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Установлено, что популяция клеток кишечного эпителия мыши содержит клетки-предшест-
венники, обладающие способностью к образованию гемопоэтических селезеночных колоний 
на 9-е сутки (КОЕс-9). С помощью генетических методов доказано, что эти колониеобразую-
щие клетки имеют донорское происхождение. Показано, что их способность к образованию 
гемопоэтических КОЕс-9 возрастает в 2,5 раза при предварительном культивировании кле-
ток кишечника в среде с добавлением 30% кондиционной среды (КС), полученной от клеток 
эмбриональной печени (КЭП). В свою очередь, использование КС, полученных от КЭП, 
культивируемых с добавлением гемопоэтических ростовых факторов (ИЛ-1β или эритропо-
этин), приводит к отмене данного стимулирующего эффекта. Таким образом, полученные 
нами данные указывают, что клетки кишечника мышей-доноров могут образовывать гемопо-
этические колонии у летально облученных мышей. Способность клеток кишечника к образо-
ванию гемопоэтических колоний можно использовать для восстановления гемопоэза и регу-
лировать с помощью гуморальных факторов, продуцирующихся КЭП.
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Показано, что клетки эпителия тонкого ки-
шечника обладают высокой пролиферативной 
активностью [8] и способностью к колониеоб-
разованию в селезенке у летально облученных 
мышей на 8-е сутки (КОЕс-8) [1]. Известно, что 
этот процесс регулируется ростовыми фактора-
ми и цитокинами [4]. Установлено, что на 12-й 
день эмбрионального развития печень становит-
ся активным органом гемопоэза, где формирует-
ся определенное микроокружение, оптимальное 
для созревания и дифференцировки гемопоэти-
ческих предшественников [3]. Исходя из этого, 
целью работы было доказать с помощью гистоло-
гических, культуральных и генетических методов 
способность клеток кишечника образовывать ге-
мопоэтические колонии в селезенке облученных 
мышей, а также изучить возможность регуля-
ции их функциональной активности с помощью 
кондиционных сред от КЭП в период активного 
кроветворения. 

Методика исследования
В работе использовались мыши линии 

(СВАхС57Вl/6)F1 в возрасте 3-6 месяцев, 12-
14- дневные эмбрионы. Животные были по-

лучены из Научно-исследовательской лабора-
тории экспериментального биомедицинского 
моделирования ТНЦ СО РАМН. Опытные и 
контрольные животные находились на стан-
дартной сбалансированной диете. Эксперимен-
ты на животных проводили в соответствии с 
«Правилами проведения работ с использовани-
ем экспериментальных животных» (Приложе-
ние к приказу Министерства здравоохранения 
СССР от 12.08.1977 г. № 755). Забой животных 
проводили методом цервикальной дислокации. 
Облучение проводили на аппарате РУМ-25. 
Летальная доза составляла 8,5-9 Гр. Тоталь-
ную популяцию клеток печени 12-16-дневного 
эмбриона получали механическим способом. 
Жизнеспособность клеток определялась с по-
мощью трипанового синего и составила 98%. 
Для получения КС клетки в концентрации  
3 млн кл./мл инкубировали в культуральных 
флаконах в различных вариациях: 1) в сре-
де RРМI-1640 (2 мМ L-глутамин, гентамицин 
(80 мкг/мл)), без добавления каких-либо рас-
творимых факторов, в течение 24, 48, 72 часов в 
5% СО2 при 37 °С; 2) в течение 24 часов в среде, 
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дополненной различными факторами: а) интер-
лейкином-1β (8,4 нгр./мл), б) эритропоэтином 
(2 ед./мл). Получение тотальной популяции 
клеток кишечного эпителия осуществлялось 
способом, описанным ранее [11]. Показатель 
жизнеспособности составлял 50-60%. Затем 
клетки кишечника инкубировали 2 часа в среде 
RРМI-1640 при 37 °С в следующих вариантах: а) 
клетки; б) клетки + 30% КС, полученной от КЭП. 
Клетки костного мозга (ККМ) интактных мы-
шей также инкубировали 2 часа в среде RРМI-
1640 при 37 °С в следующих вариантах: а) ККМ; 
б) ККМ + 30% КС от КЭП, культивированных 
24 часа. Введение клеток кишечника от сам-
цов-доноров сингенным летально облученным 
мышам-реципиентам (самкам) осуществлялось 
внутривенно в концентрации 2,5×106 клеток/
мышь, ККМ — 5×104 клеток/мышь. Забой жи-
вотных производили на 9-е сутки после транс-
плантации. Количество колоний подсчитывали 
визуально. Для гистологического исследования 
колоний селезенку фиксировали в жидкости Те-
лесницкого и заливали в парафин. На ротацион-
ном микротоме приготовляли срезы толщиной 
5-7 мк. Срезы окрашивали гематоксилином и 
эозином по общепринятой методике и изучали 
под микроскопом при увеличении ок. 10, об. 90 
с применением иммерсии. Для подтверждения 
происхождения гемопоэтических колоний ис-
пользовали маркер Y-хромосомы (ген srу), ко-
торый был выявлен с помощью вложенной по-
лимеразной цепной реакции (ПЦР). Для этого 
получали суспензию клеток из КОЕс-9 от самок-
реципиентов и клетки в концентрации 50 тыс.
кл/мл культивировали в среде, содержащей ме-
тилцеллюлозу МеthоСult М3430 (Stеmсеll Тесh.
Inс. Vаnсоuvеr, В.С.). Сбор колоний, полученных 
in vitrо, осуществляли на 14-й день. Пробы ДНК 
амплифицировали в реакционной смеси, содер-
жащей мышиные праймеры, специфичные для 
Y-хромосомы [7]. Условия ПЦР: денатурация  
95 °С — 3 мин; затем 30 циклов по 40 сек при  
94 °С, 30 сек при 52 °С и 40 сек при 72 °С. Далее 
проводили ПЦР, используя вложенные прайме-
ры [9]. В качестве матрицы использовали 1 мкл 
первичной ПЦР. Условия амплификации были 
теми же, что и в случае первичной ПРЦ, только 
с 20 циклами. В результате амплификации был 
получен фрагмент 320 п.о. В качестве позитив-
ного и негативного контроля использовали ткань 
интактных самцов и самок соответственно. Ма-
тематическую обработку результатов проводили 
с использованием программы «Stаtistiса». До-
стоверность различий оценивали по критерию 
Кruskаl-Wаllis АNОVА, результаты представле-
ны как среднее ± стандартная ошибка среднего.

Результаты исследования
В наших исследованиях с помощью гисто-

логического метода было показано, что популя-
ция клеток кишечного эпителия мыши образует 
именно гемопоэтические колонии в селезенке 
(КОЕс-9) облученных мышей (Рис. 1). Для до-
казательства того, что отдельно взятая колония 
представляет собой клон клетки кишечного эпи-
телия, мы трансплантировали клетки кишечно-
го эпителия от самцов сингенным летально об-
лученным самкам. Затем получали суспензию 
клеток из единичных КОЕс-9 и культивирова-

Рис. 1. Гистология миелоидной колонии  
в селезенке летально облученной мыши через 9 дней  

после трансплантации клеток кишечника  
Окраска гематоксилином и эозином. Объектив 90, окуляр 10.

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов амплификации гена 
sry (Y-хромосома) на кДНК из клеток гемопоэтических 

колоний, полученных на 14-й день in vitro  
от клеток КОЕ  селезенок летально облученных 

мышей-реципиентов (самок), которым была проведена 
трансплантация клеток кишечника доноров-самцов.  

М — маркер молекулярного веса. Стрелкой обозначен 
фрагмент ДНК размером 320 п.н., соответствующий кДНК 
гена sry. В качестве негативного контроля использовались 

клетки селезенки самки (проба 1), в качестве 
положительного контроля — клетки самца (проба 2).  

Пробы 3-6 — клетки из гемопоэтических колоний.
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ли клетки в полувязкой среде, содержащей ме-
тилцеллюлозу (МеthоСult М3430). С помощью 
ПЦР-анализа установлено, что полученные через 
14 суток in vitrо гемопоэтические колонии содер-
жали маркер Y-хромосомы (Рис. 2). Таким обра-
зом, с помощью культуральных, гистологических 
и генетических методов было показано, что клет-
ки кишечного эпителия способны образовывать 
гемопоэтические колонии.

В следующей серии экспериментов мы попы-
тались изменить способность клеток кишечного 
эпителия к образованию гемопоэтических коло-
ний с помощью кондиционных сред, полученных 
от клеток эмбриональной печени в период ак-
тивной гемопоэтической активности (12-й день). 
Установлено, что предварительная культивация 
эпителиальных клеток кишечника мышей-доно-
ров в среде, содержащей 30% кондиционных сред, 
полученных на 24 и 48 часов, приводит к статис-
тически значимому увеличению их способности 
образовать гемопоэтические КОЕс-9 по сравне-
нию с контрольной группой в 2,5 раза (Рис. 3). 
Полученный эффект можно объяснить тем, что 
КЭП в период активного гемопоэза синтезируют 
различные ростовые факторы, необходимые для 
пролиферации и дифференцировки гемопоэти-
ческих стволовых клеток [5]. При использовании 
КС от КЭП, полученной на 72 часа, стимулирую-
щего влияния не зарегистрировано (Рис. 3). Веро-
ятно, это связано с тем, что на 3-и сутки культи-
вирования в КС от КЭП происходит изменение 
спектра ростовых факторов, которые эти клетки 
продуцируют in situ и в первые 2 дня культиви-
рования in vitrо. Опыт с клетками костного мозга 
продемонстрировал, что предварительная куль-
тивация ККМ в среде, содержащей 30% КС, по-
лученной на 24 часа, приводит к статистически 
значимому увеличению их способности к обра-
зованию КОЕс-9 по сравнению с контрольной 
группой только в 1,2 раза (Рис. 4). Полученные 
данные можно связать с относительно медлен-
ным пролиферативным потенциалом костного 
мозга (10,5% митозов), для сравнения — для ки-
шечного эпителия данный показатель составляет 
53,9% митозов [2].

В следующей серии экспериментов мы попыта-
лись изменить способность кондиционных сред от 
КЭП стимулировать колониеобразующую актив-
ность клеток кишечного эпителия. Известно, что 
такие факторы, как эритропоэтин и ИЛ-1β, регу-
лируют выживание, пролиферацию и дифферен-
цировку клеток-предшественников гемопоэза [6, 
10] и, соответственно, могут менять спектр проду-
цируемых этими клетками медиаторов. Влияние 
эритропоэтина преимущественно направлено на 
увеличение пролиферации и дифференцировки 
эритроидных предшественников в направлении 
зрелых эритроидных форм [10], а ИЛ-1β способен 
оказывать ингибирующее влияние на эритропоэз, 
действуя опосредовано через ИНФ-γ [6]. В своих 
исследованиях мы показали, что предварительная 
культивация клеток кишечника в среде, содер-
жащей 30% КС от КЭП, культивируемых в при-
сутствии эритропоэтина или ИЛ-1β, приводит к 
отмене стимулирующего эффекта (Рис. 3). Можно 
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Рис. 3. Влияние кондиционных сред (КС), полученных  
от клеток эмбриональной печени, на колониеобразующую 

активность ( КОЕс-9) клеток кишечного эпителия 
* — p<0,05; ** — р<0,01 по отношению к контролю;  

#— p<0,05; ### — p<0,001 по отношению ко второй группе.
1 — контроль или предварительная 2-часовая инкубация 

клеток кишечника в среде без добавления КС; 
2 — с добавлением 30% КС от КЭП, культивированных 24 часа;  

3 — с добавлением 30% КС от КЭП, культивированных  
48 часов; 4 — с добавлением 30% КС от КЭП, 

культивированных 72 часа; 5 — с добавлением 30% КС от 
КЭП, культивированных 24 часа с эритропоэтином;  

6 — с добавлением 30% КС от КЭП, культивированных  
24 часа c интерлейкином-1β
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Рис. 4. Влияние кондиционных сред (КС), 
полученных от клеток эмбриональной печени 
(КЭП), на колониеобразующую активность 

КОЕс-9 клеток костного мозга. 
** — р<0,01 по отношению к контролю

1 — контроль или предварительная инкубация ККМ  
в среде без добавления КС;

2 — с добавлением 30% КС от клеток эмбриональной 
печени (КЭП), культивированных 24 часа в среде 

без добавления растворимых факторов
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предположить, что эти медиаторы меняют спектр 
гуморальных факторов, продуцируемых клетками 
эмбриональной печени.

Таким образом, доказано, что КОЕс-9, образу-
ющиеся при трансплантации летально облучен-
ным мышам клеток кишечного эпителия, являют-
ся гемопоэтическими колониями и представляют 
собой клон донорских клеток. Показано, что спо-
собность клеток кишечного эпителия образовы-
вать КОЕс-9 можно увеличить при культиви-
ровании с КС от КЭП в 2,5 раза, в то время как 
способность ККМ к образованию КОЕс-9 воз-
растает только в 1,2 раза. Добавление таких рос-
товых факторов, как ИЛ-1β, эритропоэтин, при 
культивировании КЭП приводит к получению 
КС, не обладающих способностью стимулировать 
колониеобразование клетками кишечника. Таким 
образом, полученные нами данные указывают, 
что клетки кишечника мышей-доноров могут об-
разовывать гемопоэтические колонии у летально 
облученных мышей. Способность клеток кишеч-
ника к образованию гемопоэтических колоний 
можно использовать для восстановления гемопо-
эза и регулировать с помощью гуморальных фак-
торов, продуцирующихся КЭП.

INFLUЕNСЕ ОF СОNDIТIОNЕD МЕDIUМ 
FRОМ МОUSЕ ЕМВRУОNIС LIVЕR СЕLLS 
ОN ТНЕ СОLОNУ-FОRМING АСТIVIТУ  
ОF INТЕSТINАL СЕLLS
L.A. Vedina, A.V. Shurlygina, S.V. Sennikov,  
V.A. Trufakin, V.A. Kozlov

It is established the population of epithelial cells 
in the small intestine includes precursor cells pos-
sessing the ability to form hematopoietic splenic 
colony-forming unit on day 9 (CFU-9). It is proved 
by genetic methods these colony-forming cells have 
a donor origin. Their ability to give hematopoi-
etic CFU-9 is shown to be increased in 2.5 times 
when intestinal cells preliminarily were cultivated 
with 30% conditioned medium (CM) produced by 
mouse liver embryonic cells (LEС). The use CM 
from LEС, which were cultured with hemopoietic 
growth factors (interleukin-1beta or erythropoi-
etin), led to cancellation of this stimulation effect. 
Thus, the data indicated, that the mice-donors in-
testinal cells are capable to form hematopoietic 
colonies in lethally irradiated mice, and that their 
ability can be used for reconstruction of hematopoi-
esis. The intestinal cells capacity for hematopoietic 
colonies formation can be regulated by humoral fac-
tors produced by LEС.
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