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Резюме

Исследовали первичную культуру пульмональных фибробластов новорожденных белых крыс, подвергнутых 
тяжелой антенатальной гипоксии. Оценивали пролиферативную активность клеточной культуры с помощью ав-
торадиографии с меченным тритием тимидином; количество ядрышек в ядрах фибробластов; с помощью хемилю-
минесцентного метода измеряли интенсивность генерации супероксид-анион-радикала. Выявлено, что в культуре 
пульмональных фибробластов новорожденных крыс, перенесших антенатальную гипоксию, генерация суперок-
сид-аниона на 80 % превышала аналогичный показатель в контроле; имело место достоверное уменьшение ко-
личества ядрышек; отсутствовала характерная для контактного торможения отрицательная корреляция между 
плотностью культуры и ее пролиферативной активностью. Результаты проведенного исследования свидетельству-
ют, что первичная культура фибробластов, выделенная из легких новорожденных белых крыс, подвергнутых анте-
натальной гипоксии, имеет существенные отличия от контроля.  

Ключевые слова: антенатальная гипоксия, культура фибробластов, пролиферативная активность, супероксид-
анион-радикал.
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Summary

Antenatal hypoxia is a universal damaging factor in “mother-fetus” system and one of the leading pathogenetic ele-
ments of  respiratory organs pathology formation. The primary culture of pulmonary fibroblasts of newborn albino rats 
subjected to a severe antenatal hypoxia was investigated. The proliferative activity of fibroblasts was estimated by auto-
radiography with 3H- thymidine; quantity of nucleolar in fibroblasts nucleus was analyzed; superoxide-anion generation 
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was measured by chemiluminescence’s method. It was revealed that in pulmonary fibroblasts culture from the newborn 
rats, subjected to a severe antenatal hypoxia,  superoxide-anion generation was increased by 80 %;  reduction of nucleoli 
quantity took place; there was not negative correlation between culture density  and its proliferative activity. The results 
showed that primary culture of pulmonary fibroblasts of  newborn albino rats subjected to a severe antenatal hypoxia,  had 
essential difference from the control. 

Key words: аntenatal hypoxia, fibroblast culture, proliferative activity, superoxide anion.

Антенатальная гипоксия является одним из веду-
щих факторов риска формирования патологии органов 
дыхания. Проведенные нами ранее эксперименталь-
ные исследования свидетельствуют, что антенатальное 
гипоксическое воздействие индуцирует ряд постна-
тальных морфогенетических изменений в респиратор-
ной системе. При этом,  формирование постгипокси-
ческого структурного следа в легких сопровождается 
развитием оксидативного стресса на органном и орга-
низменном уровнях, в том числе декомпенсированной 
гиперпродукцией супероксид-анион-радикала [2-4]. 
Данные литературы свидетельствуют о ведущей роли 
этого радикала в межклеточной и внутриклеточной 
редокс-сигнализации, а также в развитии патологиче-
ских состояний [9]. Именно супероксид-анион-ради-
кал является пусковым фактором каскада реакций сво-
боднорадикального окисления, образования наиболее 
агрессивных метаболитов кислорода − гидроксил-ра-
дикалов, токсичных дериватов мембранных фосфоли-
пидов и т.п. Вместе с тем, известна существенная роль 
активных кислородных метаболитов в регуляции про-
цессов клеточного деления [1].  Поскольку в процес-
сах патологического ремоделирования легких в ответ 
на гипоксическое воздействие значимую роль играют 
пульмональные фибробласты, представляет интерес 
выяснение вопроса о соотношении в данной клеточ-
ной популяции интенсивности генерации супероксид-
аниона с морфогенетическими процессами.

Цель исследования заключалась в оценке процес-
сов генерации супероксид-анион-радикала и проли-
феративной активности первичной культуры пульмо-
нальных фибробластов новорожденных белых крыс, 
перенесших антенатальную гипоксию.

Материалы и методы
В работе использовали потомство рандомбредных 

3-месячных белых крыс-самок, подвергнутых гипок-
сическому воздействию с 14 по 19 сут гестации. Бере-
менных крыс-самок помещали в барокамеру СБК-48 
натощак и «поднимали» на высоту 9000 м над уровнем 
моря, что соответствовало давлению 224 мм рт. ст. и 
парциальному давлению кислорода 42 мм. рт. ст. Еже-
суточную четырехчасовую экспозицию проводили с 9 
до 13 ч в течение 6 дн. По данным литературы, такая 
гипоксия может быть расценена как тяжелая [9].

Первичную культуру пульмональных фибробла-
стов получали от 2-суточного потомства интактных 
и подвергнутых гипоксическому воздействию крыс-
самок. Фрагмент правого легкого помещали в пита-
тельную среду DMEM с антибиотиками (пенициллин 
100 ед/мл; гентамицин 10 мг/мл) и выдерживали при 
комнатной температуре в течение 4 ч. Затем произво-
дили механическую дезагрегацию биоптата с последу-
ющей обработкой коллагеназой панкреаса краба (500 
ед/мл при 37оС в течение 15 мин). После двукратной 

отмывки раствором Хенкса, полученный материал вы-
севали в культуральные флаконы. Культивирование 
проводили в среде DMEM с добавлением 10% феталь-DMEM с добавлением 10% феталь- с добавлением 10% феталь-
ной бычьей сыворотки в газовой среде с 5% содержа-
нием СО2. Для исследования использовали клетки 4 
пассажа.

Для проведения хемилюминесцентного (ХМЛ) ис-
следования фибробласты снимали с подложки с по-
мощью раствора трипсина-Версена и трехкратно от-
мывали раствором Хенкса. Для оценки интенсивности 
генерации супероксид-анион-радикала в культуре фи-
бробластов применяли метод люцигенин-зависимой 
ХМЛ [10]. Регистрацию ХМЛ осуществляли на люми-
несцентном спектрометре LS 50B «PERKIN ELMER».

О пролиферативной активности судили по анализу 
процессов синтеза ДНК с помощью авторадиографии 
с меченным тритием тимидином. Для приготовления 
радиоавтографов клеточные монослои помещали в рас-
твор 3Н-тимидина (1 мкКu/мл) на 1 ч. После отмывки 
монослоев в растворе Хенкса и фиксации в 96% эта-
ноле производили приготовление радиоавтографов по 
принятой в лаборатории методике. В радиоавтографах 
монослоев клеточных культур, окрашенных гематокси-
лином Лилли-Майера, оценивали индекс меченых ядер 
(ИМЯ) и интенсивность метки (ИМ), косвенно харак-
теризующую скорость ДНК-синтетических процессов. 
Для анализа ИМ в клеточной популяции подсчитывали 
долю (%) фибробластов с высокой интенсивностью мет-
ки (сливная метка) и долю (%) фибробластов с низкой 
интенсивностью метки (единичные треки). Кроме того, 
подсчитывали количество ядрышек в ядрах фибробла-
стов при просмотре 200 ядер фибробластов. Плотность 
культуры оценивали по среднему количеству фибро-
бластов в стандартизованном поле зрения микроскопа 
«Jenalumar»  (окуляр х 6,3; объектив х 100) при просмо-
тре всего клеточного монослоя.

Статистическую обработку полученных экспе-
риментальных данных осуществляли по критерию 
Стьюдента при помощи пакета прикладных программ 
Statistiсa 5.0.

Результаты и обсуждение
Анализ ХМЛ-показателей продемонстрировал, 

что в культуре пульмональных фибробластов ново-
рожденных белых крыс, перенесших антенатальную 
гипоксию, генерация супероксид-аниона на 80 % пре-
вышала аналогичный показатель в контроле (рису-
нок).  Известно, что основным генератором суперок-
сид-анион-радикала является НАДФH-оксидаза [6]. 
Показано увеличение экспрессии НАДФН-оксидазы в 
пульмональных фибробластах пациентов с патологи-
ей легких [8]. Таким образом, антенатальная гипоксия 
провоцирует оксидативный стресс в ткани легкого на 
постнатальном этапе онтогенеза на тканевом и клеточ-
ном уровне. 
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Интенсивность люцигенин-зависимой ХМЛ в культуре 
пульмональных фибробластов новорожденных белых крыс, 

подвергнутых антенатальной гипоксии
Примечание. ↑  - p<0, 05 по отношению к группе «контроль».

В ядрах фибробластов первичной культуры из лег-
ких новорожденных животных, перенесших антена-
тальную гипоксию, было зарегистрировано достовер-
ное уменьшение количества ядрышек, что косвенно 
отражает снижение анаболической активности клеток 
(табл. 1). 

Таблица 1

Показатели ДНК-синтетической активности и количества 
ядрышек в первичной культуре пульмональных 

фибробластов новорожденных белых крыс, перенесших 
антенатальную гипоксию

Показатель Контроль Гипоксия
Количество ядрышек 3,02±0,09 2,77±0,06*
ИМЯ, % 11,30±1,45 10,53±1,26
Доля ядер с низкой интенсивностью 
метки, % 28,05±3,47 24,10±2,77
Доля ядер с высокой интенсивностью 
метки, % 71,95±3,47 76,03±2,78

Примечание. * - отличие от контроля достоверно; р<0,05.

При анализе показателей процессов пролиферации 
не было выявлено достоверного отличия количества 
ДНК-синтезирующих клеток (ИМЯ,%) в контрольных 
и «постгипоксических» клеточных монослоях. Также 
не было отличий  контрольных и экспериментальных 
монослоев по соотношению ядер фибробластов с вы-
сокой и низкой  ИМ (табл. 1). Вместе с тем, удалось 
зарегистрировать интересную закономерность: кон-
трольная культура фибробластов характеризовалась 
достоверной сильной отрицательной корреляционной 
связью (коэффициент корреляции = -0,79) между по-
казателями ИМЯ и плотностью культуры. Аналогич-
ная зависимость имела место между показателями 
ИМ и плотностью культуры (коэффициент корреляции 
=-0,70). Выявленная отрицательная корреляционная 
связь, по-видимому,  отражает хорошо известный фе-
номен «контактного торможения», который заключа-
ется в том, что при увеличении плотности культуры 
ее пролиферативная активность снижается, вплоть до 
полного прекращения клеточного деления. Однако в 

монослоях культуры постгипоксических фибробла-
стов подобную закономерность выявить не удалось: 
корреляционная  зависимость  между показателями 
пролиферативной активности  и плотностью культуры 
была недостоверна; коэффициент корреляции между 
показателями ИМЯ и плотностью культуры составил 
всего -0,30; коэффициент корреляции между показате-
лями ИМ и плотностью культуры был положительным 
и составил 0,25.

Выявленная закономерность нашла отражение  при 
анализе показателей пролиферативной активности в 
стандартизированной по плотности монослоя выборке 
(плотность монослоя более 100 клеток в поле зрения) 
(табл. 2). В этой серии монослоев фибробласты, вы-
деленные от новорожденных животных, перенесших 
антенатальную гипоксию, характеризовались досто-
верным повышением ДНК-синтетической активности, 
по сравнению с контрольными монослоями. Имело 
место достоверное возрастание доли фибробластов с 
высокой интенсивностью метки и отчетливая стати-
стическая тенденция (р=0,07) к повышению индекса 
меченых ядер.

Таблица 2

Показатели ДНК-синтетической активности в «плотных» 
монослоях первичной культуры пульмональных 

фибробластов новорожденных белых крыс, перенесших 
антенатальную гипоксию

Показатель Контроль Гипоксия

ИМЯ,% 7,71±0,48 9,73±1,10
Доля ядер с низкой интенсивностью 
метки, % 33,27±3,91 20,60±1,57*
Доля ядер с высокой интенсивностью 
метки, % 66,73±3,91 79,80±1,57*

Примечание. * - отличие от контроля достоверно; р<0,05.

Результаты проведенного исследования свидетель-
ствуют, что первичная культура фибробластов, выде-
ленная из легких новорожденных белых крыс, под-
вергнутых тяжелой антенатальной гипоксии, имеет 
существенное отличие от первичной культуры пульмо-
нальных фибробластов, выделенных из легких интакт-
ных животных. Можно предполагать, что в культуре 
«постгипоксических» фибробластов имеет место уг-
нетение механизмов контактного торможения на фоне 
гиперпродукции супероксид-анион-радикала.

Контактное торможение, как частный случай меж-
клеточного взаимодействия, – это фундаментальный 
биологический процесс, влияющий на многие, если не 
все клеточные функции. В литературе показано,  что не 
повреждающий клетку (не цитотоксичный) оксидатив-
ный стресс нарушает межклеточное взаимодействие 
[11].  Возможно, данный механизм лежит в основе сти-
мулирующего влияния активных форм кислорода на 
пролиферативную активность клеток [1, 4], канцеро-
генного влияния избытка активных форм кислорода [5], 
участия активных форм кислорода в развитии  гипер-
пластических процессов.  Полученные нами данные, 
в определенной степени, соответствуют результатам 
исследования [8] об увеличении экспрессии НАДФН-
оксидазы, главного фермента образования супероксид- 
анион-радикала,  в пульмональных фибробластах паци-
ентов с идиопатическим легочным фиброзом.
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