñòè. Êëåòêè îñòàâàëèñü â òàêîì ñîñòîÿíèè äî êîíöà ýê-
ñïåðèìåíòà (â òå÷åíèå 7 ñóò). ×åðåç 22 ìåñ êóëüòèâèðîâà-
íèÿ âñå ñîõðàíèâøèåñÿ êëåòêè áûëè êðèîêîíñåðâèðîâàíû.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè,
÷òî èñïîëüçîâàííûé íàìè ìåòîä êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê
ìàíòèè ìèäèè ïîçâîëÿåò äëèòåëüíî ñîõðàíÿòü æèçíåñïî-
ñîáíîñòü êëåòîê ìîðñêèõ áåñïîçâîíî÷íûõ â óñëîâèÿõ in
vitro. Â îïèñàííûõ óñëîâèÿõ óäàëîñü êóëüòèâèðîâàòü
êëåòêè ìàíòèè ìèäèè íà ïðîòÿæåíèè 22 ìåñ ñ ñîõðàíåíè-
åì èõ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâî-
âàëè ñïîñîáíîñòü ê àäãåçèè, ñïîñîáíîñòü ôîðìèðîâàòü
êðèñòàëëû, à òàêæå ñîõðàíåíèå æèçíåñïîñîáíîñòè â ïðî-
öåññå êðàòêîâðåìåííîé êðèîêîíñåðâàöèè.

Îáñóæäåíèå

Ïðîáëåìà äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ìîð-
ñêèõ áåñïîçâîíî÷íûõ è ïîëó÷åíèÿ ïîñòîÿííûõ êëåòî÷-
íûõ ëèíèé îñòàåòñÿ íàñóùíîé â òå÷åíèå óæå äëèòåëüíîãî
âðåìåíè. Â íàøåé ðàáîòå áûëè ïðåäïðèíÿòû ïîïûòêè åå
ðåøåíèÿ. Íàì óäàëîñü ïîêàçàòü, ÷òî êëåòêè êðàÿ ìàíòèè
ìèäèè M. edulis ìîãóò ñóùåñòâîâàòü in vitro íà ïðîòÿæå-
íèè äëèòåëüíîãî âðåìåíè, âïëîòü äî 22 ìåñ. Ñðîêè êóëü-
òèâèðîâàíèÿ êëåòîê ìîðñêèõ áåñïîçâîíî÷íûõ, îïèñàí-
íûå â ëèòåðàòóðå, íå ïðåâûøàþò 9 ìåñ (Rinkevich et al.,
1998). Äëÿ ìîðñêèõ ìîëëþñêîâ ñàìûé äëèòåëüíûé ñðîê
êóëüòèâèðîâàíèÿ ñîñòàâëÿë 5 ìåñ è áûë îïèñàí äëÿ êëå-
òîê ìàíòèè Patinopecten yessoensis (Chen, Wang, 1999).
Äîëÿ æèâûõ êëåòîê â ïåðâè÷íûõ êóëüòóðàõ ìîëëþñêîâ,
îïèñàííûõ äðóãèìè àâòîðàìè, îáû÷íî ñíèæàëàñü íà
30—80 % çà ïåðâûå íåñêîëüêî ñóòîê êóëüòèâèðîâàíèÿ
(Poncet et al., 2000; Gong et al., 2008a; Quinn et al., 2009;
Latire et al., 2012). Ýòè àâòîðû èñïîëüçîâàëè äëÿ êóëüòè-
âèðîâàíèÿ òåìïåðàòóðíûé ðåæèì îò 15 äî 24 °C. Â íàøåé
ðàáîòå êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè ïðè 10 °C, ïðè ýòîì ÷åðåç
21 ìåñ êóëüòèâèðîâàíèÿ äîëÿ æèâûõ êëåòîê ñîñòàâëÿëà
80 %. Ìîæíî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî äëÿ êëåòîê äàííîãî ìîë-
ëþñêà, îáèòàþùåãî â Áåëîì ìîðå, òàêàÿ òåìïåðàòóðà êó-
ëüòèâèðîâàíèÿ îïòèìàëüíà.

Ïðè äâóõ ðàçíûõ ìåòîäàõ âûäåëåíèÿ êëåòîê èç òêàíè
(ôåðìåíòàòèâíàÿ îáðàáîòêà èëè ñâîáîäíàÿ ìèãðàöèÿ èç
ôðàãìåíòîâ òêàíè) êëåòêè îñòàâàëèñü æèçíåñïîñîáíûìè
íà ïðîòÿæåíèè âñåãî âðåìåíè êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ñëåäîâà-
òåëüíî, ñïîñîá âûäåëåíèÿ êëåòîê íå âëèÿåò íà èõ æèçíå-
ñïîñîáíîñòü.

Ïî äàííûì ëèòåðàòóðû, èç ìàíòèè ðàçëè÷íûõ ìîëëþ-
ñêîâ â ïðîöåññå åå êóëüòèâèðîâàíèÿ ìèãðèðóþò ôèáðîá-

ëàñòîïîäîáíûå è ýïèòåëèîïîäîáíûå êëåòêè, ãåìîöèòû è
ãèàëèíîöèòû (Chen, Wang, 1999; Endoh, Hasegawa, 2006;
Gong et al., 2008a). Ïðè ôåðìåíòàòèâíîé îáðàáîòêå ìàí-
òèè â êóëüòóðå ïðèñóòñòâóþò ýïèòåëèîïîäîáíûå êëåòêè,
ãåìîöèòû è ìûøå÷íûå êëåòêè, âõîäÿùèå â ñîñòàâ ñîåäè-
íèòåëüíîé òêàíè (Sud et al., 2001). Âèçóàëüíûå ïðèæèç-
íåííûå íàáëþäåíèÿ âî âðåìÿ íàøèõ ýêñïåðèìåíòîâ ïî-
çâîëèëè îáíàðóæèòü, ÷òî êàê ïðè ôåðìåíòàòèâíîì âûäå-
ëåíèè, òàê è ïðè âûäåëåíèè êëåòîê ìåòîäîì ìèãðàöèè
÷åðåç 6 ñóò ïîñëå ïîñåâà â êóëüòóðå ïðèñóòñòâîâàëè êëåò-
êè òîëüêî ýïèòåëèîïîäîáíîé ôîðìû. Íà ðàííèõ ñðîêàõ
êóëüòèâèðîâàíèÿ ôèáðîáëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê áûëî ìàëî,
íî ÷åðåç 5 ìåñ ïîÿâëÿëîñü áîëüøîå èõ êîëè÷åñòâî. Ñðåäè
êëåòîê, âûäåëåííûõ ôåðìåíòàòèâíûì ñïîñîáîì, áûëî
ìåíüøå êëåòîê ñ ôèáðîáëàñòîïîäîáíîé ìîðôîëîãèåé,
÷åì ñðåäè êëåòîê, ïîëó÷åííûõ ìåòîäîì ìèãðàöèè. Ýòî
ñîâïàäàåò ñ äàííûìè òåõ æå àâòîðîâ (Sud et al., 2001), êî-
òîðûå ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî ôåðìåíòàòèâíîå âûäåëå-
íèå êëåòîê ìàíòèè Haliotis tuberculata ïðèâîäèò ê îáîãà-
ùåíèþ ïîïóëÿöèè ýïèòåëèîïîäîáíûìè êëåòêàìè.

Ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå êëåòîê â êóëüòóðå îöåíè-
âàëè ïî èõ ñïîñîáíîñòè ê àäãåçèè. Ýòîò ïàðàìåòð èñïîëü-
çîâàëè è äðóãèå èññëåäîâàòåëè (Le Marrec-Croq et al.,
1998; Quinn et al., 2009). Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ â ïðî-
öåññå ìèãðàöèè êëåòîê èç ôðàãìåíòà ìàíòèè ÷åðåç 6 ñóò
ïîñëå íà÷àëà êóëüòèâèðîâàíèÿ á *îëüøàÿ ÷àñòü êëåòîê ïðè-
êðåïëÿëàñü ê ïîâåðõíîñòè ëóíêè. Êëåòêè ìàíòèè, âûäå-
ëåííûå ôåðìåíòàòèâíûì ñïîñîáîì è ïîñåÿííûå â ëóíêè
â âèäå ñóñïåíçèè îäèíî÷íûõ êëåòîê, òîæå ÷åðåç 6 ñóò ïå-
ðåõîäèëè â ïðèêðåïëåííîå ñîñòîÿíèå. ×åðåç 22 ìåñ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ â èñõîäíûõ ëóíêàõ á *îëüøàÿ ÷àñòü êëåòîê
áûëà ïðèêðåïëåíà êî äíó ëóíêè, ãäå îíè îáðàçîâàëè ó÷à-
ñòêè ïëîòíîãî ìîíîñëîÿ. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ïîëàãàòü,
÷òî êëåòêè ñîõðàíÿëè ñïîñîáíîñòü ê àäãåçèè êàê ÷åðåç êî-
ðîòêîå âðåìÿ ïîñëå âûäåëåíèÿ, òàê è ïðè áîëåå äëèòåëü-
íîì êóëüòèâèðîâàíèè, ÷òî ãîâîðèò î ñîõðàíåíèè ôóíêöè-
îíàëüíîé àêòèâíîñòè â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Â ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòêè, âû-
äåëåííûå è ôåðìåíòàòèâíûì ñïîñîáîì, è ìåòîäîì ìèãðà-
öèè, óñïåøíî ïåðåñåâàëè ñ ïîìîùüþ êîëëàãåíàçû. Ðàñ-
òâîð êîëëàãåíàçû (0.1 %) äîáàâëÿëè ëèáî â ëóíêó, ñîäåð-
æàùóþ â òîì ÷èñëå ïëàâàþùèå êëåòêè, ëèáî â ëóíêó, èç
êîòîðîé ïðåäâàðèòåëüíî óáèðàëè ñóñïåíçèþ êëåòîê. Íå-
ñìîòðÿ íà òî ÷òî ïðè äîáàâëåíèè ôåðìåíòà â ëóíêó, ñî-
äåðæàùóþ ñðåäó ñ ïëàâàþùèìè êëåòêàìè, ïðîèñõîäèëî
åãî íåêîòîðîå ðàçáàâëåíèå, á *îëüøàÿ ÷àñòü ïðèêðåïëåí-
íûõ êëåòîê îêðóãëÿëàñü è ìîãëà áûòü ïåðåíåñåíà â íîâóþ
ëóíêó. Â îáîèõ ñëó÷àÿõ ÷åðåç 3 íåä ïîñëå ïîñåâà âñå
êëåòêè â íîâûõ ëóíêàõ îêàçûâàëèñü ïðèêðåïëåííûìè ê
ïîâåðõíîñòè ëóíêè, â òî âðåìÿ êàê, ïî äàííûì äðóãèõ àâ-
òîðîâ, íàïðèìåð ïðè ïåðåñåâå êëåòîê ñåðäöà Crassostrea
gigas, òîëüêî 50—60 % êëåòîê âíîâü ïðèêðåïëÿëèñü ê ïî-
âåðõíîñòè (Chen, Wang, 1999).

×òî êàñàåòñÿ ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ êëåòîê, îò-
êðåïèâøèõñÿ îò ïîâåðõíîñòè êóëüòóðàëüíîãî ñîñóäà, òî
ðÿä àâòîðîâ ñ÷èòàþò, ÷òî òàêèå êëåòêè óòðàòèëè æèçíå-
ñïîñîáíîñòü (Buchanan et al., 1999; Van der Merwe et al.,
2010). Â íàøåì ñëó÷àå ïðè ïåðåíîñå â íîâóþ ëóíêó êëå-
òîê, íàõîäèâøèõñÿ âî âçâåñè, âñå îíè âíîâü ÷åðåç 2 ñóò
ïðèêðåïëÿëèñü ê ïîâåðõíîñòè è îñòàâàëèñü â òàêîì ñî-
ñòîÿíèè äî êîíöà ýêñïåðèìåíòà, ò. å. ïåðåíîñ êëåòîê, îò-
êðåïèâøèõñÿ îò ïîâåðõíîñòè, ìîæíî èíòåðïðåòèðîâàòü
êàê ìåòîä ïåðåñåâà ÷àñòè ïîïóëÿöèè êëåòîê. Ïðè ýòîì ìû
ïîêàçàëè, ÷òî êëåòêè, ïåðåñåÿííûå ñ èñïîëüçîâàíèåì êîë-
ëàãåíàçû, âíîâü àäãåçèðóþò ê ïîâåðõíîñòè ÷åðåç 3 íåä,
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òîãäà êàê êëåòêè, ïåðåíåñåííûå âìåñòå ñî ñðåäîé, âíîâü
àäãåçèðóþò óæå ÷åðåç 2 ñóò. Òåì íå ìåíåå îáà ìåòîäà ïå-
ðåñåâà ìîæíî ñ÷èòàòü ïðèåìëåìûìè è èñïîëüçîâàòü â ýê-
ñïåðèìåíòå â çàâèñèìîñòè îò åãî öåëåé.

Òàêèì îáðàçîì, ñïîñîáíîñòü ê àäãåçèè ñîõðàíÿåòñÿ
êëåòêàìè êàê ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè, òàê è
ïðè ïåðåñåâå îáîèìè ñïîñîáàìè. Â òî æå âðåìÿ â ïðîöåñ-
ñå êóëüòèâèðîâàíèÿ ÷àñòü ïîïóëÿöèè êëåòîê ïðèñóòñòâî-
âàëà âî âçâåøåííîì ñîñòîÿíèè, êàê â êàêîì-òî ñòóäåíè-
ñòîì ìàòðèêñå. È òî è äðóãîå ìîæåò çàâèñåòü îò ñïîñîá-
íîñòè êëåòîê ñèíòåçèðîâàòü âíåêëåòî÷íûé ìàòðèêñ, ÷òî
ãîâîðèò îá èõ àêòèâíîì ôóíêöèîíàëüíîì ñîñòîÿíèè â òå-
÷åíèå âñåãî ñðîêà êóëüòèâèðîâàíèÿ.

×åðåç 4—6 ìåñ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ìàíòèè âî
âñåõ èñõîäíûõ ëóíêàõ ñòàëè îáíàðóæèâàòüñÿ êðèñòàëëû.
Â ëèòåðàòóðå îïèñàíî îáðàçîâàíèå êðèñòàëëîâ â êóëüòó-
ðàõ êëåòîê æèâîòíûõ, èìåþùèõ òâåðäûé êàðáîíàòíûé
ñêåëåò, íàïðèìåð â êóëüòóðå êëåòîê ìîëëþñêîâ (Suja,
Dharmaraj, 2005; Gong et al., 2008b; Van Phuc et al., 2011)
è êîðàëëîâ (Domart-Coulon et al., 2001). Êðèñòàëëû, ñôîð-
ìèðîâàâøèåñÿ in vitro, òàê æå êàê è êðèñòàëëû, ñôîðìè-
ðîâàííûå â îðãàíèçìå, ñîñòîÿò èç êàðáîíàòà êàëüöèÿ
(Gong et al., 2008b). Ïîìèìî ìèíåðàëüíîãî êîìïîíåíòà
ðàêîâèíà ìîëëþñêîâ íà 5 % ñîñòîèò èç áåëêîâ è óãëåâî-
äîâ, êîòîðûå îêðóæàþò êðèñòàëëû êàðáîíàòà êàëüöèÿ
(Marin et al., 2008). Ìàíòèÿ ÿâëÿåòñÿ ìåñòîì ñèíòåçà íå-
ñêîëüêèõ áåëêîâ ðàêîâèíû (Miyamoto et al., 1996; Sudo et
al., 1997; Miyashita et al., 2000; Takeuchi, Endo, 2006).
Îäèí èç íèõ — áåëîê íàêðåèí, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ ñòðóê-
òóðíûì êîìïîíåíòîì, à òàêæå îáëàäàåò ôåðìåíòàòèâíîé
àêòèâíîñòüþ (Miyamoto et al., 1996), ìîæåò ñèíòåçèðîâà-
òüñÿ â êóëüòóðå êëåòîê ìàíòèè (Gong et al., 2008a). Âîç-
ìîæíî, ÷òî è äðóãèå îðãàíè÷åñêèå êîìïîíåíòû ðàêîâèíû
ìîãóò ñèíòåçèðîâàòüñÿ è ñåêðåòèðîâàòüñÿ êëåòêàìè â ïðî-
öåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ (Poncet et al., 2000). Ïîñêîëüêó â
ðåçóëüòàòå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ âî âñåõ èñõîä-
íûõ ëóíêàõ íàøèõ ýêñïåðèìåíòîâ îáðàçîâûâàëèñü êðèñ-
òàëëû, ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî êëåòêè êðàÿ ìàí-
òèè M. edulis, íàõîäÿñü â êóëüòóðå, áûëè ñïîñîáíû ñèíòå-
çèðîâàòü ìàêðîìîëåêóëû, ó÷àñòâóþùèå â îáðàçîâàíèè
ðàêîâèíû, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü òàêæå ñâèäåòåëüñòâóåò î
ñîõðàíåíèè èìè íå òîëüêî æèçíåñïîñîáíîñòè, íî è ôóíê-
öèîíàëüíîé àêòèâíîñòè.

×òîáû ñîõðàíèòü äëÿ äàëüíåéøèõ ýêñïåðèìåíòîâ
êëåòêè, êóëüòèâèðóåìûå ñòîëü äëèòåëüíîå âðåìÿ, èõ ïîä-
âåðãàëè ïðîöåäóðå êðèîêîíñåðâàöèè. Êëåòêè õðàíèëè â
àòìîñôåðå æèäêîãî àçîòà â òå÷åíèå 2 ñóò. Äîëÿ æèâûõ êëå-
òîê ïîñëå ðàçìîðàæèâàíèÿ ñîñòàâëÿëà íå ìåíåå 50 %. Äëÿ
êðèîêîíñåðâàöèè êëåòîê èñïîëüçîâàëè ñðåäó, ñîäåðæàùóþ
5 % DMSO. Â ðàáîòàõ äðóãèõ àâòîðîâ ñ êëåòêàìè ìîëëþ-
ñêîâ ñîîáùàåòñÿ îá èñïîëüçîâàíèè 10%-íîãî DMSO. Â
ýòîì ñëó÷àå äîëÿ æèâûõ êëåòîê ïîñëå ðàçìîðàæèâàíèÿ
ñîñòàâëÿëà îò 68 äî 90 % (Odintsova, Tsal, 1995; Le Mar-
rec-Croq et al., 1998; Cheng et al., 2001; Poncet et al., 2002;
Hanquet-Dufour et al., 2006). Âîçìîæíî, áîëåå âûñîêàÿ
êîíöåíòðàöèÿ DMSO ñïîñîáñòâóåò ñîõðàíåíèþ æèçíå-
ñïîñîáíîñòè òàêèõ êëåòîê. Òåì íå ìåíåå ïîëó÷åííûå ðå-
çóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî êëåòêè êðàÿ ìàíòèè M. edulis,
ïðîæèâøèå â êóëüòóðå 22 ìåñ, ïåðåíîñÿò êðèîêîíñåðâà-
öèþ ñ âûæèâàåìîñòüþ íå ìåíåå 50 %.

Òàêèì îáðàçîì, ñðàâíèâàÿ ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñ
äàííûìè äðóãèõ àâòîðîâ, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî íàø ìåòîä
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ìàíòèè ìèäèè ïîçâîëÿåò áîëåå
äëèòåëüíî ñîõðàíÿòü æèçíåñïîñîáíîñòü è ôóíêöèîíàëüíóþ
àêòèâíîñòü êëåòîê ìîðñêèõ áåñïîçâîíî÷íûõ â óñëîâèÿõ

in vitro. Îïèñàííàÿ íàìè ïåðâè÷íàÿ êóëüòóðà ìîãëà áû ïî-
ñëóæèòü ìîäåëüþ äëÿ äàëüíåéøåãî èññëåäîâàíèÿ êëåòîê
áåñïîçâîíî÷íûõ è ñîçäàíèÿ ïîñòîÿííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 13-04-01739) è ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëå-
êóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».
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ÑULTURE OF MUSSEL MYTIULS EDULIS L. MANTLE CELLS
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Institute of Cytology RAS, St. Petersburg; 1 e-mail: ka6tanka@yandex.ru

To date, cell lines derived from marine invertebrates have not been available. Hence primary cell cultures
serve as model systems for various experiments. In present study we established primary culture of mussel My-
tilus edulis L. mantle cells. Cells were isolated by means of explant culture or enzymatic dissociation of mantle
tissue. They maintained viability up to 22 months regardless of culture initiation method. In course of culturing,
cells, which were transferred onto new plates, successfully attached to a new surface. Physiological activity of
cultured cells was also confirmed by formation of crystals, which appeared after 4—6 months. After continuous
time of culturing, mantle cells can be cryopreserved using 5 % DMSO with post-freezing survival up to 50 %.
These results demonstrate that M. edulis mantle cells can maintain viability and physiological activity for ex-
ceptionally long time and can be cryopreserved for further examination.

K e y w o r d s: marine invertebrates, mollusks, mantel, cell culture, cryconservation.
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