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Ìåõàíèçì òåðàïåâòè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ìóëüòèïîòåíòíûõ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÌÑÊ) íà îáëó-
÷åííûé îðãàíèçì â ïîñëåäíåå âðåìÿ âûçûâàåò ïîâûøåííûé èíòåðåñ èññëåäîâàòåëåé. Â êà÷åñòâå àêòèâíîãî
ó÷àñòíèêà ïàðàêðèííîãî ìåõàíèçìà ðåàëèçàöèè ýòîãî ýôôåêòà ïðåäëàãàþò ðàññìàòðèâàòü âíåêëåòî÷íûå âå-
çèêóëû, ñåêðåòèðóåìûå ïðàêòè÷åñêè âñåìè êëåòêàìè æèâîãî îðãàíèçìà. Öåëü ðàáîòû: âûäåëèòü è îõàðàêòå-
ðèçîâàòü âíåêëåòî÷íûå âåçèêóëû, ïðîäóöèðóåìûå ñòâîëîâûìè êëåòêàìè ðàçëè÷íîé ïðèðîäû. Ìàòåðèàëû è
ìåòîäû. Ñóñïåíçèè âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë, âûäåëåííûõ ïî ìîäèôèöèðîâàííîìó ïðîòîêîëó äèôôåðåíöèàëü-
íîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ èç êóëüòóðàëüíûõ æèäêîñòåé îò êóëüòóð ÌÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà ÷åëîâåêà 2-ãî ïàññà-
æà è ÌÌÑÊ æèðîâîé òêàíè êðûñû 4-ãî ïàññàæà, áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû ìåòîäîì ïðîñâå÷èâàþùåé ýëåêò-
ðîííîé ìèêðîñêîïèè è ìåòîäîì àíàëèçà òðàåêòîðèé íàíî÷àñòèö. Ðåçóëüòàòû. Èññëåäîâàíèå ïîêàçàëî íàëè-
÷èå â îáîèõ îáðàçöàõ ìèêðî÷àñòèö ðàçìåðàìè äî è îêîëî 100 íì, îäíàêî ïðîöåíòíîå ñîäåðæàíèå ÷àñòèö
ðàçíûõ ðàçìåðîâ â ñóñïåíçèè ðàçëè÷àëîñü äëÿ äâóõ àíàëèçèðóåìûõ òèïîâ êëåòîê. Çàêëþ÷åíèå. Ïîëó÷åííûå
ðåçóëüòàòû ìîãóò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î ñïåöèôèêå ñåêðåöèè, îáóñëîâëåííîé êëåòî÷íûì òèïîì.
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A mechanism of the therapeutic effect of multipotent mesenchymal stem cells (MMSC) on irradiated body has
recently arisen much interest of researchers. Extracellular vesicles (EVs) secreted by almost all cells of a living or-
ganism were suggested to actively contribute to the paracrine mechanism of this effect. The aim of the study was
isolation and characterization of extracellular vesicles produced by various types of stem cells. Materials and
methods. Suspensions of EVs were isolated from culture media of passage 2 human bone marrow-derived MMSC
and passage 4 rat adipose tissue-derived MMSC using a modified protocol of differential centrifugation and then
studied using transmission electron microscopy and nanoparticle tracking analysis. Results. The study showed
the presence of microparticles with a size of >100 nm in the examined samples. However, the percent content of
particles with different sizes in the suspension was different in two analyzed types of cell culture. Conclusion. The
study results might reflect a specificity of secretion determined by the cell type.
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Ââåäåíèå

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñóùåñòâóåò îñòðàÿ íåîáõîäèìîñòü â
ðàçðàáîòêå íîâûõ ñïîñîáîâ òåðàïèè ïîñëåäñòâèé äåéñò-
âèÿ èîíèçèðóþùåãî èçëó÷åíèÿ íà æèâîé îðãàíèçì. Îä-
íèì èç ïðåäëîæåííûõ èññëåäîâàòåëÿìè âàðèàíòîâ ïîäîá-
íîé òåðàïèè ÿâëÿåòñÿ òðàíñïëàíòàöèÿ ìóëüòèïîòåíòíûõ
ìåçåíõèìíûõ ñòðîìàëüíûõ êëåòîê (ÌÌÑÊ) êîñòíîãî
ìîçãà (ÊÌ). Â ïðåäûäóùåé ðàáîòå [1] íàìè áûëî ïîêàçà-
íî, ÷òî äàæå îäíîêðàòíàÿ âíóòðèâåííàÿ èíúåêöèÿ ÌÌÑÊ
ÊÌ ÷åëîâåêà îáëó÷åííûì ìûøàì ñïîñîáñòâîâàëà ÷àñòè÷-
íîìó âîññòàíîâëåíèþ èõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ.
Îäíàêî ìåõàíèçì ðåàëèçàöèè òàêîãî òåðàïåâòè÷åñêîãî
ýôôåêòà äî ñèõ ïîð ïîëíîñòüþ íå èçó÷åí. Â íàñòîÿùåå
âðåìÿ â êà÷åñòâå ýôôåêòîðîâ ïàðàêðèííîãî ìåõàíèçìà
òåðàïåâòè÷åñêîãî äåéñòâèÿ ÌÌÑÊ íà îáëó÷åííûé îðãà-
íèçì èíòåíñèâíî èçó÷àþò âíåêëåòî÷íûå âåçèêóëû (ÂÂ),
êîòîðûå ñåêðåòèðóþòñÿ ïðàêòè÷åñêè âñåìè êëåòêàìè îð-
ãàíèçìà [2, 3]. Ïîëàãàþò, ÷òî ýòè ÷àñòèöû ÿâëÿþòñÿ àê-
òèâíûìè ó÷àñòíèêàìè ïðîöåññîâ ìåæêëåòî÷íîé êîììó-
íèêàöèè è âçàèìîäåéñòâèÿ êëåòîê ñ ìèêðîîêðóæåíèåì.
Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî âûäåëèòü è îõàðàêòåðèçî-
âàòü âíåêëåòî÷íûå âåçèêóëû, ïðîäóöèðóåìûå ñòâîëîâûìè
êëåòêàìè ðàçëè÷íîé ïðèðîäû.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ

Â ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû êóëüòóðàëüíûå æèäêîñòè
îò äâóõ êëåòî÷íûõ ëèíèé: ÌÌÑÊ ÊÌ ÷åëîâåêà 2-ãî ïàñ-
ñàæà (êëåòêè, èñïîëüçîâàííûå ðàíåå â êà÷åñòâå òåðàïèè
îáëó÷åííûõ æèâîòíûõ; ÊÆ-1) è ÌÌÑÊ æèðîâîé òêàíè
(ÆÒ) êðûñû 4-ãî ïàññàæà (ÊÆ-2; äëÿ ñðàâíåíèÿ). Ñóñ-
ïåíçèè âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë, âûäåëåííûõ èç êóëüòó-
ðàëüíûõ æèäêîñòåé, áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû ìåòîäîì
ïðîñâå÷èâàþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè è ìåòîäîì
àíàëèçà òðàåêòîðèé íàíî÷àñòèö (Nanoparticle tracking ana-
lysis, NTA).

Âûäåëåíèå è êóëüòèâèðîâàíèå êóëüòóð êëåòîê

Âûäåëåíèå è êóëüòèâèðîâàíèå ÌÌÑÊ ÊÌ ÷åëîâåêà
ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäèêîé, îïèñàííîé ðàíåå
[1]. Äëÿ âûäåëåíèÿ êëåòîê ÆÒ êðûñû â ïðîöåññå îïåðàöèè
áðàëè ôðàãìåíòû òêàíè ïîäêîæíîãî æèðà è âûäåëÿëè ïî
ñòàíäàðòíîìó ïðîòîêîëó [4]. Ïîëó÷åííûå ôðàãìåíòû òêà-
íè â ñòåðèëüíûõ óñëîâèÿõ èçìåëü÷àëè, ïîëó÷àëè ñóñïåí-
çèþ ìåëêèõ ôðàãìåíòîâ è ïðîâîäèëè èõ èíêóáàöèþ â ðàñ-
òâîðàõ êîëëàãåíàçû 1-ãî òèïà (0,07%) («ÏàíÝêî», Ðîññèÿ)
è äèñïàçû (0,025%) («ÏàíÝêî», Ðîññèÿ) â òå÷åíèå
25—30 ìèí. Ïîñëå îêîí÷àíèÿ èíêóáàöèè â ðàñòâîð c ôåð-
ìåíòàìè è òêàíüþ äîáàâëÿëè ïîëíóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó è
öåíòðèôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè 1000 îá/ìèí. Ñó-
ïåðíàòàíò ñëèâàëè, à ïîëó÷åííûé îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâà-
ëè â ïîëíîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå è ïðîïóñêàëè ÷åðåç íåéëî-
íîâûé ôèëüòð, äëÿ òîãî ÷òîáû èçáàâèòüñÿ îò êðóïíûõ
ôðàãìåíòîâ òêàíè. Ïîëó÷åííóþ ñóñïåíçèþ êëåòîê âûñåâà-
ëè íà ÷àøêè Ïåòðè è êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 7—10 äíåé.
Ñðåäó ìåíÿëè êàæäûå 3 äíÿ. Ïîëíàÿ ïèòàòåëüíàÿ ñðåäà
èìååò ñëåäóþùèé ñîñòàâ: DMEM/F12 ñ ãëóòàìèíîì
(«ÏàíÝêî», Ðîññèÿ), 1% ïåíèöèëëèí-ñòðåïòîìèöèí
(«ÏàíÝêî», Ðîññèÿ), 10% FCS (Fetal Calf Serum). Ïðè äî-
ñòèæåíèè ìîíîñëîåì êëåòîê 80—90% êîíôëóýíòíîñòè
îñóùåñòâëÿëè ïàññèðîâàíèå êóëüòóðû. Â ýêñïåðèìåíòå èñ-
ïîëüçîâàëè êóëüòóðó êëåòîê 4-ãî ïàññàæà.

Õàðàêòåðèñòèêà êóëüòóð ñòâîëîâûõ êëåòîê

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ èììóíîôåíîòèïà ïîëó÷åííûõ êëå-
òîê ïðîâîäèëè èììóíîôåíîòèïèðîâàíèå ïî ñëåäóþùèì
ìàðêåðàì: CD90, CD105, CD29, CD133, CD19, CD45,
CD34, CD11b, CD49b, CD73, CD14 (àíòèòåëà ôèðìû «BD
Biosciences», ÑØÀ).

Êëåòêè îòìûâàëè îò ðîñòîâîé ñðåäû ðàñòâîðîì Âåðñå-
íà, îáðàáàòûâàëè 0,25% ðàñòâîðîì òðèïñèíà, ïèïåòèðî-
âàëè è öåíòðèôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 5 ìèíóò ïðè 300g. Ïî-
ëó÷åííûé îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â ðàñòâîðå ôîñôàò-
íî-ñîëåâîãî áóôåðà (pH = 7,4) è àëèêâîòèðîâàëè. Êàæäóþ
ïðîáó èíêóáèðîâàëè â òåìíîòå ïðè +25°Ñ, 15 ìèíóò ñ àí-
òèòåëàìè. Ïîëó÷åííûå îáðàçöû àíàëèçèðîâàëè íà ïðî-
òî÷íîì öèòîôëóîðèìåòðå «Cytomics FC 500» («Beckman
Coulter», ÑØÀ).

Èññëåäóåìûå êóëüòóðû ýêñïðåññèðîâàëè õàðàêòåðíûå
ïîâåðõíîñòíûå ìàðêåðû êóëüòóðû ÌÌÑÊ è íå ýêïðåññè-
ðîâàëè ìàðêåðû êëåòîê ãåìîïîýòè÷åñêîãî è ëèìôîöèòàð-
íîãî ðÿäîâ. Ðåçóëüòàòû èììóíîôåíîòèïèðîâàíèÿ ïðåä-
ñòàâëåíû íà ðèñ. 1.

Âûäåëåíèå âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë

Âûäåëåíèå ÂÂ ïðîèçâîäèëè ìåòîäîì äèôôåðåíöèàëü-
íîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè +4°Ñ ïî ìîäèôèöèðîâàí-
íîìó ïðîòîêîëó [5]. Âñå èñïîëüçóåìûå èíñòðóìåíòû è ïî-
ñóäà áûëè ïðåäâàðèòåëüíî ïðîìûòû â òå÷åíèå 2 ÷àñîâ â
ñïåöèàëüíî î÷èùåííîé âîäå («Ìåäèàíà», Ðîññèÿ). ×èñòî-
òó âîäû îöåíèâàëè ïî âåëè÷èíå ñîïðîòèâëåíèÿ, êîòîðàÿ
ñîñòàâèëà 15 ÌÎì. ÊÆ öåíòðèôóãèðîâàëè 10 ìèí ïðè
300g äëÿ îñàæäåíèÿ êëåòîê. Ñóïåðíàòàíò öåíòðèôóãèðî-
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Ðèñ. 1. Ðåçóëüòàòû èììóííîôåíîòèïè÷åñêîãî àíàëèçà ÌÌÑÊ ÊÌ ÷å-
ëîâåêà è ÌÌÑÊ ÆÒ êðûñû: âåëè÷èíà ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ ìàð-
êåðîâ êëåòîê (%). À — ïîêàçàòåëè ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ êëåòîê ñ
íèçêîé ýêñïðåññèåé. Á — ïîêàçàòåëè ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ êëåòîê
ñ âûñîêîé ýêñïðåññèåé.



âàëè 20 ìèíóò ïðè 16500g (Ultracentrifuge Optima L-90K,
«Beckman coulter» angular rotor) äëÿ áîëåå ïîëíîãî óäàëå-
íèÿ êëåòîê è äåáðèñà. Ñóïåðíàòàíò ïðîïóñêàëè ÷åðåç
ôèëüòð 0,2 ìêì (Millipore Millex-GN Nylon filter, Ãåðìà-
íèÿ), ÷òîáû óäàëèòü ÷àñòèöû ðàçìåðîì áîëüøå 200 íì, è
öåíòðèôóãèðîâàëè 2 ÷ ïðè 100000g äëÿ îñàæäåíèÿ ÂÂ.
Îñàäîê ðåñóñïåíäèðîâàëè â 1,5 ìë ôîñôàòíî-ñîëåâîãî áó-
ôåðà (phosphate buffered saline, PBS) («ÝêîÑåðâèñ», Ðîñ-
ñèÿ), êîòîðûé áûë ïðåäâàðèòåëüíî ïðîïóùåí ÷åðåç
ôèëüòð 0,2 ìêì è îòöåíòðèôóãèðîâàí â òå÷åíèå 1 ÷àñà ïðè
100000g ïðè +4°C. Äëÿ óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ èñïîëü-
çîâàëè ïðîáèðêè «Polyallomer» («Beckman», Ãåðìàíèÿ) ñî
ñòàëüíûìè êðûøêàìè, òàêæå ïðåäâàðèòåëüíî îòìûòûå â
ñïåöèàëüíî î÷èùåííîé âîäå. Ðåñóñïåíäèðîâàííûå ïðîáû
õðàíèëè ïðè -20°C âïëîòü äî íà÷àëà âñåõ ïîñëåäóþùèõ
ìàíèïóëÿöèé.

Ïðîñâå÷èâàþùàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ (ÏÝÌ)

Àäñîðáöèþ ïðåïàðàòîâ ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 30 ñåêóíä
íà ìåäíûõ ñåòêàõ äëÿ ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè 1GC 200
(«PELCO», ÑØÀ), ïîêðûòûõ ôîðìâàðîâîé ïëåíêîé (ïðè
íàíåñåíèè ïëåíêè èñïîëüçîâàëè 0,5% ðàñòâîð ôîðìâàðà â

äèõëîðýòàíå), ñ ïîñëåäóþùèì íåãàòèâíûì êîíòðàñòèðî-
âàíèåì ïðåïàðàòîâ â 2% ðàñòâîðå óðàíèë àöåòàòà. Íàáëþ-
äåíèÿ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîííîãî ìèêðîñêîïà
JEM-1400 («JEOL», ßïîíèÿ) ñ öèôðîâîé ôîòîêàìåðîé
Quemesa («Olympus», ßïîíèÿ) è ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷å-
íèÿ («Olympus Soft Imaging Solutions GmbH», Ìþíñòåð,
Ãåðìàíèÿ) ïðè 40000-êðàòíîì óâåëè÷åíèè. Ðàçìåðû èñ-
ñëåäóåìûõ îáúåêòîâ îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû
ImageJ («Íàöèîíàëüíûé èíñòèòóò çäîðîâüÿ», ÑØÀ).

Àíàëèç òðàåêòîðèé íàíî÷àñòèö (NTA)

Ìåòîä NTA («Nanosight LM10-HSBF», Âåëèêîáðèòà-
íèÿ) èñïîëüçîâàëè äëÿ èçìåðåíèÿ ñðåäíåãî ðàçìåðà è
êîíöåíòðàöèè ÷àñòèö â èññëåäóåìûõ îáðàçöàõ. Ñîãëàñíî
çàÿâëåííûì ïðîèçâîäèòåëåì õàðàêòåðèñòèêàì, «Nano-
Sight» ïîçâîëÿåò îáíàðóæèâàòü è èäåíòèôèöèðîâàòü ðàñ-
òâîðåííûå ÷àñòèöû ðàçìåðîì â ïðåäåëàõ îò 10 äî 2000 íì.
Âî âðåìÿ àíàëèçà ÷åðåç ñóñïåíçèþ ïðîõîäèò ñôîêóñèðî-
âàííûé ëó÷ ëàçåðà, êîòîðûé îñâåùàåò ñîäåðæàùèåñÿ â
íåé ìèêðî÷àñòèöû. Ñâåò, ðàññåÿííûé êàæäîé îòäåëüíîé
÷àñòèöåé â ðåãèñòðèðóåìîì ïîëå çðåíèÿ, ôîêóñèðóåòñÿ
ìèêðîñêîïîì íà äàò÷èê èçîáðàæåíèÿ âèäåîêàìåðû. Ïðî-
ãðàììíîå îáåñïå÷åíèå NTA èäåíòèôèöèðóåò è îòñëåæè-
âàåò êàæäóþ ÷àñòèöó, ÷òî ïîçâîëÿåò èçìåðÿòü åå ñðåäíå-
êâàäðàòè÷íîå ñìåùåíèå â ïðîöåññå Áðîóíîâñêîãî äâèæå-
íèÿ. Ýòîò ïàðàìåòð, à òàêæå äàííûå î òåìïåðàòóðå è âÿç-
êîñòè àíàëèçèðóåìîé ñóñïåíçèè, ïîçâîëÿþò ðàññ÷èòàòü
òåîðåòè÷åñêèé ãèäðîäèíàìè÷åñêèé äèàìåòð èññëåäóåìûõ
ìèêðî÷àñòèö ïî óðàâíåíèþ Ýéíøòåéíà—Ñòîêñà [6].
Èìåÿ äàííûå îá îáúåìå àíàëèçèðóåìîé ñóñïåíçèè ñ ïî-
ìîùüþ ìåòîäà NTA òàêæå âîçìîæíî îöåíèòü êîíöåíòðà-
öèþ èññëåäóåìûõ ÷àñòèö â îáðàçöå.

Â íàøåé ðàáîòå áûëî íåîáõîäèìî îöåíèòü ðàçìåðû
âíåêëåòî÷íûõ âåçèêóë, ñåêðåòèðóåìûõ ðàçíûìè êóëüòóðà-
ìè êëåòîê. Áîëüøèíñòâî ýòèõ âåçèêóë èìåþò ñóáìèêðîí-
íûé ðàçìåð (30—1000 íì), ñðåäè íèõ îñîáûé èíòåðåñ âû-
çûâàþò ýêçîñîìû, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ ñàìûìè ìàëåíüêè-
ìè ïðåäñòàâèòåëÿìè ÂÂ (îò 30 äî 150 íì) [6]. Èñõîäÿ èç
ýòîãî, ïðè èçìåðåíèè ìåòîäîì NTA áûë óñòàíîâëåí ìè-
íèìàëüíûé îæèäàåìûé ðàçìåð äåòåêòèðóåìûõ ÷àñòèö —
30 íì. Êàæäûé îáðàçåö áûë ðàçâåäåí â 1000 ðàç, ÷òîáû äî-
ñòè÷ü ðåêîìåíäóåìîé ïðîèçâîäèòåëåì äëÿ êîððåêòíîñòè
èçìåðåíèé êîíöåíòðàöèè àíàëèçèðóåìûõ ÷àñòèö
(1—10 õ 108 ÷àñòèö/ìë) [7]. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ áûë âû-
áðàí îáðàçåö PBS, èñïîëüçóåìûé äëÿ ðàçâåäåíèÿ. Èçìå-
ðåíèÿ ñóñïåíçèé ÂÂ, ïîëó÷åííûõ îò àíàëèçèðóåìûõ êóëü-
òóð êëåòîê, ïðîâîäèëè â 12 ïîâòîðàõ, êîíòðîëüíîé ïðîáû
— â 4. Ñðåäíåå êîëè÷åñòâî îòñëåæåííûõ òðàåêòîðèé ñî-
ñòàâèëî 145, 155 è 52 çà ïðîõîä äëÿ îáðàçöîâ èç ÊÆ-1,
ÊÆ-2 è êîíòðîëÿ ñîîòâåòñòâåííî.

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ è îáñóæäåíèå

Â õîäå àíàëèçà ñóñïåíçèé ÂÂ ñ ïîìîùüþ ÏÝÌ â ÊÆ-1
áûëè âûÿâëåíû ÷àñòèöû ñ ôîðìîé, áëèçêîé ê ñôåðè÷å-
ñêîé, è ðàçìåðàìè â äèàïàçîíå îò 36 äî 45 íì (ðèñ. 2, A).
Äðóãèõ ÷àñòèö â ýòîì îáðàçöå îáíàðóæåíî íå áûëî.
Â ÊÆ-2 ïðèñóòñòâîâàëî äâà òèïà ÷àñòèö: ðàçìåðîì îò 79
äî 106 íì ñ ìîðôîëîãè÷åñêèìè ïðèçíàêàìè âíåêëåòî÷-
íûõ âåçèêóë è îò 37 äî 53 íì, ñîîòâåòñòâóþùèìè, ïî-âè-
äèìîìó, ëèïîïðîòåèíàì î÷åíü íèçêîé ïëîòíîñòè, ïðè-
ñóòñòâóþùèìè â ñûâîðîòêå, äîáàâëÿåìîé â êóëüòóðàëü-
íóþ ñðåäó (ðèñ. 2, Á).
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Ðèñ. 2. Èçîáðàæåíèå ÂÂ â àíàëèçèðóåìûõ ñóñïåíçèÿõ, ïîëó÷åííîå
ìåòîäîì ïðîñâå÷èâàþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè, ïðè
40000-êðàòíîì óâåëè÷åíèè. A — ÏÝÌ ÂÂ îò ÌÌÑÊ ÊÌ ÷åëîâåêà, ÷àñ-
òèöû ðàçìåðîì 36—45 íì îáîçíà÷åíû êðàñíûìè ñòðåëêàìè. Á — ÏÝÌ
ÂÂ îò ÌÌÑÊ ÆÒ êðûñû, ÷àñòèöû ðàçìåðîì 79—106 íì îáîçíà÷åíû
ñèíèìè ñòðåëêàìè, à ÷àñòèöû ðàçìåðîì 37—53 íì — êðàñíûìè ñòðåë-
êàìè. Â — ÏÝÌ êîíòðîëüíîãî îáðàçöà PBS.



Â êîíòðîëüíîì îáðàçöå (PBS), ïîäâåðãíóòîì òàêîé æå
ïðîöåäóðå, ìèêðî÷àñòèö áëèçêèõ ðàçìåðîâ íå îáíàðóæè-
ëè (ðèñ. 2, Â). Ìåëêàÿ çåðíèñòîñòü, êîòîðàÿ ïðèñóòñòâóåò
è â ïðåïàðàòàõ, è â êîíòðîëå, âåðîÿòíî, ïðåäñòàâëÿåò ñî-
áîé ñòðóêòóðó ôîðìâàðîâîé ïîäëîæêè.

Ïî ðåçóëüòàòàì NTA ñðåäíèé ðàçìåð ÷àñòèö â îáðàçöå
ÊÆ-1 ñîñòàâèë 86 íì ïðè êîíöåíòðàöèè 6,6 õ 1010 ÷àñ-
òèö/ìë, à â îáðàçöå ÊÆ-2 — 101 íì ïðè êîíöåíòðàöèè
7,9 õ 1010 ÷àñòèö/ìë (ðèñ. 3). Â êîíòðîëüíûõ îáðàçöàõ ñðåä
(áåç êóëüòèâèðîâàíèÿ â íèõ êëåòîê) à òàêæå â îáðàçöå áó-
ôåðà, èñïîëüçóåìîãî äëÿ ðàçâåäåíèÿ, êîíöåíòðàöèÿ ìèê-
ðî÷àñòèö íå ïðåâûøàåò 108 ÷àñòèö/ìë (äàííûå íå ïðåä-
ñòàâëåíû).

Èññëåäóÿ òàêîé îáúåêò, êàê âíåêëåòî÷íûå âåçèêóëû,
íåîáõîäèìî ïîìíèòü, ÷òî ïîëó÷àåìûå äàííûå î ðàçìåðå
ìèêðî÷àñòèö íå ÿâëÿþòñÿ èñòèííîé âåëè÷èíîé. Äëÿ ïðî-
âåäåíèÿ ÏÝÌ èññëåäóåìûé îáðàçåö íåîáõîäèìî ïðåäâà-
ðèòåëüíî ôèêñèðîâàòü è ðåãèäðàòèðîâàòü, à ñàì ïðîöåññ
ïîëó÷åíèÿ èçîáðàæåíèÿ ïðîâîäèòñÿ â óñëîâèÿõ âàêóóìà.
Ìíîãîñòóïåí÷àòàÿ ïðîáîïîäãîòîâêà è óñëîâèÿ ïðîâåäå-
íèÿ íàáëþäåíèé ìîãóò âûçûâàòü èçìåíåíèÿ ôîðìû è ðàç-
ìåðîâ èññëåäóåìûõ ÷àñòèö [8]. Îäíàêî äàííûé ìåòîä íà-
õîäèò øèðîêîå ïðèìåíåíèå, ïîçâîëÿÿ ïðîâîäèòü àíàëèç
ñòðóêòóðíûõ è áèîëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê âíåêëåòî÷-
íûõ âåçèêóë.

Â ñëó÷àå NTA-àíàëèçà èìååò ìåñòî îáðàòíàÿ ñèòóàöèÿ.
Âîêðóã âåçèêóë, íàõîäÿùèõñÿ â âîäíîì ðàñòâîðå, îáðàçó-
åòñÿ ãèäðàòíàÿ îáîëî÷êà, ïîýòîìó ìåòîäû, îñíîâàííûå íà
äåòåêöèè ÷àñòèö â ïîäîáíûõ óñëîâèÿõ (NTA, ìåòîäû äè-
íàìè÷åñêîãî ñâåòîðàññåÿíèÿ), ïîçâîëÿþò îïðåäåëèòü
òîëüêî òåîðåòè÷åñêèé ãèäðîäèíàìè÷åñêèé ðàçìåð èññëå-
äóåìûõ ìèêðî÷àñòèö. Òåì íå ìåíåå, ýòè ìåòîäû ïîçâîëÿ-
þò ïîëó÷èòü äîâîëüíî òî÷íóþ èíôîðìàöèþ î êîíöåíòðà-
öèè è ðàñïðåäåëåíèè ÷àñòèö ïî ðàçìåðó â àíàëèçèðóåìîé
ñóñïåíçèè.

Ðåçóëüòàòû íàøåãî èññëåäîâàíèÿ ñîãëàñóþòñÿ ñ èçëî-
æåííûì âûøå. Ðàçìåðû ìèêðî÷àñòèö, îïðåäåëåííûå ìå-
òîäîì NTA, áûëè íåñêîëüêî áîëüøèìè, ÷åì ïîëó÷åííûå
ïðè èññëåäîâàíèè ìåòîäîì ïðîñâå÷èâàþùåé ýëåêòðîí-
íîé ìèêðîñêîïèè. Ïîäîáíûå ðàçëè÷èÿ òàêæå õàðàêòåðíû
äëÿ ðàçìåðîâ áèîìîëåêóë, îïðåäåëÿåìûõ â ñóõîì è ðàñ-
òâîðåííîì ñîñòîÿíèè, íàïðèìåð, ñ ïîìîùüþ ðåíòãåíîñò-
ðóêòóðíîãî àíàëèçà è ëàçåðíîé êîððåëÿöèîííîé ñïåêòðî-
ñêîïèè [9]. Êîëè÷åñòâî îòñëåæåííûõ òðàåêòîðèé â õîäå
NTA-àíàëèçà êàæäîãî îáðàçöà òàêæå êîñâåííî ñâèäåòåëü-
ñòâóåò î ðàçëè÷èè â êîíöåíòðàöèÿõ ÷àñòèö, ñîäåðæàùèõñÿ
â ñóñïåíçèÿõ ÂÂ îò ðàçíûõ êëåòî÷íûõ êóëüòóð.

Çàêëþ÷åíèå

Ïîëó÷åííîå â íàøåì èññëåäîâàíèè ðàçëè÷èå â ïðî-
öåíòíîì ñîäåðæàíèè ìèêðî÷àñòèö ðàçíîãî ãèäðîäèíàìè-
÷åñêîãî ðàäèóñà â àíàëèçèðóåìûõ ñóñïåíçèÿõ ÂÂ, âûäå-
ëåííûõ èç êóëüòóðàëüíûõ æèäêîñòåé îò äâóõ ðàçíûõ êóëü-
òóð êëåòîê, ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î ñïåöèôèêå ñåêðå-
öèè, îáóñëîâëåííîé êëåòî÷íûì òèïîì, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ
èçâåñòíûìè äàííûìè ëèòåðàòóðû [10, 11].
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Ñâåäåíèÿ îá àâòîðàõ:
Àë÷èíîâà Èðèíà Áîðèñîâíà — êàíäèäàò áèîëîãè÷åñêèõ íàóê, âåäóùèé íàó÷íûé ñîòðóäíèê ëàáîðàòîðèè

ôèçèêî-õèìè÷åñêîé è ýêîëîãè÷åñêîé ïàòîôèçèîëîãèè1, çàâåäóþùàÿ ëàáîðàòîðèåé êîñìè÷åñêîé ïàòîôè-
çèîëîãèè2.

Ïîëÿêîâà Ìàðãàðèòà Âÿ÷åñëàâîâíà — àñïèðàíò, ìëàäøèé íàó÷íûé ñîòðóäíèê ëàáîðàòîðèè ôèçèêî-õè-
ìè÷åñêîé è ýêîëîãè÷åñêîé ïàòîôèçèîëîãèè1.

Ñàáóðèíà Èðèíà Íèêîëàåâíà — äîêòîð áèîëîãè÷åñêèõ íàóê, çàâåäóþùàÿ ëàáîðàòîðèåé êëåòî÷íîé áèî-
ëîãèè è ïàòîëîãèè ðàçâèòèÿ1.

Êàðãàíîâ Ìèõàèë Þðüåâè÷ — äîêòîð áèîëîãè÷åñêèõ íàóê, ïðîôåññîð, çàâåäóþùèé ëàáîðàòîðèåé ôèçè-
êî-õèìè÷åñêîé è ýêîëîãè÷åñêîé ïàòîôèçèîëîãèè1.
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