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Введение 
Среди большого разнообразия типов стволо-

вых клеток, которые предлагаются к использова-
нию, мезенхимальные стволовые клетки (МСК) 
жировой ткани заслуживают особого внимания. В 
течение длительного времени жировая ткань рас-
сматривалась как пассивное депо энергетических 
субстратов. Однако к настоящему времени она 
получила статус эндокринного органа с разнооб-
разными функциями. Жировая ткань сама секре-
тирует целый спектр важных регуляторных фак-
торов и чутко реагирует на смену условий в орга-
низме. Так что не удивительно, что в ней были 
обнаружены стволовые клетки [1]. 

Популяцию клеток, полученных из жировой 
ткани, принято называть стромально-васкулярной 
фракцией. Она включает в себя разные группы 
клеток: моноциты, макрофаги, Т-лимфоциты, 
фибробласты, перициты, гладкомышечные клет-
ки, эндотелиоциты и преадипоциты. Впервые 
подобные клетки были выделены еще в 70-х го-
дах, но к их практическому применению пришли 
только в последние годы, благодаря усовершен-
ствованию технологий липосакции и клеточных 
технологий. Согласно рекомендациям Между-

народного общества по применению техноло-
гий с жировой тканью для МСК, выделенных 
из жировой ткани, принято определение «ство-
ловые клетки жировой ткани» (Adipose-Derived 
Stem Cells — ASCs). 

Адипоциты могут быть получены под ме-
стной анестезией при сравнительно малобо-
лезненной косметической липосакции, липоас-
пирации подкожного жира или в ходе эксцизии 
жировых отложений. Кроме того, получение 
жировой ткани может являться сопутствующей 
процедурой при лапароскопических, лапаро-
томических и других хирургических вмеша-
тельствах. Количество клеток, полученных из 
липоаспирата, намного превышает объемы, ко-
торые могут быть получены из других источ-
ников, если сравнивать общую травматичность 
и длительность манипуляции. Оптимальный 
объем липоаспирата для эффективного выде-
ления клеток — 200–250 мл. Возможность же 
последующего культивирования позволяет на-
растить клеточную массу до необходимого ко-
личества и вовсе из малых количеств материа-
ла (от 5 мл липоаспирата). Немаловажен и тот 
факт, что в сравнении, например, с костным 
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мозгом, в котором только 0,01–0,001 % ядер-
ных клеток имеют признаки МСК, в жировой 
ткани этот показатель на порядки выше [1]. 

Для многих пациентов значимым аргумен-
том служит то, что полученные клетки жиро-
вой ткани являются аутологичными, и это сво-
дит к минимуму вероятность реакции оттор-
жения трансплантата. Наиболее перспективной 
является направленная дифференцировка ASCs 
в нужные для пациента типы клеток с помо-
щью использования специальных условий 
культивирования и различных цитокинов. В 
экспериментальных работах на культурах кле-
ток человека и животных показано, что кроме 
классической дифференцировки в жировые, 
хрящевые и клетки костной ткани, из ASCs 
ученым удавалось получить клетки сердечной 
мышцы, клетки сосудов, мышечные и нейро-
но-подобные клетки, эпителий сетчатки [1, 2]. 

Ежегодно в мире выполняется более 20 млн. 
операций грыжесечения, что составляет 10–15 % 
от всех оперативных вмешательств [3, 4, 5]. 
Вместе с тем количество больных с грыжей 
передней брюшной стенки продолжает оста-
ваться высоким и доходит до 7 % взрослого 
населения планеты. Также от 3 до 19 % лапа-
ротомий приводят в последующем к образова-
нию послеоперационных вентральных грыж [6, 
7, 8]. За последнее десятилетие наблюдается 
стремительное развитие использования синте-
тических материалов и отказ от традиционных 
методик в герниопластике. Во всем мире являет-
ся «золотым» стандартом использование синте-
тических материалов сетчатой структуры при 
герниопластике. Это позволило уменьшить чис-
ло рецидивов заболевания до 0,7–1,4 % [9]. Од-
нако отдаленные результаты протезирующей 
герниопластики могут снижать качество жизни 
пациентов вследствие чувства «инородного» те-
ла, хронического болевого синдрома от 1 до 30 
% [10]. Развитие данных осложнений зависит от 
травматичности вмешательства, вида герниопла-
стики, массы и плотности протеза, его физиче-
ских и химических характеристик [11, 12]. 

Наиболее часто используются протезы из 
полипропилена (ПП) и политетрафторэтилена 
(ПТФЭ) из-за их относительной дешевизны, 
простоте изготовления и сохранения механи-
ческой прочности. 

ПП имплант из-за выраженной реакции ор-
ганизма вызывает формирование грубой соеди-
нительно-тканной капсулы, сморщивающей про-
тез. Не решен вопрос о минимизации реакции на 
имплантацию ПП. Попытки создать более эла-
стичный и более «легкий» протез за счет ком-
бинации ПП с рассасывающимися материала-
ми не только не улучшил, а даже ухудшил ре-
зультаты лечения больных с послеоперацион-
ными вентральными грыжами [13]. 

Протез из ПТФЭ имеет ряд недостатков: 
он обладает низкой сопротивляемостью к ин-
фекции и при развитии раневой инфекции его 
необходимо удалять. Размер пор 1–6 мкм не 
обеспечивает сквозное прорастание соедини-
тельной тканью, которая покрывает протез сна-
ружи и не дает надежную фиксацию. Незначи-
тельный размер пор, высокая гидрофобность, от-
рицательный электрический заряд предотвра-
щают клеточное внедрение, содействуют перси-
стенции бактерий, так как они в ячейках защи-
щены от уничтожения макрофагами [14]. 

Данные литературных источников указыва-
ют, что на сегодняшний день отсутствует опти-
мальный синтетический материал для протези-
рующих герниопластик. 

Материалы и методы 
Объектом исследования были МСК ЖТ 

белых беспородных лабораторных крыс-самцов 
(возраст 8 месяцев, масса тела 180–200 г), 
культивированные на сетчатом эндопротезе 
«Эсфил», применяемом для пластики грыже-
вых дефектов. Хирургическая сетка «Эсфил» 
(«Линтекс», Россия) состояла из мононитей 
монофиламентного ПП. Диаметр нити 0,12 мм, 
толщина сетки 0,5 мм, поверхностная плот-
ность 62 г/м2, объемная пористость 85 %. Экс-
периментальные исследования проводились в 
соответствии с приказом Минвуза СССР № 742 
от 13 ноября 1984 г. «Об утверждении правил 
работ с использованием экспериментальных жи-
вотных», Конвенцией по защите животных, ис-
пользуемых в эксперименте и других научных це-
лях, принятой Советом Европы в 1986 г., согласно 
«Положению о порядке использования лаборатор-
ных животных в научно-исследовательских рабо-
тах и педагогическом процессе Гомельского го-
сударственного медицинского института и мерах 
по реализации требований биомедицинской эти-
ки», утвержденному Ученым Советом ГГМУ 
№ 54-А от 23.05.2002 г., и требованиями, рег-
ламентирующими работу с эксперименталь-
ными животными. 

Выделение МСК жировой ткани 
Образцы жировой ткани размером 0,5–1 см3, 

полученные путем лапаротомии от участка 
большого сальника крыс-самцов, помещали в 
стерильный холодный (4 °С) раствор Хэнкса. 
Ткань гомогенизировали механически с помо-
щью хирургических инструментов (ножницы, 
пинцеты). Фрагменты ткани энергично встря-
хивали на вортексе. Полученную суспензию 
смешивали с равным объемом раствора 0,075 % 
коллагеназы I типа (Sigma, США). Инкубиро-
вали в течение 45–60 мин при 37 °С (в термо-
стате) при периодическом (каждые 10–15 мин) 
легком помешивании. Для нейтрализации фер-
мента добавляли к смеси равный объем фос-
фатного буфера (р-р Хэнкса) с 10 % ФБС. Цен-
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трифугировали при 1200 rpm (330 g) 10 мин. 
Отбирали и удаляли супернатант, оставляя 
примерно 1–2 мл осадка. Снова добавляли 8–
10 мл фосфатного буфера (р-р Хэнкса) с 10 % 
ФБС с последующим центрифугированием в 
течение 10 с при 1200 rpm (330 g). 

Полученную суспензию клеток осторожно 
собирали в стерильную пробирку и отмывали с 
10–15 мл раствора Хэнкса с 2 % телячьей эм-
бриональной сывороткой путем центрифугиро-
вания в течение 7 мин при скорости 1000 rpm. 
Процедуру отмывки повторяли дважды. Полу-
ченный супернатант помещали в новую сте-
рильную пробирку. Оставшийся осадок удаля-
ли. Полученную клеточную суспензию отмы-
вали добавлением 8–10 мл фосфатного буфера 
(р-р Хэнкса) с 10 % ФБС. После максимально 
возможного удаления супернатанта объем кле-
точной суспензии доводился до 1–2 мл. 

Подсчитывали количество клеток и оценива-
ли жизнеспособность, используя камеру Горяева. 

Культивирование МСК жировой ткани 
Клеточную суспензию для получения пер-

вого пассажа высевали в концентрации 1×104 
клеток на 1 см2 в культуральные флаконы. В 
качестве культуральной среды использовали 
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), 
содержащей 10 % ЭТС, 1 % раствора глутамина 
и смеси антибиотиков: пенициллин — 100 U/ml, 
стрептомицин — 100 μg/ml, неомицин — 0,25 μg/ml 
(«Sigma», США). Флаконы помещали в СО2-
инкубатор (37 °С, 5 % СО2) и выдерживали для 
прикрепления клеток в течение 48 ч. Среду с 
неприкрепившимися клетками удаляли, куль-
туры бережно отмывали D-PBS и заменяли 
среду культивирования на свежую. Дальней-
шие смены среды проводили через 3–4 суток. 
Мониторирование культуры проводили с по-
мощью инвертированного микроскопа. По ме-

ре роста и достижения субконфлюентного со-
стояния (75 % конфлюэнтности) клетки снима-
ли 0,25 % трипсином-ЭДТА («Sigma», США) и 
пересевали в новые флаконы с разведением 
1:3–1:10. Для экспериментов использовали 
МСК второго пассажа. 

Культивирование МСК совместно с 
сетчатым эндопротезом 

Клетки отмывали D-PBS и помещали в 
лунки 6-луночного планшета («Sarstedt GmbH», 
Германия). Было использовано 10 сеток для 
опытной и 2 — для контрольной группы. В 
планшет с сетками засевали МСК второго пас-
сажа в количестве 2×104 клеток на см2 в 1 мл 
полной культуральной среды DMEM. Сетки во 
избежание всплывания прижимали ко дну фраг-
ментами стерильных наконечников дозаторов. 
Культивирование проводили в течение 7 суток. 

По окончании культивирования среду в 
планшете осторожно заменяли на PBS, содер-
жащий смесь ДНК-тропных флуоресцентных 
красителей: Hoechst 33258 (проникает через ин-
тактную плазматическую мембрану, окрашивает 
ядра живых и мертвых клеток, имеет голубую 
флуоресценцию) и пропидиум йодид (не прони-
кает через интактную плазматическую мембрану, 
окрашивает ядра только мертвых клеток, имеет 
красную флуоресценцию). Инкубировали 10 ми-
нут, после чего микроскопировали. Флуоресцент-
ный микроскоп — Люмам И1 («ЛОМО» Россия). 

Результаты и обсуждение 
Основные стадии формирования первич-

ных колоний и роста культур МСК не отлича-
лись от описанных в литературных источниках 
[15, 16, 17]. На 2 пассаже культуры были пред-
ставлены морфологически гомогенной попу-
ляцией одноядерных фибробластоподобных 
веретеновидных клеток, иногда с небольшим 
количеством отростков (рисунок 1.) 

 

 
Рисунок 1 — Морфология нативной культуры МСК, 2 пассаж, 

7 сутки культивирования. Объектив 30х 
 
 
В логарифмической фазе роста среднее 

время удвоения клеточных популяций варьиро-
вало от 18 до 36 ч. Известно, что липоаспират 
превосходит костный мозг по выходу стро-

мальных клеток [15]. Это может быть связано с 
особенностями кровоснабжения жировой ткани 
и высокой плотностью капилляров. Однако 
среди эндотелиальных клеток, перицитов, тка-
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невых фибробластов и некоторых других кле-
точных типов, попадающих в осадочную фрак-
цию после центрифугирования и способных 
прикрепляться к поверхности культурального 
пластика, вероятно, только МСК находят необ-
ходимые условия для активного роста. 

Для мониторинга пролиферации культуру кле-
ток микроскопировали под световым инверти-
рованным микроскопом Leica DM IL (Leica 
Microsystems, Германия), увеличение 4х. Фокуси-
ровка объектива осуществлялась на разных уровнях: 
на поверхности сетки, на дне плашки (рисунки 2–3). 

 

                         
     Рисунок 2 — Микроскопия культуры МСК                Рисунок 3 — Микроскопия культуры МСК 
   под световым микроскопом. Фокусирование       под световым микроскопом. Фокусирование на клетках, 
           на поверхности сетки. Объектив 4х                прикрепленных на поверхности планшета. Объектив 4х 
 
 

При проведении флуоресцентной микро-
скопии на хирургической сетке «Эсфил» были 
обнаружены редкие одиночно расположенные 
живые клетки, ядра которых окрасились в голу-
бой цвет. Распределение клеток на синтетиче-
ском материале было неоднородным, как прави-
ло, только в участках переплетения нитей и уз-
лах. В качестве контрольного образца использо-
вали клетки костного мозга крыс, полученные за 
сутки до исследования (хранение при температу-
ре 4 °С). К контрольному образцу добавляли 5 мл 
раствора Hoechst 33258 в PBS и 20 мкл пропиди-
ум йодида. Инкубировали 10 мин. Микроскопи-
ровали под флуоресцентным микроскопом, ис-
пользуя голубой фильтр-насадку, объектив 30х. 

С целью исключения возможных потерь 
клеток при процедуре отмывки было проведе-
но окрашивание сетчатого материала непо-
средственно в лунках планшета в культураль-
ной среде и без нее. 

Для этого в лунки планшета, содержащие 
фрагменты хирургической сетки и культуру 

МСК, добавили 2 мл раствора Hoechst 33258 в 
PBS и 20 мкл пропидий йодида в концентра-
ции 25 мкг/мл. Параллельно из других лунок 
отбирали культуральную среду и добавляли 2 мл 
раствора Hoechst 33258 в PBS и 20 мкл пропи-
дий йодида (концентрация 25 мкг/мл). Прово-
дили флуоресцентную микроскопию. 

В данных вариантах экспериментов, к со-
жалению, не удалось получить удовлетвори-
тельное изображение, так как культуральная 
среда, содержащая индикатор феноловый 
красный, давала сильный аутофлуоресцент-
ный фон, не позволяющий провести диффе-
ренцирование клеток, содержащих флуорес-
центные красители. 

Для подтверждения роста клеток лунки, из 
которых извлекли сетку, дважды отмыли рабо-
чим раствором PBS и добавили 5 мл раствора 
Hoechst 33258 в PBS. Микроскопировали и на-
ходили поля зрения в проходящем свете, затем 
переключали на флуоресцентную микроско-
пию (рисунок 4). 

 

 
Рисунок 4 — Микроскопия в проходящем свете культуры МСК, закрепленной 

на дне лунки планшета (стрелками указаны МСК). Объектив 30х 
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При подсчете МСК, закрепленных на по-
верхности планшета, число жизнеспособных 
клеток варьировало от 72 до 84 в поле зрения, 
в то время как количество клеток, фиксирован-
ных на ПП эндопротезе, было единичным — 2–
4 в поле зрения. 

Заключение 
1. Адаптирован и апробирован оптималь-

ный метод выделения МСК из жировой ткани 
лабораторных животных (крыс). 

2. В экспериментальной модели на лабора-
торных животных проведен анализ возможности 
применения ПП сетчатого эндопротеза в качест-
ве внеклеточной опорной матрицы для культи-
вирования МСК жировой ткани in vitro при раз-
работке биоинженерных трансплантатов. 

3. Количество МСК жировой ткани, за-
фиксированных на сетке, было единичным, и 
они, как правило, располагались на пересече-
нии волокон. Количество клеток недостаточно 
для использования их в составе биоинженер-
ных конструкций с использованием ПП. 

4. Для повышения эффективности адгезии 
МСК ЖТ необходимо модифицирование ПП 
эндопротезов. 
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