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В статье сообщается об использовании первичных тканевых культур в работе лаборатории тканевых и кле-
точных культур Северного государственного медицинского университета для оценки физиологического состо-
яния клеток организма при стрессовых реакциях, экстремальных воздействиях и воздействиях биологически 
активных веществ. Использовали метод первичных тканевых культур на поверхности стекла (стенке пробирок). 
В качестве питательной среды брали среду 199 с 10–15 % бычьей сыворотки. Опыты проводили на белых бес-
породных мышах с применением для культивирования ткани почек. Непосредственное охлаждение культи-
вируемых фрагментов ткани почек в течение 1 ч при температуре 20 °С приводило к уменьшению количества 
растущих культур, но однократное охлаждение самих животных при температуре –10 °С до состояния выра-
женного холодового наркоза сопровождалось увеличением числа растущих культур ткани почек по сравнению 
с контролем, что указывало на повышение функциональной активности клеток в этом органе. Общее облучение 
мышей лучами Рентгена в дозах 500 r и 1000 r, старение животных и полное голодание в течение 5 дн., как и 
острое отравление животных хлористым кадмием – ингибитором сульфгидрильных групп, приводило к за-
держке образования клеточных колоний при культивировании фрагментов почки.  Напротив, усиление роста 
культивируемых тканей почек наблюдалось через 3 и 5 дн. после подкожного ожогового воспаления, на 28-й 
и 30-й день роста в организме карциномы Эрлиха, на 3-й и 6-й день развития компенсаторной гипертрофии 
почки. В опытах in vitro, in vivo изучали также действие адреналина, ацетилхолина, гистамина, адренокортико-
тропного гормона (АКТГ) и некоторых веществ сульфгидрильной природы. Установили, что метод культиви-
рования ткани может применяться для выявления цитофизиологического состояния клеток в тканях организма 
при экстремальных воздействиях. 
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Основное научное направление работ со-
трудников Северного государственного ме-
дицинского университета (ранее – АГМИ) 
традиционно определяется региональной на-
учно-практической программой «Здоровье на-
селения Европейского Севера». В рамках этого 
направления в АГМИ в 1966–1967 годах была 
создана проблемная лаборатория по изучению 
акклиматизации человека на Крайнем Севе-
ре. Инициатором организации в составе этой 
лаборатории небольшой группы сотрудников, 
занимающихся тканевыми и клеточными куль-
турами, был известный хирург, заведующий 
кафедрой общей хирургии АГМИ, профессор 
Г.А. Орлов, который внес значительный вклад 
в изучение влияния низких температур  на ор-
ганизм человека [1]. Это и определило физио-
логическую направленность работы группы.

Основания для привлечения метода ткане-
вых и клеточных культур для углубленного изу- 
чения экстремальных состояний организма и 
проблемы влияния холода можно найти в самых 
ранних исследованиях [2]. Известные нам в то 
время факты показывали, что рост клеточных 
культур зависит от состояния организма до-
нора ткани, но многие вопросы оставались не-
изученными, в частности влияние пониженных 
температур и других экстремальных состояний 
организма на результаты культивирования. 

Изучение реакции клеток на экстремаль-
ные воздействия – одно из традиционных на-
правлений исследований ряда сотрудников и 
лабораторий Института цитологии АН СССР, 
связанное с изучением фундаментальных за-
кономерностей влияния низких температур на 
клеточные структуры [3, 4]. Интерес к этой 
проблеме сохраняется и в настоящее время [5, 
6]. В частности, привлекают внимание вопросы 
влияния экстремальных воздействий и низких 
температур на стволовые и опухолевые клетки. 
Ряд наших работ практического использования 
тканевых и клеточных культур также были опу-
бликованы в изданиях этого института [7]. 

В начале исследований  сотрудников группы 
тканевых культур АГМИ были изучены различ-
ные способы культивирования тканей взрослых 

животных как с использованием плазмы, так и 
без нее, а также различные варианты культиви-
рования: на покровных стеклах, на «плоту», в 
сосудах Карреля и др. Наиболее приемлемым 
оказался метод бесплазменного культивирова-
ния ткани в пробирках, когда фрагменты ткани 
размещали на ее стенке, а пробирки, закрытые 
пробками, помещали в неподвижных штативах 
в термостат. Опыты проводили на белых бес-
породных мышах. В качестве питательной сре-
ды использовали среду 199 с добавлением 10– 
15 % бычьей сыворотки [8]. 

Для морфологических исследований куль-
тивирование кусочков ткани производили пер-
воначально на покровных стеклах в пробирках. 
На каждом покровном стекле размером 24×8 мм 
размещали  до 8 кусочков. После культивиро-
вания покровные стекла обмывали в растворе 
Хенкса при температуре 37 °С, затем культу-
ры фиксировали в смеси Буэна и производили 
окраску препаратов в гематоксилине Карацци и 
эозине. В дальнейшем для этих целей исполь-
зовали миллипоровые фильтры «Сынпор» (Че-
хия) и «Миллипор» (Merck Millipore).

Для культивирования мы пробовали ис-
пользовать ткани различных органов взрослых 
животных: легких, селезенки, печени, кишеч-
ника, почки, семенников, яйцеводов. От взрос-
лых животных весом 20–25 г удалось получить 
рост ткани почек, семенников и яйцеводов, 
культуры тканей других органов были получе-
ны только от молодых животных весом 5–7 г. 
В связи с этим наиболее подходящими оказа-
лись ткани почек. С точки зрения физиологии 
почка – сложнейший и жизненно важный вы-
делительный орган, тесно связанный с мета-
болическими процессами в организме, в т. ч. с 
процессами терморегуляции и стрессовой ре-
акцией. Культура ткани почек достаточно одно-
родна и состоит в основном из эпителиальных 
клеток. 

Следует сказать, что зависимость образова-
ния и роста культур от величины и формы экс-
плантата вызывала необходимость использо-
вать приемы, обеспечивающие равноценность 
отбора кусочков в сравниваемые группы  на-
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блюдений. Небольшие размеры кусочков и не-
правильная их форма не позволяли производить 
отбор фрагментов ткани по каким-либо опреде-
ленным признакам. Для получения сравнимых 
результатов в опыте мы брали равные фрагмен-
ты органов, продолжительность их измельче-
ния была одинакова, кусочки отбирали одной и 
той же пастеровской пипеткой. Чтобы случай-
ные изменения условий культивирования в од-
ной из пробирок не влияли на результаты, экс-
плантаты размещали в нескольких пробирках. 
Для сопоставимости результатов при проведе-
нии исследований мы широко использовали та-
блицы случайных чисел [9]. Опыты проводили 
с учетом статистических рекомендаций [9–11]. 
Специально проведенные наблюдения показа-
ли, что используемые нами методики и приемы 
обеспечивают 5–10 %-ю точность однократно-
го определения, которая зависит от количества 
используемых фрагментов ткани.  Для стати-
стического сравнения результатов в контроль-
ных и опытных пробах, учитывая асимметрич-
ность распределения клеточных колоний по их 
величине в исходной совокупности, а также 
исходя из особенностей планирования опытов, 
мы использовали непараметрический критерий 
Вилкоксона и коэффициент корреляции рангов 
Спирмена [12, 13]. Рост клеток оценивали пу-
тем их подсчета в зонах роста и вычисления 
средних показателей численности по отноше-
нию к эксплантированным кусочкам. 

В дальнейших методических исследовани-
ях нами были изучены следующие факторы, 
влияющие на результаты культивирования тка-
ней взрослых животных [14]: влияние количе-
ства сыворотки в среде в диапазоне ее концен-
траций от 5 до 40 %; оптимальное количество 
фрагментов ткани, культивируемых в одной 
пробирке, при использовании 1 мл среды; ди-
намика роста культур в пробирках по дням без 
смены питательной среды; влияние  величины 
тканевого эксплантата на размер клеточной ко-
лонии; влияние инактивированной и не инакти-
вированной сыворотки на рост культур; значе-
ние сроков хранения сыворотки; роль качества 
стекла пробирок; роль центрального экспланта-

та для последующего развития клеточной коло-
нии (после его удаления) и значение исходного 
рН среды. В результате данных исследований 
удалось выбрать адекватные условия для куль-
тивирования тканей почки взрослых животных 
в закрытых пробирках при использовании 1 мл 
среды 199 и содержании сыворотки 15 %. Наи-
более оптимальным для роста культур оказа-
лось исходное рН среды 6,9,  использование 
от одного животного 30–40 фрагментов ткани, 
размещаемых на границе жидкой и газовой фаз 
среды. Выявилась также зависимость роста 
культур от возраста животного, дополнитель-
ного внесения в питательную среду глютати-
она или цистеина, которые оказывали на рост 
культур взрослых животных значительное ак-
тивирующее  влияние.  

Методика постановки культур была нами 
дополнительно стандартизирована и уточне-
на в зависимости от размещения культур на 
определенном расстоянии от дна пробирки и 
величины кусочков. Для отбора кусочков опре-
деленной величины мы предложили исполь-
зовать микропипетку, снабженную грушей с 
загнутым носиком и с небольшим диаметром 
входного отверстия. Также была предложе-
на специальная пипетка для суспендирования 
взвеси фрагментов ткани. 

Охлаждение мышей проводили при остром, 
подостром и хроническом режимах в холодиль-
ной камере. Кроме того, в отдельных опытах 
охлаждению подвергали и непосредственно 
фрагменты ткани, выделенные из организма 
перед культивированием [15, 16]. 

 На основании проведенных методических 
исследований, постановку культур произво-
дили следующим образом: после извлечения 
в стерильных условиях фрагменты отдельных 
органов измельчали ножницами в чашках Пе-
три, содержащих по 3 мл раствора Хенкса с 
антибиотиками (500 ед./мл пенициллина и 
стрептомицина).  Пастеровской пипеткой ку-
сочки ткани по одному переносили на  стенку 
пробирок и размещали их продольно на рас-
стоянии 4,0–4,5 см от дна пробирки. При одно-
кратном определении роста культур от одного 
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животного брали до 60 кусочков  ткани, кото-
рые размещали в 8–12 пробирках, до 10 кусоч-
ков в каждой. 

В пробирки для культивирования вноси-
ли 1 мл среды 199 с 15 % бычьей сыворотки и  
100 ед./мл пенициллина и стрептомицина, для 
активации роста дополнительно в среду вно-
сили 0,06 % цистеина. Пробирки с культурами 
под углом 2° помещали в неподвижных штати-
вах в термостат при температуре 37,5 °С. Чис-
ло выросших клеточных колоний и размер зон 
роста культур (оцениваемых по числу клеток в 
колонии) определяли через 72 ч от начала куль-
тивирования [14–16].

Исследования, проведенные с использова-
нием нашей методики культивирования ткани, 
показали, что клетки тканей почки при их не-
посредственном кратковременном охлаждении 
перед размещением в термостат проявляли вы-
сокую чувствительность к пониженным тем-
пературам. Охлаждение фрагментов ткани в 
течение 1 ч при температуре 20 °С приводило 
к угнетению образования  культур на 31,5 %, 
а при 0 °С – на 43 %. С увеличением экспози-
ции охлаждения угнетение роста культур было 
еще более выражено. Экспозиция фрагментов 
ткани при минусовых температурах вызывала 
почти полное подавление роста культур. Од-
нако при охлаждении уже растущих культур 
устойчивость клеток к кратковременному ох-
лаждению повышалась. 

После однократного охлаждения непо-
средственно самих животных при температуре 
–10 °С до состояния выраженного холодового 
наркоза (что имитировало замерзание челове-
ка в воде или на суше), напротив, наблюдалось 
увеличение образования культур на 51,0 % по 
сравнению с контролем. При заборе ткани че-
рез 72 ч после охлаждения животного отме-
чались еще большее увеличение образования 
культур и их более интенсивный рост. Все это 
указывает на то, что острое однократное ох-
лаждение организма сопровождается резко вы-
раженной активацией клеточной активности. 
Вместе с тем хроническое повторное глубокое 
охлаждение мышей в течение 14 дн. приводило 

к угнетению способности к росту клеток при 
культивировании на 26,0 % (р < 0,001). Данные 
результаты совпадают с выраженными физио-
логическими явлениями в организме у люби-
телей зимнего плавания [17] и характером за-
болевания рабочих и рыбаков, подвергавшихся 
длительному хроническому охлаждению, осо-
бенно во влажной среде [18].

Кроме воздействия пониженных темпера-
тур на рост культур также изучали целый ряд 
других экстремальных воздействий на орга-
низм и некоторых веществ, влияющих на его 
обменные процессы. Рост клеток тканей путем 
культивирования старались оценивать при тех 
же физиологических состояниях, при которых 
изучались изменения митотической активно-
сти клеток в организме [19–22]. Выбор широ-
кого спектра экстремальных воздействий был 
обусловлен необходимостью анализа различ-
ных механизмов регуляции этого процесса в 
организме. Свойства клеток тканей почек мы-
шей путем культивирования исследовали при 
следующих состояниях организма: при старе-
нии животных, общем облучении рентгеном в 
дозах 500 r и 1000 r (ЛД/50–ЛД/100), полном 
голодании животных в течение 5 дн. и остром 
отравлении хлористым кадмием – ингибитором 
сульфгидрильных групп в организме (0,05 мг 
на 1 г веса животного). Результаты исследова-
ний показали, что все эти воздействия на ор-
ганизм животного сопровождаются задержкой 
образования и роста клеточных колоний. 

Напротив, усиление способности к росту 
культивируемых тканей почек наблюдалось че-
рез 3 и 5 дн. после подкожного ожогового вос-
паления, на 28-й и 30-й день роста в организме 
карциномы Эрлиха, на 3-й и 6-й день развития 
компенсаторной гипертрофии почки, вызван-
ной удалением парного органа и однократной 
интенсивной физической нагрузкой. Измене-
ний роста ткани почек животных при культи-
вировании не наблюдалось после непрерывно-
го эфирного и мединалового наркоза в течение  
2,5 ч [23].

 В дальнейших наблюдениях мы попыта-
лись установить действие ряда биологически 
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активных веществ, принимающих участие  в 
регуляции физиологических процессов в ор-
ганизме.  Для опытов  мы избрали адреналин, 
ацетилхолин, гистамин, АКТГ и некоторые ве-
щества сульфгидрильной природы (цистеин и 
глютатион), а также ингибитор сульфгидриль-
ных групп – хлористый  кадмий. Выбор этих 
веществ был не случаен. Адреналин и ацетил-
холин являются основными медиаторами нерв-
ной системы, АКТГ – важнейшим гормоном, 
принимающим участие в развитии стрессовой 
реакции. Цистеин и глютатион регулируют де-
ление клеток. Гистамин способствует фагоци-
тозу и пролиферации клеток в организме, акти-
вирует ретикулоэндотелиальную систему [23].

Влияние данных веществ на способность 
тканей к росту при культивировании мы изуча-
ли как в условиях in vitro, так и при введении 
этих веществ в организм животных. Характер 
их влияния зависел от дозы и продолжитель-
ности экспозиции. При внесении их в среду на 
весь срок культивирования (72 ч) в большин-
стве случаев наблюдалось угнетение роста 
культур. Наиболее значительное угнетающее 
действие вызывали адреналин, гистамин и ин-
гибитор сульфгидрильных групп – хлористый 
кадмий. В пересчете на молярные концентра-
ции минимальное статистически значимое  
(р < 0,05) действие адреналина проявля-
лось при 3,04·10-5 М, ацетилхолина – при ми-
нимальной концентрации 3,44·10-4 М, гистами-
на – при концентрации 5,1·10-5 М, а хлористого 
кадмия – в концентрации 6,74·10-4 М. 

Напротив, активирующее действие цисте-
ина и глютатиона выявлялось в широком диа-
пазоне концентраций (от 0,0054 до 0,1000 %). 
Стимулирующее влияние цистеина на рост 
тканей взрослых животных было более значи-
тельно, чем влияние глютатиона. После одно-
кратного введения этих веществ животным ста-
тистически значимое  изменение роста ткани 
почек мышей в культуре отмечалось в первые 
2–4 ч после введения на 1 г веса животного: ги-
стамина – 0,2500 мг, ацетилхолина – 0,0300 мг 
и адреналина – 0,0066 мг. При повторных вве-
дениях мышам в течение 4 дн. гистамина, адре-

налина, а также в течение 12 дн. АКТГ по 5 ед. 
ежедневно изменений в образовании и росте 
клеток почек в культуре обнаружено не было.

Таким образом, проведенные исследования 
показали, что действие адреналина, ацетилхо-
лина, гистамина, АКТГ на образование и рост 
клеточных колоний проявляется лишь в  до-
статочно высоких дозах, значительно превы-
шающих физиологические. Обращает на себя 
внимание активирующее влияние на рост куль-
тур цистеина и глютатиона. Вместе с тем полу-
ченные результаты показали, что влияние этих 
веществ на образование клеточных колоний 
менее выражено по сравнению с действием на 
митотическую активность клеток в организме.

В результате проделанной работы можно 
заключить, что путем культивирования удается 
обнаружить изменения свойств клеток не толь-
ко при старении, но и при некоторых других 
физиологических и экстремальных состояниях 
организма: остром и хроническом охлаждении, 
воспалении, опухолевом росте, стрессе, физи-
ческой нагрузке, голодании, компенсаторной 
гипертрофии, облучении рентгеном и др. Пока-
зано влияние ряда биологически активных ве-
ществ на процессы, связанные с образованием 
и ростом тканевых культур. Однако оказалось, 
что при культивировании на ранних этапах 
роста культур каких-либо морфологических 
особенностей клеток в зоне роста выявить не 
удается. 

С учетом того, что исследования, выпол-
няемые в лаборатории тканевых и клеточных 
структур, связаны с адаптацией человека к 
экстремальным условиям, казалось логичным 
обсуждать полученные результаты также с по-
зиций физиологии и патофизиологии, привле-
кая физиологические механизмы адаптации, 
стрессовую реакцию, явления общего адапта-
ционного синдрома, при которых также проис-
ходят мобилизация пластического материала, 
повышение уровня синтетических процессов, 
гормональной активности и физиологической 
регенерации. При этом наиболее четко изме-
нения обнаруживаются в фазы мобилизации 
и резистентности, когда отмечается усиление 
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образования и роста клеточных колоний при 
культивировании, а также в фазу истощения, 
которая сопровождается их угнетением. Не 
противоречит этому и мнение А.А. Кронтов-
ского, утверждавшего, что условия жизни кле-
ток тканей при культивировании во многом 
сходны с теми, которые имеют место в организ-
ме при регенерации, заживлении ран, новооб-
разовании тканей, воспалении [24]. Аналогич-
ного мнения придерживалась В.М. Смирнова 
[25]. Н.Г. Хлопин в своей монографии «Куль-
тура тканей» писал, что явления, наблюдаемые 
в эксплантатах, имеют много общего с процес-
сами регенерации и так называемыми воспа-
лительными разрастаниями в целом организме 
[26]. С.Я. Залкинд также считал, что культура 
тканей является удобным объектом для изуче-
ния некоторых важных сторон процесса реге-
нерации и что регенерация культуры имеет из-
вестные черты сходства с заживлением ран в 
организме [27].

На основании проведенных исследований 
мы пришли к следующим выводам:

1. Метод культивирования ткани может 
применяться для выявления цитофизиологи-
ческого состояния клеток организма, их жиз-
неспособности при перестройке метаболиз-
ма в новых условиях; способности клеток к 
трансформации и миграции, взаимодействию 
со стеклом и образованию растущей колонии, 
митотической активности и других явлений на-
чальной фазы культивирования.

2. Образование и рост тканей взрослых 
животных при культивировании in vitro за-
висит от ряда условий: характера подложки, 
рН среды, способов размещения тканей на 
подложке, свойств сыворотки. Значительное 
влияние на интенсивность роста культур ока-
зывают свойства первичного эксплантата (вид 

ткани, возраст донора), используемого для 
культивирования, который является основным 
источником пролиферативно-активных клеток 
в зоне роста. 

3. Воспроизводимость результатов при ис-
пользовании тканевых культур для оценки 
роста тканей взрослых животных и человека 
может достигать 5–10 %. Дальнейшее повыше-
ние точности наблюдений может достигаться, 
в частности, за счет увеличения числа микро-
фрагментов ткани и совершенствования крите-
риев оценки их роста.

4. Изучение роста тканей in vitro показало, 
что при различных физиологических и экстре-
мальных состояниях организма удается уста-
новить как усиление, так и угнетение активно-
сти клеток при образовании и росте клеточных 
культур. 

5. Изучение влияния на образование и рост 
клеток in vitro и in vivo ряда биологически ак-
тивных веществ: адреналина, ацетилхолина, 
гистамина, АКТГ, цистеина, глютатиона и хло-
ристого кадмия – показало, что наиболее зна-
чительное угнетающее влияние на рост клеток 
оказывают адреналин, гистамин и хлористый 
кадмий, в то время как цистеин и глютатион 
оказывают на рост культур активирующее дей-
ствие. При этом действующие на образование 
и рост культур почек in vitro дозы адреналина, 
ацетилхолина, гистамина и хлористого кадмия 
были значительно выше, чем активные физио-
логические дозы этих веществ для самого ор-
ганизма. 

6. Количественный метод оценки свойств 
клеток организма  путем культивирования мо-
жет быть рекомендован для изучения физио-
логических и экстремальных состояний ор-
ганизма, а также биологического действия 
фармакологических и токсических веществ. 
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THE STUDY OF EXTREME STATES OF THE HUMAN BODY BY TISSUE CULTURE  
(from the Experience of Northern State Medical University)

The article reports on the work of the Tissue and Cell Culture Laboratory (Northern State Medical 
University) regarding the use of primary tissue cultures to assess the physiological state of cells by 
studying their response to stress, extreme effects and impacts of biologically active substances. The 
method of primary tissue cultures on the glass surface (tube wall) was utilized. Medium 199 with 10– 
15 % bovine serum was taken as a nutrient medium. The experiments were conducted on white outbred 
mice with the use of kidney tissue. Direct cooling of tissue for one hour at a temperature of 20 °C 
resulted in a decrease in the number of growing cultures, whereas a single cooling of the animals 
at a temperature of –10 °C to the state of cold anaesthesia was accompanied by an increase in the 
number of kidney tissue cultures compared to the control, indicating an improvement in the functional 
activity of cells in this organ. Total irradiation of mice with X-rays in the doses of 500 r and 1000 r, 
ageing of the animals and their complete starvation for 5 days, as well as their acute poisoning with 
cadmium chloride – an inhibitor of sulfhydryl groups – resulted in delayed formation of cell colonies. 
Conversely, an enhanced growth of cultivated kidney tissues was observed on the 3rd and 5th day after 
subcutaneous burn inflammation, 28th and 30th growth day of Ehrlich carcinoma, and on the 3rd and 
6th day of the development of compensatory renal hypertrophy. Further, in vitro and in vivo experiments 
studied the effect of adrenaline, acetylcholine, histamine, adrenocorticotropic hormone (ACTH) and 
some substances of sulfhydryl nature. It was found that the method of tissue culture can be applied to 
identify the cytophysiological state of the body’s tissue cells under extreme stress.

Keywords: tissue culture techniques, extreme states of the body, stress response, tissue growth and 
regeneration. 
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