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ВВЕДЕНИЕ

Исследования влияния факторов космического 
полета (микрогравитации, радиации, невесомо-
сти) на жизнедеятельность организмов (животных 
и человека) регулярно проводятся с начала осво-
ения космического пространства и не утратили 
своей актуальности до настоящего времени.

На начальных этапах космических экспери-
ментов влияние условий космического полета 
изучали в основном на организменном уровне. 
Так, изучена частота хромосомных аберраций в 
лимфоцитах космонавтов, где показано, что она 
значительно выше, чем у здоровых людей той же 
возрастной группы, не побывавших в космосе. 
Предприняты попытки изучения метаболиче-
ской и миграционной активности фагоцитов как 
участников регуляции иммунного ответа. Изучено 
влияние факторов космического полета на эритро-
циты человека: выявлены изменения показателей 
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Для изучения влияния факторов космического полёта на процессы жизнедеятельности клеток 
опорных и соединительных тканей человека была предложена и разработана новая биологическая 
модель, которая представляет собой трехмерный пористый бионоситель, заселенный культурами 
клеток и помещенный в герметично закрытую емкость, целиком заполненную ростовой средой 
(патент №143101 от 30.12.2013). Идентификацию клеток в культуре и на бионосителе проводили 
с помощью комплекса морфологических, биохимических и иммуногистохимических методов ис-
следования, а также растровой электронной (РЭМ) и конфокальной микроскопии. Эффективность 
данной модели была доказана в двух орбитальных космических полётах на беспилотных аппаратах 
«Бион-М № 1» и «Фотон № 4». Клетки в течение 30 и 44 дней полёта без смены культуральной среды 
сохраняли жизнеспособность и пролиферативную активность.
Ключевые слова: культура клеток, 3D-бионоситель, ЛДГ-тест, факторы космического полета

ионного обмена, липидного и фосфолипидного 
профилей. Наблюдаемые морфофункциональные 
сдвиги были объяснены с позиций реакции систе-
мы крови на стресс реадаптации.

Что касается экспериментов на клетках жи-
вотных и человека, то исследования такой на-
правленности стали предпочтительнее в связи 
со стремительным развитием клеточных биотех-
нологий в XXI веке [2; 3; 4; 5; 6]. Использование 
клеточных культур в космической медицине и 
биологии является этичным и экономически вы-
годным по сравнению с экспериментами на ла-
бораторных животных. Кроме того, такие иссле-
дования технически более просты в исполнении, 
так как объекты занимают небольшие объемы и 
не требуют сложных систем жизнеобеспечения.

Известно, что условия космического полета 
вызывают различные нарушения в опорно-дви-
гательной системе.

Результаты изучения изменений, произо-
шедших в клетках этой системы под влиянием 
факторов космического полета, а также жиз-
недеятельности клеток после возвращения их 
на Землю, могут быть использованы при про-
ведении послеполетных реабилитационных 
мероприятий и разработке мер профилактики 
возникших нарушений опорно-двигательной 
системы у космонавтов.

Цель исследования: разработать новую био-
логическую модель для исследования влияния 
факторов космического полёта на культуры кле-
ток опорных и соединительных тканей человека.
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Для этого было необходимо решить следую-
щие задачи:

Вырастить культуры клеток хондробластов и 
фибробластов.

Определить оптимальный бионоситель для 
полученных культур клеток.

Разработать технологию получения биоло-
гической модели на основе 3D-бионосителя и 
культур клеток.

С помощью комплекса морфологических, 
биохимических, иммуногистохимических мето-
дов исследования, РЭМ и конфокальной микро-
скопии определить структурно-функциональные 
и количественные характеристики клеток в куль-
туре и на носителе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектами исследования были культуры кле-
ток опорных и соединительных тканей человека и 
деминерализованная лиофилизированная спон-
гиоза серии «Лиопласт»® (Патент на изобретение 
№ 2366173 от 10.09.2009 г.) [7] , которая исполь-
зовалась в качестве биологического 3D-носителя 
для создания модели (рис.1).

Такая спонгиоза представляет собой природ-
ный мелкопористый биопластический материал 
и состоит из органического компонента губчатой 
формации костной ткани человека. Этот матери-
ал не проявляет антигенных свойств и широко 
применяется в травматологии и ортопедии.

 

Рис. 1. Внешний вид деминерализованной 
спонгиозы серия «Лиопласт®»

Хондробласты из гиалинового хряща челове-
ка выращивали в лаборатории культуры клеток 
ИЭМБ СамГМУ по методике Brittberg (1995) [7] в 
собственной модификации.

Дермальные фибробласты получали из кожи 
крайней плоти мальчиков в возрасте до 10 лет при 
операции циркумцизии по методике Гринберга 
с соавт. (1988) [8].

На 4 пассаже осуществляли идентификацию 
полученных культур при помощи морфологиче-
ских методов. Производили окрашивание моно-
слоя гематоксилином, суданом IV и орсеином.

По завершении эксперимента оценивали 
морфофункциональное состояние клеток с по-
мощью морфологических, биохимических и 
иммуногистохимических методов исследова-
ния, а также методов статистической обработки 
данных. Для определения наличия клеток на 
бионосителе использовали РЭМ и конфокальную 
микроскопию. Жизнеспособность клеток опреде-
ляли с помощью ЛДГ-теста.

Сущность ЛДГ-теста заключается в том, что 
лактатдегидрогеназа появляется в культуральной 
жидкости только при нарушении целостности 
клеточных мембран, и соотношение ее активно-
сти в культуральной среде и в клетках на носителе 
отражает соотношение живых и поврежденных 
клеток в культуре [9; 10; 11; 12].

В настоящем исследовании определение 
проводили в культуральной среде и лизате 
клеток, находившихся на бионосителе. Куль-
туральную среду отбирали в эппендорфы и 
центрифугировали. Бионоситель дважды опо-
ласкивали фосфатно-солевым буфером (ФСБ), 
помещали в эппендорфы, добавляли 0,001М 
фосфатный буфер с рН 7,4. Сохранившиеся на 
носителе живые клетки разрушали путем дву-
кратного замораживания-оттаивания. Отбирали 
по 1 мл культуральной среды и лизата клеток, 
добавляли к каждой аликвоте 1 мМ пирувата и 
0,2 мМ NADH (никотинамидадениндинкулеотид 
восстановленный), затем спектрофотометри-
ровали (СФ-56, «ЛОМО», Санкт-Петербург) при 
длине волны 340 нм. Активность ЛДГ определяли 
по убыли NADH в ходе реакции превращения 
пирувата в лактат.

Количество жизнеспособных клеток опре-
деляли как отношение активности ЛДГ в лизате 
клеток к суммарной активности ЛДГ в лизате и в 
ростовой среде и выражали в процентах.

РЭМ  выполнялась на аппаратуре JEOLJSM-
6390A (Япония). Конфокальная микроскопия 
проводилась с помощью экспериментального 
стенда на базе инвертированного микроско-
па Olympus IX71 и лазерного комбайна фир-
мы ANDOR. Стенд обеспечивал два режима 
микросъемки: конфокальной микроскопии 
в видимом свете и режим лазерной флуорес-
ценции. Для визуализации живых клеток на 
носителе был использован флуорофор GFP 
(фирмы «Invitrogen», США). Для визуализации 
поврежденных клеток использовали флуорофор 
пропидиум йодид («Sigma», США), который не 
проникает через неповрежденную мембрану 
живых клеток, поэтому он окрашивает ядра 
только мертвых клеток и клеток, находящих-
ся в поздних стадиях апоптоза. В отличие от 
красителей, традиционно используемых в 
гистологии, данный флуорофор не токсичен 
и позволяет детально исследовать динамику 
процессов.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Первый компонент биологической модели – 
деминерализованная лиофилизированная спонгиоза 
человека  серии «Лиопласт»® .

Важнейшим этапом в технологическом про-
цессе производства этого материала является 
обезжиривание и удаление из межбалочных 
пространств крови, жира, всех элементов кост-
ного мозга. Это достигается с помощью низкоча-
стотного ультразвука установки с последующей 
лиофилизацией на сублимационной установке 
ALPHA2-4LSC. Процесс лиофилизации (вакуум-
ная сушка тканей) представляет собой метод низ-
котемпературного обезвоживания биоимпланта-
тов, которое происходит в вакууме в результате 
возгонки (сублимации) воды из состояния льда 
в пар, минуя жидкую фазу. При лиофилизации 
вода из биоимплантатов удаляется и составляет 
не более 5% в ткани без нарушения нативной 
структуры белков. В кости резко замедляются или 
прекращаются биохимические реакции, в резуль-
тате чего ткани становятся более устойчивыми 
к факторам внешнего воздействия и сохраняют 
первоначальные свойства в течение длительного 
периода хранения.

Вторым компонентом биологической мо-
дели являются культуры клеток опорных и со-
единительных тканей человека (хондробласты и 
фибробласты).

Для получения хндробластов использовали 
фрагменты интактного гиалинового хряща мас-
сой 500-1000 мг, взятые у соматически здорового 
органного донора, обследованного на ВИЧ, RW, 
гепатит В, С.

Образцы фрагментов хряща поступали в ла-
бораторию культивирования клеток Института 
экспериментальной медицины и биотехнологии 
(ИЭМБ) СамГМУ в среде 199 и хранились при 
температуре +4°С в течение суток. Через сутки, 
убедившись в стерильности образцов, начинали 
их обработку.

Хрящ размельчали и подвергали трехкрат-
ному промыванию раствором Хенкса (ООО 
«БиолоТ», Санкт-Петербург, РФ). Измельченный 
хрящ переносили в сосуд с клостридиальной 
коллагеназой (ООО «БиолоТ», Санкт-Петербург, 
РФ) на 18 часов. После этого фермент инактиви-
ровали 10% питательной средой (ООО «БиолоТ», 
Санкт-Петербург, РФ). Фрагменты переносили в 
культуральные флаконы и заливали полной ро-
стовой средой для дальнейшего инкубирования.

На микропрепаратах, окрашенных орсеином 
хондробласты имели вытянутую или полигональ-
ную форму, ровные чёткие границы, овоидное 
центрально расположенное ядро и 3-6 отростков 
(рис. 2). При окраске суданом IV и гематоксили-
ном в цитоплазме клеток определялись жировые 
включения, характерные для зрелых хондроци-

тов. При достижении не менее 50% конфлуент-
ности, клетки формировали на культуральном 
пластике монослой в виде концентрических 
фигур Иммунофенотип клеток, полученных из 
хрящевой ткани: CD105+, CD90+, CD45+ , коллаген 
II типа +, CD34-, CD44-. Это служит подтвержде-
нием того, что эти клетки относятся к клеткам 
хрящевого дифферона.

Рис. 2. Культура хондробластов 
из гиалинового хряща человека. 3 пассаж. 

Окраска Орсеином. Ув. 200

Дермальные фибробласты получали из кожи 
крайней плоти мальчиков в возрасте до 10 лет 
при операции циркумцизии. Образцы кожи по-
ступали в лабораторию культивирования клеток 
ИЭМБ СамГМУ в среде МЕМ и хранились при 
температуре +4°С в течение суток. Через сутки, 
убедившись в стерильности образцов, начинали 
их обработку. Кожу очищали от крови, трехкратно 
промывали в растворе Хенкса и обрабатывали 
0,25% трипсином. Действие трипсина останав-
ливали ростовой средой МЕМ, содержащей 5% 
эмбриональной телячьей сыворотки, после чего 
фрагменты помещали в пластиковые культураль-
ные флаконы (Orange Scientifi c, Бельгия) площа-
дью 25 см2 и инкубировали в полной ростовой 
среде до достижения монослоя.

Клетки культивировали в стандартных усло-
виях в среде 199 (ООО «БиолоТ», Санкт-Петербург, 
РФ) с 10% эмбриональной телячьей сыворотки в 
СО²-инкубаторе МСО-18АIC («Sanyo», Япония) при 
температуре 37°С, постоянной влажности и 5% СО².

На микропрепаратах, окрашенных орсеином, 
фибробласты имели вытянутую или (при высокой 
плотности монослоя) веретенообразную форму, 
2-4 отростка, гомогенную цитоплазму. Отростки 
клеток имели гладкие ровные контуры, значи-
тельную длину и контактировали с отростками 
соседних клеток. Границы клеток четкие, ядра – 
овальной формы, расположенные, как правило, 
несколько эксцентрично, содержали 1-2 ядрышка. 
При окраске суданом IV нейтральный жир не об-
наруживался. На пластике клетки формировали 
монослой в виде «завитков». Иммунофенотип 
фибробластов: CD44+, CD90+ , коллаген I типа +, 
CD45-, CD34-, CD105-.
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Биологическую модель (патент №143101 от 
30.12.2013) [13] создавали следующим образом: но-
ситель (аллогенную деминерализованную лиофи-
лизированную спонгиозу) объемом 95 мм3 засевали 
95 тыс. клеток и культивировали в течение 1 суток. 
Через сутки на носителе определялось 70% при-
крепившихся клеток от посевной дозы. Тканеинже-
нерную конструкцию помещали в культуральную 
ёмкость объемом 4 мл, которую заполняли до краев 
ростовой средой, содержащей 10% эмбриональной 
телячьей сыворотки (ООО «Биолот», Россия).

Исследование модельного объекта с помощью 
РЭМ и конфокальной микроскопии продемон-
стрировало сохранение архитектоники носителя. 
В опытных образцах обнаруживались прикре-
плённые отросчатые клетки, которые равномер-
но располагались на поверхности бионосителя и 
в межтрабекулярных пространствах [3].

 

Рис. 3. Деминерализованная спонгиоза
с хондробластами. РЭМ. Ув. 100

С помощью комфокальной микроскопии на 
костных балках как на поверхности, так и в глуби-
не носителя били обнаружены жизнеспособные 
клетки и в несколько меньшем количестве повреж-
денные апоптотические клетки. Свидетельством 
повреждения клеток при применении флуорофора 
пропидиум иодида служит яркое свечение ядер. 
Жизнеспособные клетки овальной или удлиненной 
формы определялись только по очень слабому све-
чению клеточной мембраны. Данные результаты 
подтверждаются биохимическими исследованиями 
(по активности ЛДГ). Через сутки определялись 70% 
жизнеспособных клеток на носителе.

Эффективность данной модели была доказана 
в двух орбитальных космических полётах на бес-
пилотных аппаратах «Бион-М №1» и «Фотон №4». 
Клетки в течение 30 и 44 дней полёта без смены 
культуральной среды сохраняли жизнеспособ-
ность и пролиферативную активность. 

ВЫВОДЫ

Разработанная и запатентованная биологиче-
ская модель, представляющая собой трехмерный 
пористый бионоситель (лиофилизированную 

деминерализованную спонгиозу «Лиопласт»®) с 
заселенными на него клетками в полной ростовой 
среде, показала себя адекватной для изучения 
влияний условий космического полета на морфо-
функциональные характеристики клеток invitro 
в длительных орбитальных полетах без смены 
культуральной среды. Эта модель позволяет по-
лучить большой объём разнообразных данных о 
жизнедеятельности клеток.
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