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Исследованы некоторые морфофункциональные особенности культуры клеток надпочечников 
новорожденных поросят при культивировании на поверхности с разной степенью адгезивности. 
Показано, что при культивировании на адгезивной поверхности формируется монослой из клеток 
фибробластоподобной морфологии (монослойное культивирование). При культивировании на 
низкоадгезивной поверхности клетки собираются в трехмерные сфероиды, которые пребывают в 
культуре во флотирующем состоянии (3D-культивирование). Прикрепленные сфероиды со временем 
формируются и в адгезивных условиях на монослое из фибробластоподобных клеток. Как в случае 
прикрепленных, так и флотирующих сфероидов при переносе их на адгезивную поверхность 
наблюдается миграция из них клеток двух морфологических типов – фибробластоподобных и 
нейробластоподобных. Иммуноцитохимическое окрашивание нейробластоподобных клеток, которые 
выселяются из сфероидов обоих типов, показало экспрессию нейронального маркера β-III-тубулина. 
Количество фибробластоподобных клеток, мигрирующих из флотирующих сфероидов, перенесенных в 
адгезивные условия, обратно пропорционально длительности предварительного 3D-культивирования. 
Данный подход позволяет получить «чистую» культуру нейробластоподобных клеток, не 
контаминированную фибробластами.  
 
Ключевые слова: культура клеток надпочечников, монослойное культивирование, 3D-
культивирование, цитосферы, сфероиды, β-III-тубулин, нейробласты. 
 
Експресія β-III-тубуліну в культурі клітин неонатальних наднирників: 

порівняння моношарового і 3D-культивування 
К.М.Плаксіна, О.С.Сидоренко, Є.І.Легач, І.Ф.Коваленко, Г.А.Божок 

 
Досліджено деякі морфофункціональні особливості культури клітин наднирників новонароджених 
поросят при культивуванні на поверхні з різним ступенем адгезивності. Показано, що при культивуванні 
на адгезивній поверхні формується моношар з клітин фібробластоподібної морфології (моношарове 
культивування). При культивуванні на низькоадгезивній поверхні клітини збираються у тривимірні 
сфероїди, які перебувають в культурі у флотуючому стані (3D-культивування). Прикріплені сфероїди 
згодом формуються також в адгезивних умовах на моношарі з фібробластоподібних клітин. Як у 
випадку прикріплених, так і флотуючих сфероїдів при перенесенні їх на адгезивну поверхню 
спостерігається міграція з них клітин двох морфологічних типів – фібробластоподібних та 
нейробластоподібних. Імуноцитохімічне забарвлення нейробластоподібних клітин, які виселяються зі 
сфероїдів обох типів, показало експресію нейронального маркера β-III-тубуліну. Кількість 
фібробластоподібних клітин, що мігрують з флотуючих сфероїдів, перенесених в адгезивні умови, 
обернено пропорційна тривалості попереднього 3D-культивування. Даний підхід дозволяє отримати 
«чисту» культуру нейробластоподібних клітин, які не контаміновані фібробластами. 
 
Ключові слова: культура клітин наднирників, моношарове культивування, 3D-культивування, 
цитосфери, сфероїди, β-III-тубулін, нейробласти. 
 
Expression of β-III-tubulin in the neonatal adrenal cell culture: comparison of 

monolayer and 3D-culture 
K.M.Plaksina, O.S.Sidorenko, Y.I.Legach, I.F.Kovalenko, G.A.Bozhok 

 
Some morphofunctional features of newborn piglets adrenal cell cultures obtained on the surfaces with 
different degrees of adhesiveness have been studied. It has been shown that during cultivation on adhesive 
surfaces a monolayer of fibroblast-like cells is formed (monolayer culture). When cultivated on a low-adhesive 

mailto:bozhokgaru@gmail.com


К.М.Плаксіна, О.С.Сидоренко, Є.І.Легач, І.Ф.Коваленко, Г.А.Божок 77 
K.M.Plaksina, O.S.Sidorenko, Y.I.Legach, I.F.Kovalenko, G.A.Bozhok  

 
 

 
Серія «Біологія», вип. 28, 2017р. 
Series “Biology”, issue 28, 2017 

 

surface, the cells are assembled into three-dimensional spheroids that are in a floating state (3D culture). On 
adhesive surfaces, attached spheroids are eventually formed on the monolayer of fibroblast-like cells. When 
attached or floating spheroids are transferred to an adhesive surface migration of two morphological types of 
cells is observed – fibroblast-like and neuroblast-like cells. Immunocytochemical staining of neuroblasts, which 
migrate from both types of spheroids, showed the expression of neuronal marker β-III-tubulin. The number of 
fibroblast-like cells migrating from floating spheroids that were transferred to adhesive conditions is inversely 
proportional to the duration of the preliminary 3D culture. This approach allows obtaining a "pure" neuroblasts 
culture, which is uncontaminated by fibroblasts. 
 
Key words: adrenal cell culture, monolayer culture, 3D-culture, cytospheres, spheroids, β-III-tubulin, 
neuroblasts. 
 
Введение  
Монослойное клеточное культивирование является традиционной моделью для 

исследования поведения клеток тех или иных органов и тканей in vitro. При этом возможно 
получить сведения о скорости пролиферации клеток, их метаболической активности, 
гормонопродукции, дифференцировке и т.д. Однако для многих клеток организма монослойное 
культивирование является не совсем адекватной моделью для изучения биохимических и 
физиологических процессов, поскольку в составе ткани клетки находятся в определенном 
микроокружении, создающем специфические условия их функционирования.  

Учитывая это, в последнее время разрабатываются условия для 3D-культивирования, 
позволяющие получать многоклеточные сферические образования (Gong et al., 2015). В различных 
научных источниках авторы называют их по-разному: агрегатами, мультиклеточными сфероидами 
или цитосферами (Ivascu, Kubbies, 2006; Сукач, Ляшенко, 2011; Gong et al., 2015; Антоневич и др., 
2012). Структура и размер многоклеточных образований зависят от типа клеток, состава 
питательной среды, адгезивности культуральной поверхности, использования специальных 
приемов (культивирование в висячей капле, ротационное культивирование, подложки с заданной 
микроструктурой) (Kinney et al., 2014; Morimoto et al., 2015; Knight, Przyborski, 2015; Ahmed, 2009; 
Ivascu, Kubbies, 2006; Song et al., 2004; Nyberg et al., 2005).  

Одним из способов получения многоклеточных сфероидов является культивирование в 
культуральной посуде с неадгезивной поверхностью (Carlsson, Yuhas, 1984; Ivascu, Kubbies, 2006; 
Friedrich et al., 2009). Поскольку в таких условиях клетки не способны прикрепиться к поверхности 
культивирования, они самоорганизуются в ансамбли, содержащие от одного до нескольких типов 
клеток. 

Установлено, что клетки, культивированные в составе многоклеточных образований, 
отличаются от клеток монослойных культур по некоторым структурно-функциональным признакам 
(Ramgolam et al., 2011; Малюгин и др., 2013; Byun et al., 2014). Эта закономерность была показана 
для клеток-производных нервного гребня, выделенных из роговицы и кожи (Ramgolam et al., 2011; 
Byun et al., 2014). В составе многоклеточных сфероидов такие клетки проявляли свойства более 
ранних прогениторов по сравнению с клетками, пребывавшими в монослое (Li et al., 2015; Byun et 
al., 2014).  

Известно, что мозговое вещество надпочечников формируется в эмбриогенезе из клеток-
производных нервного гребня, относящихся к симпато-адреналовой линии (Сосунов, 1999). Было 
установлено, что в условиях культивирования при использовании бессывороточной среды и 
ростовых факторов небольшая часть клеток, полученных из эмбриональных и неонатальных 
надпочечников, проявляет свойства стволовых/прогениторных клеток (Chung et al., 2009; Saxena et 
al., 2013).  

Общепризнано, что микроокружение является очень важным, а в некоторых случаях 
определяющим фактором самообновления и поддержания пула стволовых клеток (Петренко и др., 
2011; Терских, Васильев, 2004; Репин и др., 2002). Возможно, приемы 3D-культивирования, 
примененные к клеткам, происходящим из нервного гребня, позволят установить новые 
характеристики, отличные от тех, что были получены ранее при монослойном культивировании. В 
данной работе была проведена разработка условий культивирования для получения 
многоклеточных сфероидов из надпочечников новорожденных поросят. 

Выбор вида животного диктовался тем, что надпочечники мелких лабораторных грызунов 
(крыс, мышей) имеют значительные физиологические и биохимические отличия от надпочечников 
человека (Gong et al., 2015). Организм свиньи, напротив, по многим параметрам сходен с 



78 Експресія β-III-тубуліну в культурі клітин неонатальних наднирників: порівняння … 
 Expression of β-III-tubulin in the neonatal adrenal cell culture: comparison of monolayer … 

 
 

 
Вісник Харківського національного університету імені В.Н.Каразіна  

The Journal of V.N.Karazin Kharkiv National University 
 

человеческим, что позволяет использовать этих животных в биомедицинских исследованиях в 
качестве адекватной модели (Kuzmuk, Schook, 2011).  

Цель работы – подбор условий получения мультиклеточных сфероидов из надпочечников 
новорожденных поросят в культуре, а также сравнительное изучение их некоторых 
морфологических и фенотипических особенностей в условиях монослойного и объемного (3D) 
культивирования. 

  
Материалы и методы исследования 
Получение суспензии клеток. Для получения суспензии клеток использовали надпочечники 

поросят 1–2-суточного возраста пород крупная белая и украинская мясная. После извлечения 
органы помещали в охлажденную среду DMEM/F12 (Biowest, Франция) или 199 (PAA Laboratories, 
Австрия) с растворенными в ней 200 Ед/мл бензилпенициллина, 200 мкг/мл стрептомицина (оба 
«Артеріум», Украина) и 5 мкг/мл амфотерицина В (Biowest), и измельчали на фрагменты размером 
до 1 мм3. Фрагменты ткани отмывали от крови 2–3 раза средой с антибиотиками и подвергали 
ферментативной обработке в растворе, приготовленном на среде и содержащем 1 мг/мл 
коллагеназы тип IA (Sigma, США) и 0,1 мг/мл ДНКазы (Sigma). 

Ферментативную обработку проводили в три этапа (30, 10, 10 мин) на водяной бане при 
температуре 37°С и постоянном встряхивании. Для инактивации ферментов после каждого этапа 
отделившиеся клетки отбирали в пробирку с охлажденной фетальной телячьей сывороткой (ФТС, 
Biowest). Клетки, полученные после трех последовательных этапов, объединяли и отмывали от 
ферментов в 0,2% растворе бычьего сывороточного альбумина (БСА, Sigma) на среде DMEM/F12 
путем трехкратного центрифугирования (1 мин при 3000 об/мин и дважды по 3 мин при 1500 
об/мин). После отмывки суспензию клеток фильтровали через нейлоновое сито с диаметром пор 
125 мкм для удаления клеточного дебриса. Количество и жизнеспособность клеток в полученной 
суспензии оценивали по стандартной методике с помощью окрашивания 0,4% раствором 
трипанового синего, который добавляли к суспензии клеток в соотношении 1:1. В среднем 
жизнеспособность полученных клеток составляла 85%. 

Объемное (3D) культивирование. Клетки культивировали в пластиковых чашках Петри с 
площадью дна 8,8 см2 (НПЛ Гранум, Украина) и низкоадгезивной поверхностью. Для получения 
низкоадгезивной поверхности чашки обрабатывали по методу Hammarback (Hammarback et al., 
1985). Флотирующие цитосферы, полученные в низкоадгезивных условиях, на разные сутки 
культивирования переносили в 24-луночные планшеты с нормальной адгезивной поверхностью с 
площадью дна одной лунки 1,864 см2 (ТРР, Швейцария). 

Монослойное культивирование. Клетки культивировали в пластиковых культуральных 
флаконах с площадью дна 25 см2 и нормальной адгезивной поверхностью (SPL Life sciences, Корея). 

Объемное и монослойное культивирование проводили с использованием базовой 
питательной среды 199 или DMEM/F12 с добавлением антибиотиков (200 Ед/мл 
бензилпенициллина и 200 мкг/мл стрептомицина), амфотерицина В (5 мкг/мл), 10% ФТС при 37°С в 
атмосфере с 5% СО2. Посевная концентрация составляла 2,5–5×105 кл/мл, при этом в чашку 
Петри вносили 2 мл, а в культуральный флакон 4 мл суспензии. Замену среды осуществляли 
каждые 3–4 дня. При объемном культивировании производили замену половины объема среды. 
При монослойном культивировании среду полностью заменяли на свежую. 

Окраска гематоксилином и эозином. Клеточный монослой фиксировали в 4% 
параформальдегиде (Sigma) в течение 30 минут, затем отмывали фосфатно-солевым буфером 
(PBS, рН=7,4) и выдерживали по 1 минуте в растворах спирта убывающих концентраций (96%, 
80%, 70%). После удаления спирта монослой клеток помещали на 5 минут в гематоксилин. Затем 
гематоксилин удаляли, клетки промывали проточной водой и помещали на 1 минуту в эозин. 
После удаления эозина клеточный монослой выдерживали по 1 минуте в растворах спирта 
возрастающих концентраций (70%, 80%, 96%) и заключали под PBS с глицерином (1:1).  

Процент клеточного монослоя оценивали с помощью сканирования дна планшета с 
окрашенными гематоксилином и эозином клетками на сканере Epson Perfection V10 (Япония).  

Подсчеты относительной площади, занимаемой монослоем клеток, проводили с помощью 
программы AxioVision Rel. 4.8 (Carl Zeiss, Германия), выражали в процентах и вычисляли по 
формуле: S монослоя=S окрашенного участка/S лунки × 100. 
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Иммуноцитохимические исследования. Для определения экспрессии β-III-тубулина 
использовали первичные мышиные антитела к β-III-тубулину (Abcam, Великобритания, 1:200) и 
вторичные козьи анти-мышиные HiLyte Fluor 488-конъюгированные антитела (Abcam, 1:400). 
Образцы фиксировали в 4% растворе параформальдегида на PBS в течение 15 мин. Отмывали 
PBS 3 раза по 5 минут. Пермеабилизацию проводили в 0,3% растворе Triton Х-100 (Sigma) на PBS 
в течение 10 минут. Блокировали неспецифическое связывание антител раствором PBS, 
содержащим 0,1% Triton Х-100, 1% БСА, 0,3 М глицин (Reanal, Венгрия) на протяжении 1 часа при 
комнатной температуре. Инкубацию с первичными антителами проводили при +4°С на протяжении 
ночи, затем отмывали 3 раза PBS. Инкубацию со вторичными антителами проводили при 
комнатной температуре в течение 30 минут в темноте, затем отмывали 3 раза PBS. Антитела 
готовили на растворе PBS, содержащем 0,1% Triton Х-100, 1% БСА. 

Микроскопия и морфометрический анализ. Микрофотосъемку осуществляли с помощью 
светооптического микроскопа AmScope, модель XYL-403 (Китай) с цифровой камерой и на 
флуоресцентном микроскопе Carl Zeiss Axio Observer Z1 (Германия). Морфометрический анализ 
проводили по микрофотографиям с использованием программы AxioVision Rel. 4.8 (Carl Zeiss). 

Статистическая обработка результатов. Количественные данные экспериментов 
представлены в виде среднего значения ± стандартное отклонение. Статистическую 
достоверность оценивали с помощью однофакторного дисперсионного анализа, достоверными 
считались различия при р<0,05. 

 
Результаты  
На рис. 1 представлены микрофотографии, позволяющие охарактеризовать основные этапы 

формирования цитосфер в течение всего периода культивирования (28 суток).  
Заметно, что в начальные сутки пребывания в условиях объемного культивирования клетки, 

взвешенные в питательной среде, собираются в небольшие агрегаты (рис. 1, А). На 5–6 сутки 
большинство агрегатов приобретают правильную сферическую форму, их поверхность становится 
более однородной (рис. 1, Б). Кроме того, в среде наблюдаются флотирующие агрегаты клеток 
неправильной формы, которые, по-видимому, представляют собой нежизнеспособные клетки и 
клеточный дебрис. К 11-м суткам цитосферы продолжают увеличиваться в размерах. Практически 
исчезают неоформленные мелкие агрегаты (рис. 1, В). На 24–28 сутки культивирования 
цитосферы выглядят плотными образованиями, состоящими из большого количества 
морфологически однородных клеток с четкой границей (рис. 1, Г). На поверхности цитосфер часто 
можно было наблюдать появление клеток, имеющих прозрачную цитоплазму и округлую форму.  

При монослойном культивировании клетки прикреплялись к поверхности культурального 
пластика после 1-х суток и формировали монослой из фибробластоподобных клеток к 5–7 суткам 
(рис. 1, Д). Впоследствии на монослое образовывались прикрепленные цитосферы с 
выселяющимися нейробластоподобными клетками, флотирующих цитосфер не наблюдалось (рис. 
1, Е). 

На рис. 2 представлены данные о количестве и размере цитосфер в условиях объемного 
культивирования на разные сутки. Заметно, что после первых 4 суток достоверно уменьшается 
количество цитосфер (рис. 2, А) и в это же время увеличивается их диаметр (рис. 2, Б). Это может 
свидетельствовать о том, что на начальных этапах культивирования формирование цитосфер 
происходит за счет агрегации клеток. Кроме того, происходит распад агрегатов, состоящих из 
нежизнеспособных клеток. В дальнейшем размер цитосфер увеличивается незначительно, 
вероятно, вследствие деления клеток.  

При перенесении цитосфер, полученных в течение первых 10 суток в 3-D культуре, на 
поверхность с нормальной адгезией наблюдалось их прикрепление в течение нескольких часов. 
После прикрепления из цитосфер выселялись клетки разной морфологии: большие 
распластанные фибробластоподобные с крупным ядром и ядрышками и мелкие 
нейробластоподобные с одним или двумя отростками (рис. 3, А).  

При дальнейшем культивировании клетки первого типа образовывали монослой (рис. 3, 
Б). Клетки второго типа расселялись на монослое, их отростки удлинялись и формировали сети 
(рис. 3, В).  
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Рис. 1. Морфология культуры клеток надпочечников новорожденных поросят при 

объемном (А, Б, В, Г) и монослойном (Д, Е) культивировании: А – 2 сутки, Б – 6 сутки, В – 11 
сутки, Г – 26 сутки, Д – 5 сутки, Е – 8 сутки. Стрелки указывают на клетки с нейробластоподобной 
морфологией. Увеличение: А, Б, В, Г – объектив 20×, окуляр 10×; Д, Е – объектив 40×, окуляр 10× 
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Рис. 2. Количество (А) и диаметр (Б) цитосфер на разные сутки в условиях объемного 

культивирования 
* различия достоверны по сравнению с 4–5 сутками (р<0,05). 
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Рис. 3. Формирование монослоя и выселение нейробластоподобных клеток из 

цитосфер. А – прикрепление цитосфер, полученных в 3D-культуре, после переноса в стандартные 
(адгезивные) условия на 10 сутки. Наблюдается выселение 2 типов клеток: фибробластоподобных 
(крупная стрелка) и нейробластоподобных (маленькая стрелка). Б – образование монослоя из 
выселившихся клеток на 7 сутки после переноса цитосфер в стандартные условия, В – 
формирование сетей клетками неробластоподобной морфологии на 11 сутки после переноса 
цитосфер в стандартные условия, Г – монослой и прикрепленные цитосферы с выселяющимися 
клетками неробластоподобной морфологии, полученные в стандартных условиях 
культивирования. Окраска: гематоксилин и эозин. 
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В целом, после перенесения цитосфер, полученных в 3D-культуре, на адгезивную 
поверхность морфологическая картина напоминала ту, которая наблюдалась при монослойном 
культивировании: прикрепленные цитосферы с выселяющимися клетками нейрональной 
морфологии, расположенные на монослое из фибробластоподобных клеток (рис. 3, Г).  

Полученный результат мог означать, что при помещении суспензии клеток надпочечников в 
объемные условия культивирования в агрегаты собираются по меньшей мере 2 типа клеток, 
обладающих способностью к прикреплению и активному делению в составе монослоя. Поскольку 
надпочечник, из которого получали суспензию клеток, имеет соединительнотканную капсулу, 
присутствие фибробластов в культуре клеток вполне объяснимо.  

Известно, что фибробласты обладают высокой способностью к пролиферации при создании 
благоприятных условий, поэтому для очистки первичных культур клеток от данной 
контаминирующей популяции используют различные подходы: неадгезивные культуральные 
поверхности (Dalby et al., 2003), введение в питательную среду специальных добавок, 
препятствующих фибробластному росту (Wei et al., 2009; Kaewkhaw et al., 2012; Pilling, Gomer, 
2012), культивирование на специальных кондиционированных средах (Park et al., 2012; Wang et al., 
2008), снижение концентрации сыворотки (Kulkarni, McCulloch, 1994), иммуномагнитную адсорбцию 
и сепарацию клеток (Chen et al., 1993; Kisselbach et al., 2009; Agley et al., 2015; Sincennes et al., 
2017), обработку культуры хелаторами и ферментами (Jin et al., 2008; Niapour et al., 2010).  

Мы предположили, что длительное нахождение клеток в условиях отсутствия адгезии при 
объемном культивировании должно способствовать уменьшению популяции 
фибробластоподобных клеток, поэтому в результате возможно получить чистую культуру 
нейробластоподобных клеток. Для проверки данного предположения цитосферы переносили из 
низкоадгезивных в стандартные условия на разные сутки культивирования (4, 7, 11, 14, 17, 21, 24, 
28 сутки). Культивировать продолжали до тех пор, пока фибробластоподобные клетки не 
формировали монослой (в среднем до 10 суток). 

Из данных, представленных на рис. 4, следует, что конфлюэнтного монослоя не было 
достигнуто ни в одной из проб. Площадь формируемого фибробластоподобными клетками 
монослоя уменьшалась при увеличении времени предварительного объемного культивирования 
цитосфер. При переносе цитосфер на 4 сутки этот показатель составил 51±5 %, на 7 сутки 42±6 %, 
на 11 сутки 1,3±0,5 %. При переносе цитосфер в стандартные условия культивирования на 14, 17, 
21, 24 и 28 сутки в культуре практически не наблюдалось фибробластоподобных клеток.  

 

 
 
Рис. 4. Относительная площадь монослоя, формируемого фибробластоподобными 

клетками, на разные сутки переноса цитосфер из объемного культивирования в 
стандартные условия 

 
Клетки симпато-адреналовой линии происходят из нервного гребня. В период 

эмбрионального развития клетки-предшественники мигрируют из него на уровне 18–24 сомитов и 
дифференцируются в нейроны симпатических ганглиев и хромаффиноциты надпочечников (Lumb, 
Schwarz, 2015). Появление в полученной нами культуре клеток нейробластоподобной морфологии 
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могло свидетельствовать о том, что в ней сохраняются симпато-адреналовые прогениторы, 
способные дифференцироваться в нейрональном направлении.  

Специфический маркер нейробластов β-III-тубулин был использован нами для 
идентификации нейробластоподобных клеток (Svendsen et al., 2001). Проведение сравнительного 
иммуноцитохимического анализа позволило определить экспрессию маркера нейробластов β-III-
тубулина в обоих типах культур – объемной и монослойной. Для иммуноцитохимического 
окрашивания использовали культуры, которые получали при переносе цитосфер из 3D в 
стандартные условия на 14 сутки.  

В обоих типах культур наблюдалось специфическое мечение β-III-тубулином цитосфер и 
выселяющихся из них нейробластоподобных клеток (рис. 5). Фибробластоподобные клетки 
монослоя не окрашивались. Характер окрашивания и его интенсивность не изменялись в 
зависимости от условий культивирования. 

 

  
А Б 

  
В Г 

 
Рис. 5. Репрезентативные изображения, полученные при иммуноцитохимическом 

окрашивании цитосфер, полученных при объемном (А, Б) и монослойном (В, Г) 
культивировании. Представлены изображения в режиме флуоресценции (А, В) и проходящем 
свете (Б, Г). Зеленая флуоресценция означает позитивное окрашивание, которое наблюдалось в 
обеих культурах в цитосферах и нейробластоподобных клетках 
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Обсуждение 
На данный момент не существует достаточного количества исследований, касающихся 

культивирования клеток надпочечников неонатальных поросят. Vizzardelli с соавт. разработали 
автоматизированный метод выделения клеток из таких надпочечников (Vizzardelli et al., 2001), 
однако не проводили детального изучения их пролиферативных и дифференцировочных свойств 
при культивировании.  

В условиях культивирования многие виды стволовых/прогениторных клеток образуют 
флотирующие или прикрепленные сферические колонии (Pastrana et al., 2011). Сферические 
колонии разных типов были получены в культурах клеток эмбриональных, неонатальных и 
взрослых надпочечников человека, быка, крысы и мыши (Hervonen et al.,1972; Bes, Sagen, 2002; 
Zhou et al., 2006; Chung et al., 2009; Santana et al., 2012; Saxena et al., 2013). 

При этом способность дифференцироваться в нейрональном направлении была установлена 
в культурах клеток, полученных из фетальных и взрослых надпочечников человека (Bes, Sagen, 
2002; Santana et al., 2012). Подобная дифференцировка в культуре, полученной из надпочечников 
взрослого быка, происходила в присутствии фактора роста нервов NGF (Chung et al., 2009). При 
культивировании неонатальных надпочечников мыши для нейрональной дифференцировки были 
необходимы добавки в виде ретиноевой и аскорбиновой кислот (Saxena et al., 2013).  

Проведенное нами исследование, как и предыдущие наши работы (Bozhok et al., 2016; 
Сидоренко и др., 2013) согласуются с работами упомянутых авторов. Из надпочечников 
неонатальных поросят могут быть получены мультиклеточные сфероиды, обладающие 
способностью дифференцироваться в клетки с нейробластоподобной морфологией и экспрессией 
нейронального маркера β-III-тубулина. Для этого не требуется дополнительных добавок ростовых 
факторов. В представленной работе установлено, что это свойство культура клеток сохраняет и в 
условиях монослойного, и объемного культивирования. 

Кроме того, одним из важных результатов нашего исследования можно считать то, что при 
3D-культивировании существует возможность получения культуры, «очищенной» от 
фибробластоподобных клеток. Это позволит в будущем использовать чистые культуры 
нейробластоподобных клеток для исследований в области электрофизиологии, изучения 
поведения симпатических нейронов, их регенеративных способностей, влияния ростовых 
факторов и микроокружения.  

Отдельный вопрос состоит в том, каким образом формируются цитосферы. Полученные 
данные указывают на то, что на первых этапах клетки, флотирующие в среде, собираются в 
агрегаты, после чего возможен рост и пролиферация определенного типа/типов клеток в составе 
цитосфер. Подобный процесс формирования цитосфер был описан для клеток, полученных из 
головного мозга новорожденных крыс (Сукач, Ляшенко, 2011). Возможность пролиферации клеток 
в составе цитосфер была показана в нашей предыдущей работе с использованием маркера BrdU 
(Sidorenko et al., 2014).  

 
Вывод 
При объемном (3D) культивировании клеток надпочечников неонатальных поросят 

формируются мультиклеточные сфероиды. При переносе в стандартные условия они имеют 
свойство прикрепляться к подложке и дифференцироваться в нейробласты, экспрессирующие β-
III-тубулин. Для процесса нейрональной дифференцировки не требуется дополнительных добавок 
в виде ростовых факторов. Если перенос осуществляется на 14 сутки и позже, тогда возможно 
получить культуру нейробластов без контаминирующей популяции фибробластов.  
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