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Метод культивирования клеток и тканей in vitro широко используется для изучения структурных ци-
тофизиологических свойств клеток организма. Перемещение фрагментов ткани в искусственные условия 
питательной среды позволяет оценить жизнеспособность тканей, способность клеток к регенерации и 
адаптации. В связи с этим в данной работе представлены результаты количественной оценки способности 
к росту in vitro фрагментов тканей почек, взятых у животных (мышей) различного возраста, при исполь-
зовании метода множественных тканевых культур. Культивирование фрагментов тканей почек проводили 
в идентичных условиях, на поверхности перфорированных миллипоровых фильтров. Для однократной 
оценки роста культур использовали до 315 микрофрагментов ткани, что позволило более точно установить 
их количественные параметры. Оценку роста осуществляли путем фотометрирования с применением ком-
пьютерной программы ImageJ. Показано, что по мере старения происходит значительное уменьшение спо-
собности тканей к образованию растущих клеточных колоний и замедление их роста. Так, при сопостав-
лении тканей животных возрастом 30 и 140 дней количество выросших культур от более старых животных 
было меньше в 4,7 раза, а средняя площадь образовавшихся культур – в 1,8 раза; при сопоставлении куль-
тур тканей от животных возрастом 10 и 160 дней различие составляло в 15,7 и 4,3 раза соответственно. 
Проведенные исследования позволили уточнить выраженную зависимость роста эпителиальных клеток 
фрагментов тканей почек от возраста животных, проявляющуюся как в снижении образования количества 
культур, так и в задержке роста клеточной колонии. 
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Зависимость роста тканей in vitro от воз-
раста животных-доноров была установлена на 
самых ранних этапах развития метода ткане-

вых культур [1, с. 170–176; 2]. Высказывалось 
мнение, что зависимость роста клеток in vitro 
от возраста донора у фибробластов выражена 
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больше, чем у эпителиальных клеток [1, 3].  
Это явление может быть обусловлено умень-
шением в тканях организма активных орган-
ных стволовых клеток в процессе старения 
[3–6]. Показаны также возрастные изменения 
чувствительности тканей в отношении состава 
питательных сред, биологически активных ве-
ществ, лекарственных препаратов и др. [7–10].

При культивировании удается обнаружить 
потенциальные возможности клеток тканей к 
росту, регенерации, трансформации и приспо-
соблению к новым условиям существования. 
Метод культивирования тканей применяют для 
оценки жизнеспособности тканей, используе-
мых для трансплантации [8–10]. 

Между тем количественные особенности и 
закономерности роста тканей животных и чело-
века различного происхождения in vitro изучены 
недостаточно. Цель нашего исследования – уточ-
нить особенности роста эпителиальных клеток 
тканей почек, взятых у животных различного 
возраста, при культивировании in vitro. 

Материалы и методы. В исследовании 
была применена методика множественных тка-
невых культур, которая позволяет более точно 
оценить количественные параметры роста кле-
ток при культивировании [11]. 

В опытах использовали беспородных мы-
шей. В первую группу наблюдений вошли жи-
вотные массой тела 10 г (возраст 25–30 дней) 
и 25 г (возраст 140 дней); культивирование 
проводили в течение 3 дней. Во вторую группу 
вошли мыши массой 5 г (возраст 7–14 дней),  
15 г (возраст 35–49 дней) и 27 г (возраст 140–
200 дней); культивирование проводили в тече-
ние 4 дней. Возраст животных оценивали по 
массе тела. 

Из эксперимента животных выводили в со-
ответствии с предусмотренными правилами 
экспериментальных исследований (Европей-
ская конвенция о защите позвоночных живот-
ных, используемых для экспериментов или в 
иных научных целях) путем эвтаназии под глу-
боким эфирным наркозом. Для культивирова-
ния были использованы ткани почек – как наи-
более хорошо изученные, зона роста которых 

состоит преимущественно из эпителиоподоб-
ных клеток. Почки животных извлекали и по-
сле удаления капсулы и фрагментов мозгового 
вещества измельчали ножницами в растворе 
Хенкса, содержащем по 200 ЕД пенициллина 
и стрептомицина, после чего фрагменты ткани 
переносили на перфорированные миллипоро-
вые фильтры (Millipore, размер пор 0,22 мкм). 
Фрагменты ткани от каждого животного разме-
щали на 5 миллипоровых фильтрах, которые за-
тем помещали  в отдельные пробирки. На каж-
дом миллипоровом фильтре диаметром 12 мм 
размещали 3 микрофрагмента ткани размером 
0,1–0,05 мм2 [8].

Культивирование проводили в закрытых 
резиновыми пробками пробирках, содержащих  
1 мл среды 199 с добавлением 5 %-й сыворотки 
рогатого скота и 100 ЕД пенициллина и стреп-
томицина, при температуре 38 °С в бактерио-
логическом термостате с водяной рубашкой. 
Пробирки размещали в неподвижных штати-
вах (ШСА-1) в наклонном положении. Куль-
тивирование тканей осуществляли в течение  
3 и 4 дней в зависимости от цели исследования. 
При культивировании в таком режиме рост кле-
ток, выселившихся из центрального эксплан-
тата на поверхность миллипорового фильтра, 
происходит преимущественно в виде монослоя 
эпителиоподобных клеток и отдельных фи-
бробластоподобных клеток. Первые признаки 
образования зон роста вокруг фрагментов тка-
ни наблюдаются через 48 ч культивирования.  
В дальнейшем зоны роста увеличиваются за 
счет митотического деления клеток в них, а 
также миграции клеток из центрального экс-
плантата. Вокруг фрагмента ткани образуется 
от 1 до 3-4 очагов роста, которые при дальней-
шем культивировании могут сливаться. 

После экспозиции в термостате культуры на 
фильтрах фиксировали в смеси Буэна и окра-
шивали гематоксилином Карацци и эозином. 
Влияние препарата на клетки оценивали по от-
ношению числа выросших клеточных колоний к 
исходному числу эксплантированных фрагмен-
тов ткани (в процентах) и по площади зон роста 
культур, образовавшихся около эксплантирован-
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ных фрагментов ткани в процессе культивиро-
вания. Площадь клеточной колонии определяли 
путем микрофотографирования с использовани-
ем микроскопа при увеличении ×100 и компью-
терной программы ImageJ [12, 13], площадь зоны 
роста выражали в условных единицах данной 
программы (18 626,8 усл. ед. = 0,16 мм2). 

Статистическую обработку результатов ис-
следования проводили с использованием про-
граммы Microsoft Еxcеl и пакета прикладных 
программ Statistica 6. Для сопоставления пара-
метров применяли непараметрический крите-
рий Стьюдента при уровне значимости р < 0,05.

Результаты. При идентичных условиях 
культивирования выявлены значительные раз-
личия в количестве образовавшихся колоний 
клеток (рис. 1) от культивируемых фрагментов 

тканей почек животных первой группы различ-
ного возраста (р < 0,05): от молодых животных 
из 315 фрагментов ткани за 3 дня растущие коло-
нии клеток образовались у 161 (51 %) фрагмен-
та, тогда как от животных массой 25 г – только 
у 34 (10,8 %). Образовавшихся колоний клеток у 
более старых животных было в 4,7 раза меньше. 

Суммарная общая площадь выросших куль-
тур от фрагментов тканей старых животных 
была меньше в 8,6 раз (табл. 1). Подобные зна-
чительные различия (р < 0,05) наблюдались и 
в среднем размере выросших клеточных куль-
тур. По сравнению с более молодыми живот-
ными, средний размер клеточных колоний у 
более старых был в 1,8 раза меньше.  Несколь-
ко менее значительные различия выявлялись в 
максимальной площади колоний клеток – лишь 
на 28,6 % меньше (в 1,4 раза), чем в случае мо-
лодых животных (р < 0,05).

При культивировании фрагментов тканей 
почек от мышей второй группы (весом 5, 15 
и 27 г) через 4 дня (в начальную фазу лога-
рифмического роста культуры) в идентичных 
условиях также выявлена тенденция к сниже-
нию числа выросших культур и размеров  кле-
точных колоний с увеличением возраста жи-
вотных (рис. 2, табл. 2).

Доля выросших клеточных культур от ис-
ходного количества культивируемых фрагмен-
тов ткани составляла у животных: массой 5 г – 
69,8 %; 15 г – 27,6 %; 27 г – 4,4 %. Число вырос-
ших культур у животных массой 15 г  по срав-
нению с более молодыми (5 г) было в 2,6 раза 
меньше, а у животных массой 27 г – меньше в 

Рис. 1. Число выросших культур от исходного коли-
чества (315) фрагментов тканей почек мышей разного воз-
раста (первая группа, культивирование в течение 3 дн.)

Таблица 1
Рост КУЛЬТУР ОТ ФРАГМЕНТОВ ТКАНЕЙ ПОЧЕК МЫШЕЙ разного возраста  

(первая группа, культивирование в течение 3 дн.), усл. ед. (%)

Параметр Возраст 25–30 дн.
(масса тела 10 г)

Возраст 140 дн.
(масса тела 25 г)

Общая площадь клеточных зон роста 43 44 688 (100) 507 273 (11,6)
Средняя площадь клеточной зоны роста 26 985 (100) 14 919 (55,2)
Минимальная площадь клеточной зоны роста 1 813 (100) 1 348 (74,4)
Максимальная площадь клеточной зоны роста 124 660 (100) 88 951 (71,4)
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15,7 раза. Средний размер клеточных колоний 
у более старых животных по сравнению с бо-
лее молодыми (5 г) был ниже соответственно 
в 1,8 и 4,3 раза. Максимальный размер вырос-
ших колоний у старых и молодых животных 
различался соответственно в 1,3 и 9,8 раза.

Обсуждение. В представленной работе про-
веден анализ роста культур от  фрагментов тка-
ней почек, взятых у животных (мышей) различ-
ного возраста, при культивировании. Процессы, 
происходящие в первичной тканевой культуре, 
имеют много общего с физиологическими ме-
ханизмами регенерации ткани в организме [14]. 

Процесс культивирования тканей связан с со-
стоянием как самой ткани, так и ее клеток, что 
обусловливает возможность адаптации их к но-
вым условиям существования. Итоги культиви-
рования зависят также от питательной среды, ее 
состава, подложки, на которой происходит обра-
зование колонии клеток [14, 15]. Все это позво-
ляет рассматривать особенности роста клеток в 
культуре in vitro как интегративный показатель 
состояния клеток в организме (способность  к 
адаптации, репаративной трансформации, вли-
яние на клетки организма различных факторов 
окружающей среды) [16–19]. Использование 

Рис. 2. Число выросших культур от исходного количества 
(315) фрагментов тканей почек мышей разного возраста (вторая 
группа, культивирование в течение 4 дн.)

Таблица 2
рост КУЛЬТУР ОТ ФРАГМЕНТОВ ТКАНЕЙ ПОЧЕК МЫШЕЙ разного возраста 

(вторая группа, культивирование в течение 4 дн.), усл. ед. (%)

Параметр Возраст 7–14 дн.
(масса тела 5 г)

Возраст 35–49 дн.
(масса тела 15 г)

Возраст 140–200 дн.
(масса тела 27 г)

Общая площадь клеточных зон роста 9 672 912 (100) 2 211 260 (22,9) 140 417 (1,5)
Средняя площадь клеточной зоны роста 43 967,78 (100) 25 416 (57,8) 10 029 (22,8)
Минимальная площадь клеточной зоны роста 2 542 (100) 1 816 (71,4) 1 990 (78,3)
Максимальная площадь клеточной зоны роста 591 215 (100) 100 078 (78,3) 60 480 (10,2)
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в этом случае метода множественных культур 
дает возможность более точно количественно 
оценить эти параметры. 

Выявленная в работе четкая динамика уг-
нетения способности тканей почек к росту при 
увеличении возраста животных может быть 
обусловлена неравномерным распределением 
в тканях клеток, которые сохраняют способ-
ность к делению и активной миграции, зна-
чительную часть их могут составлять орган-
ные стволовые клетки. Важно отметить, что, 
несмотря на возрастные особенности роста и 
развития организма в целом, рост тканей при 
культивировании снижается прямолинейно,  
достигая наименьшей величины в поздний 

возрастной период. Проведенные исследова-
ния также показали, что обновление не толь-
ко фибробластов, но и клеток эпителиальных 
тканей резко сокращается в возрастной дина-
мике старения. 

Таким образом, путем использования мето-
да множественных тканевых культур удалось 
установить общую количественную динамику 
и характер изменений функционального со-
стояния клеток тканей в процессе роста и ста-
рения организма. Показано последовательное, 
зависящее от возраста животных снижение 
способности тканей почек к образованию ра-
стущих клеточных структур (колоний клеток) 
и их росту in vitro. 
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QUANTITATIVE CHARACTERISTICS OF GROWTH OF KIDNEY TISSUES  
CULTIVATED in vitro FROM ANIMALS OF DIFFERENT AGES

The method of cell and tissue culture in vitro is widely used for the study of structural cytophysiological 
properties of body cells. Placing tissue fragments into artificial culture media allows one to assess the 
viability of tissues as well as the regenerative and adaptive ability of cells. This paper presents the results 
of quantitative assessments of in vitro growth capacity of kidney tissue fragments from animals (mice) 
of different ages, using the method of multiple tissue cultures. Renal tissue fragments were cultivated 
under identical conditions on the surface of perforated Millipore filters. For a single assessment of culture 
growth, up to 315 tissue microfragments were used, allowing us to perform a more accurate assessment 
of their quantitative parameters. The growth was estimated by photometry using the Imagej computer 
program. The research revealed that with ageing the ability of tissues to form growing cell colonies 
decreases significantly and their growth slows down. The comparison of tissues of animals aged 30 and 
140 days showed that 4.7 times less cultures were produced from older animals and their mean area 
was 1.8 times less than that of cultures from older animals; whereas in cultures from animals aged 10 
and 160 days, the difference was 15.7 times and 4.3 times, respectively. The research helped to clarify 
the pronounced dependence of the growth of epithelial cells of kidney tissue fragments on the age of 
animals, which is manifested in the decreased number of formed cultures and inhibited growth of cell 
colonies. 
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