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Ультраструктурное исследование клеточного монослоя и межклеточного вещества в культуре клеток 
жировой ткани крыс обнаружило три субпопуляции. В цитоплазме клеток преобладающей субпопуляции 
адипоцитарного фенотипа выявлялись крупные липидные капли, имеющие тенденцию к слиянию. Сами 
клетки располагались группами в просветленном межклеточном пространстве с единичными фибрил-
лами, следовательно, поддерживали адгезию преимущественно за счет искусственного субстрата. Орга-
низация цитолеммы, ядра и органелл клеток второй субпопуляции свидетельствовала об их активном 
функциональном состоянии. В околоклеточном окружении обнаруживались фибриллярные структуры, 
отсутствующие в цитоплазме. Морфология клеток третьей фибробластоподобной субпопуляции указы-
вала на активную белок-синтетическую функцию. В периферических участках цитоплазмы этих клеток 
в значительном количестве обнаруживались волокнистые структуры, иногда заканчивающиеся в области 
десмосом, а во внеклеточном пространстве располагались протяженные фибриллярные структуры, иден-
тичные по диаметру и плотности внутриклеточным. Сформированный внеклеточный матрикс сохранял 
тенденцию к локализации вокруг клеток-продуцентов. Неоднородность клеточного монослоя может яв-
ляться следствием гетерогенности исходной популяции либо указывать на процессы дифференцировки, 
спонтанно происходящие в стареющей культуре.
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An ultrastructural study of the cell monolayer and the intercellular substance in the cell culture of the rat adipose 
tissue revealed the presence of three subpopulations of cells. In the cytoplasm of the cells of the predominant subpopu-
lation of the adipocytic phenotype, large lipid droplets with a tendency to fusion were detected. Cells of the adipocyte 
phenotype were located as groups in the enlightened intercellular space with single fibrils, therefore, they maintained 
adhesion mainly due to an artificial substrate. The organization of the cytolemma, nucleus, and organelles of the cells 
of the second subpopulation indicated their active functional state. In the pericellular space, fibrillar structures were 
found that were absent in the cytoplasm. The cell morphology of the third fibroblast-like subpopulation indicated an 
active protein-synthetic function. In the peripheral areas of the cytoplasm of these cells a significant number of fibrous 
structures were found, sometimes ending in the desmosome region, and in the extracellular space there were extended 
fibrillar structures identical in diameter and density to the intracellular ones. The formed extracellular matrix retained a 
tendency to localize around the producer cells. The heterogeneity of the cell monolayer may be a consequence of the het-
erogeneity of the initial population or indicate the differentiation processes that occur spontaneously in an aging culture.
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Введение
Успехи последних лет в молекулярной биологии 

и доступность лабораторных технологий позволили 
ученым продвинуться в области культуральных ис-
следований и клеточных технологий [1–2]. Изучение 
стволовых клеток показало не только перспектив-
ность их регенераторных и регуляторных свойств, 
но и потенциальную опасность применения [3–7]. 
Морфологическая и функциональная гетерогенность 
мезенхимальных стромальных клеток (МСК), обус-
ловленная как неоднородностью популяций стволо-
вых клеток в живом организме, так и методическими 
особенностями их выделения, культивирования и се-

лекции in vitro, затрудняет интерпретацию данных, 
полученных в разных лабораториях [8–9]. Выделе-
ние МСК подразумевает ферментативную обработку 
биологического материала с последующей селекци-
ей клеток, обладающих адгезией к культуральному 
пластику [2]. При использовании столь неспецифи-
ческого подхода свойства поверхности субстрата 
не только предопределяют клеточный состав первич-
ных культур, но и детерминируют морфологические 
особенности популяций в ходе дальнейшего пассиро-
вания. По наблюдениям ряда исследователей, через 
3–4 субкультивирования популяции МСК приобре-
тают однородность [10–11], другие авторы обнару-
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живают гетерогенность клеточных линий и на более 
поздних пассажах [9]. Как правило, клетки типируют 
c помощью проточной цитофлюориметрии и свето-
оптического изучения по экспрессии поверхностных 
и внутриклеточных маркеров, по основным морфоло-
гическим параметрам и пролиферативной активности 
[12]. Установлено, что МСК из костного мозга, жи-
ровой ткани, кожи, плаценты и тимуса человека при 
выделении и культивировании в идентичных услови-
ях обладают сходными морфологическими характе-
ристиками и практически не отличаются экспрессией 
основных маркерных генов [13]. Однако, несмотря 
на интенсивное изучение этих клеток, многие аспек-
ты их биологии остаются неясными, в том числе их 
ультраструктурная организация, которая позволяет 
подробнее дифференцировать клеточные фенотипы, 
не различимые на светооптическом уровне.

Цель исследования: изучить ультраструктур-
ную организацию субпопуляций и межклеточного 
вещества мезенхимальных стромальных клеток жи-
ровой ткани крыс и дифференцировать клеточные фе-
нотипы, не различимые на светооптическом уровне.

Материал и методы
В работе использовали биологический материал 

беспородных белых самок крыс (n = 14) весом 150–
200 г, которые содержались в стандартных условиях 
вивария. Содержание животных и все манипуляции 
с ними проведены в соответствии с международными 
правилами «Guide for the Care and Use of Laboratory 
Animals». Под ингаляционной анестезией парами 
эфира подкожный жир получали из паховой области 
крыс; выведение животных из эксперимента осущест-
влялось путем передозировки эфирного наркоза в со-
ответствии с требованиями Европейской конвенции 
по защите экспериментальных животных 86/609 EEC. 
Выделение МСК проводили по Р. Zuk et al. [2]. Измель-
ченные образцы жировой ткани дезинтегрировали 
раствором коллагеназы I типа (200 ед./мл) в среде Игла 
в модификации Дульбеко (DMEM, «Invitrogen», США) 
со стрептомицином и пенициллином (500 ед./мл) при 
37° С в течение 60 минут. После инактивации фермен-
та равным объемом среды DMEM, содержащей 10% 

фетальной телячьей сыворотки («Gibco», США), клет-
ки осаждали центрифугированием. Осадок отбирали, 
ресуспендировали, очищали от эритроцитов гемоли-
зом. Клетки повторно центрифугировали, пропускали 
через нейлоновое сито 100 мкм и высевали в чашки 
Петри. Клетки выращивали на питательных средах 
DMEM, RPMI-1640 или DMEM/F12 соответ ственно 
с добавлением антибиотиков и 10% фетальной теля-
чьей сыворотки. В работе использовали клетки пер-
вого–четвертого пассажей.

Приготовление препаратов культуры клеток для 
электронной микроскопии проводилось по стан-
дартным протоколам в модификации для большого 
количества случайно ориентированных клеток, поз-
воляющей сохранить морфологию прикрепленной 
культуры. Клетки фиксировались непосредственно 
в культуральном сосуде без предварительного отде-
ления от субстрата, затем снимались при помощи 
шпателя. Перед фиксацией клетки дважды отмыва-
лись от культуральной среды 2 мл фосфатного буфера 
по 1 мин. Фиксировали при комнатной температуре 
в 2,5% растворе глютарового альдегида на фосфатном 
буфере (0,1 М рН 7,2). Через 30 мин культуру клеток 
отмывали от фиксатора тем же буфером 3 раза по 5 ми-
нут, затем шпателем отделяли от дна культуральной 
посуды, добавляли буфер и осаждали центрифугиро-
ванием со скоростью 1000 об./мин в течение 5 мин. 
Осадок, промытый буфером, подвергали постфикса-
ции в 1% растворе OsO4 в течение 1 часа. Полутонкие 
и ультратонкие срезы изготавливали на ультрамикро-
томе PowerTomeX (Великобритания), образцы про-
сматривали под электронным микроскопом LVEM 5 
(Delong Instruments, Канада) и Philips CM 10 (Япония).

Результаты и их обсуждение
Анализ результатов электронного микроскопиро-

вания культуры клеток и межклеточного вещества 
экспериментальных животных 4-го пассажа, инку-
бированных в течение 25 дней, показал существо-
вание трех клеточных субпопуляций, отличающихся 
фенотипически.

В преобладающей субпопуляции клетки распола-
гались компактно, плотными группами в просветлен-
ном межклеточном пространстве (рис. 1а, б). В суб-

Рис. 1. Клетки адипогенной субпопуляции: а – группа клеток в просветленном экстрацеллюлярном матриксе, ×12 тыс.;  
б – липидные капли в периферических участках цитоплазмы, ×17 тыс.

a б
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страте экстрацеллюлярно обнаруживались только 
единичные фибриллы и их пучки незначительной 
длины. Цитолеммы клеток имели относительно 
ровные очертания либо выявлялись их неглубокие 
инвагинации. На отдельных участках клетки контак-
тировали цитолеммами по принципу «шип–гнездо», 
более сложные виды контактов (десмосомы) не вы-
являлись. Ядра характеризовались вытянутой фор-
мой, в ядерном матриксе хроматин был распределен 
равномерно, определялись 1–2 ядрышка.

Обращал на себя внимание тот факт, что в цито-
плазме не выявлялись фибриллярные структуры. 
Профили эндоплазматического ретикулума грану-
лярного типа, расширенные и разветвленные, были 
заполнены веществом средней электронной плотнос-
ти. Митохондрии единичные, умеренных размеров. 
Рибосомы были распределены равномерно в цитоп-
лазме, полисом не образовывали. Характерной чер-
той клеток этого цитофенотипа являлось наличие 
крупных липидных капель разного диаметра, имею-
щих тенденцию к слиянию и оттесненных от ядра 
клетки к ее периферии (рис. 1б). Отмеченная особен-
ность позволяет нам отнести клетки этого фенотипа 
к адипогенной линии дифференцировки.

Клетки второй субпопуляции характеризовались 
вытянутой формой, ядро каждой из них при этом 
было расположено центрально и занимало зна-
чительное пространство, повторяя форму клетки 
(рис. 2а). Перинуклеарное пространство ядра вы-
глядело слегка расширенным, причем промежуток 
между наружной и внутренней мембранами по все-
му периметру был абсолютно равномерным. Хорошо 
идентифицирующиеся поры кариолеммы были рас-
ширены, в околопоровом пространстве цитоплазмы 
определялись многочисленные рибосомы. Хрома-
тин отличался гомогенностью организации и был 
представлен в основном эухроматиновой фракцией, 
в ядрах выявлялись 1–2 ядрышка.

Околоядерный объем цитоплазмы характери-
зовался большим количеством органелл и включе-
ний. Каналы эндоплазматической сети отличались 
большей протяженностью в сравнении с таковыми 
в клетках первой субпопуляции, преобладал грану-

лярный тип ретикулума. Мембраны этих каналь-
цев контактировали с цитолеммой, часто они были 
расположены около ее инвагинаций. В отдельных 
полях зрения наблюдалась экскреция фибриллярно-
го белка при опорожнении везикулярных структур. 
Митохонд рии были вытянуты вдоль ядра, в их мат-
риксе определялись многочисленные кристы.

В периферических участках цитоплазма этих кле-
ток отличалась большей гомогенностью, в ее объеме 
встречались лишь единичные митохондрии, немно-
гочисленные рибосомы располагались преимущест-
венно свободно в гиалоплазме (рис. 2б). Так же как 
и в первом цитофенотипе обнаруживались везику-
лярные образования с гомогенным и электронно-
плотным матриксом. Внутриклеточные фибрилляр-
ные структуры в цитоплазме отсутствовали, однако, 
в отличие от предыдущего фенотипа в большом 
количестве обнаруживались в околоклеточном про-
странстве (рис. 2а, б), как бы формируя основу для 
адгезии отростков этих клеток к субстрату.

Клетки третьей субпопуляции были морфологи-
чески распознаваемы по наличию немногочисленных, 
но очень длинных цитоплазматических отрост ков 
(рис. 3а). Цитолемма отличалась относительно ров-
ными контурами и лишь на отдельных участках была 
мелкофестончатой, образуя инвагинации. Среди мно-
гочисленных рибосом преобладали свободно-располо-
женные, не фиксированные на мембранах, но вместе 
с тем встречались и полисомные комплексы. Единич-
ные каналы эндоплазматической сети преимуществен-
но гранулярного типа отличались меньшей протяжен-
ностью в сравнении с клетками второй субпопуляции. 
Очевидно, указанная особенность может свидетель-
ствовать о том, что внутриклеточный транспорт ве-
ществ осуществлялся преимущественно диффузно. 
В цитоплазме так же, как и у клеток первой субпопу-
ляции, значительный объем занимали крупные, округ-
лые, имеющие тенденцию к слиянию, везикулярные 
образования с электронно-плотным матриксом.

Важнейшей, на наш взгляд, особенностью 
клеток этого цитофенотипа были волокнистые 
структуры в цитоплазме, напоминающие миофи-
ламенты (рис. 3а). В отдельных клетках они были 

Рис. 2. Клетки второй субпопуляции: а – ядро, повторяющее форму клетки; фибриллярные структуры  
в межклеточном матриксе, ×12 тыс.; б – органеллы периферических участков гиалоплазмы, ×34 тыс.

a б
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расположены достаточно хаотично, иногда крест-
накрест. В других участках цитоплазмы, чаще пе-
риферических, отмечались упорядоченно ориен-
тированные конгломераты отдельно различимых 
волокон, расположенных параллельно друг другу. 
Отчетливо можно было выделить два их вида: в пер-
вом фибриллы были достаточно рыхло расположены 
с участками гиалоплазмы между ними, второй отли-
чался очень компактной организацией без просветов 
гиалоплазмы.

Цитолеммы клеток этой субпопуляции харак-
теризовались формированием двух типов контак-
тов отростков. Первый тип контактов по принци-
пу «шип–гнездо» не отличался упорядоченным 
расположением пучков волокон, а межклеточное 
простран ство имело щелевидную форму (рис. 3б). 
Второй тип контактов был представлен десмосомами 
с характерной организацией пучков микрофиламен-
тов в подцитолемной области (рис. 3а).

Данный фенотип клеток характеризовался выве-
дением в субстрат значительного количества фиб-
риллярных структур значительной протяженности, 
часто собранных в рыхлые волокнистые пучки. Нет 
сомнения во внутриклеточном происхождении этих 
волокон, поскольку наблюдался экзоцитоз с опорож-
нением везикул за пределы клетки, а фибриллярные 
структуры, расположенные внеклеточно, были иден-
тичны по диаметру и плотности внутриклеточным 
(рис. 3а). Указанные особенности морфологии этого 
цитофенотипа позволяют нам отнести их к фибро-
бластоподобным.

Заключение
Таким образом, ультраструктурный анализ куль-

туры МСК жировой ткани крысы показал неоднород-
ность клеточной популяции, которая может являть-
ся следствием гетерогенности исходной популяции 
либо указывать на процессы дифференцировки, 
спонтанно происходящие в стареющей культуре. Об-
наружено, что формирование внеклеточного матрик-
са за 25 дней культивирования сохраняло тенденцию 

к локализации вокруг клеток-продуцентов, тогда как 
клетки адипоцитарной специализации поддержива-
ли адгезию преимущественно за счет искусственно-
го субстрата. Эту особенность полезно учитывать 
при планировании длительного культивирования 
дифференцированных клеток.
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