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ПРЕДИСЛОВИЕ 

 
Использование изолированных эукариотических клеток является 

одной из наиболее распространенных технологий, используемых в 

современной биохимии, клеточной биологии, фармакологии и 

токсикологии для изучения особенностей протекания метаболических 

процессов, решения ряда общетеоретических вопросов клеточной 

биологии, оценки энергетической функции клеток и работы различных 

редокс-цепей, гормонального контроля, состояния плазматической 

мембраны, жизнедеятельности и функциональной активности клеток, 

значимости свободно-радикальных процессов в поддержании 

внутриклеточного гомеостаза, а также оценки фармакологического 

(токсического) действия различных факторов химической и физической 

природы. 

Цель данной работы – формирование знаний и практических 

навыков получения первичной суспензии эукариотических клеток 

(гепатоцитов печени) и ее последующего использования  в качестве 

модельной системы для анализа цитотоксического действия химических 

агентов. 

 

Задачи  работы:  

1. знакомство с методическими приемами, используемыми при 

выделении эукариотических клеток (операционная техника, 

перфузия, диспергирование ткани, центрифугирование); 

2. овладение навыками анализа чистоты и жизнеспособности 

изолированных клеток; 

3. формирование навыков работы с первичной суспензией клеток; 

4. освоение методов количественной оценки полученных результатов 

и их оформления. 

 

Выполнение данной работы может быть организовано  в форме 

научного исследования. При этом студенты обучаются формулировать 

задачи работы и выбирать способы их решения, овладевают умением 

проведения научного эксперимента и объяснения полученных 

результатов. 
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ПОЛУЧЕНИЕ ИЗОЛИРОВАННЫХ ГЕПАТОЦИТОВ И ОБЩИЕ 

ХАРАКТЕРИСТИКИ ИХ ФУНКЦИОНАЛЬНО-

МЕТАБОЛИЧЕСКОГО СТАТУСА 

(ОСНОВНЫЕ ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ПОЛОЖЕНИЯ) 

 

При выделении гепатоцитов экспериментатор преследует две 

основные цели: 1) выделение жизнеспособных клеток, сохранивших 

морфологическую и функциональную интактность; 2) обеспечение 

максимально большого выхода гепатоцитов относительно исходного 

количества ткани.  

 Существующие в настоящее время методы выделения гепатоцитов 

из печени лабораторных животных можно разделить на следующие 

группы: 

         1. ʄʝʭʘʥʠʯʝʩʢʦʝ ʜʠʩʧʝʨʛʠʨʦʚʘʥʠʝ ʧʝʯʝʥʠ: механическое измель-

чение ткани с последующей инкубацией кусочков в буферной среде, 

фильтрацией тканевой суспензии и осаждением клеток. 

Несовершенство данного метода заключается в достаточно низком 

выходе клеток (5-10% от исходного веса ткани), а также получении 

клеток с частично поврежденной плазматической мембраной и 

нарушениями основных клеточных функций (эндогенного дыхания, 

углеводного обмена). 

          2. ʍʠʤʠʯʝʩʢʦʝ ʜʠʩʧʝʨʛʠʨʦʚʘʥʠʝ ʧʝʯʝʥʠ: использование химичес-

ких хелаторов кальция (ЭГТА, цитрат, оксалат) для перфузии печени с 

целью разрушения межклеточных контактов. 

Использование данного приема позволяет выделять относительно 

чистую фракцию гепатоцитов (до 95% чистоты) с жизнеспособностью 

порядка 90-95%. 

          3. ʌʝʨʤʝʥʪʘʪʠʚʥʦʝ ʜʠʩʧʝʨʛʠʨʦʚʘʥʠʝ ʧʝʯʝʥʠ: использование кол-

лагеназы и гиалуронидазы для разрушения межклеточных контактов в 

ходе проведения перфузии печени. 

Перфузионный метод с применением коллагеназы обеспечивает 

максимально большой выход клеток (70-75% от исходного веса ткани), 

однако требует предварительного подбора условий проведения 

перфузионной обработки (концентрации фермента в растворе, 

температуры, рН среды и проч.). Количество поврежденных клеток при 

использовании данного метода соответствует аналогичному показателю 

химического диспергирования. 
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             4. ʌʠʟʠʢʦ-ʭʠʤʠʯʝʩʢʠʡ ʤʝʪʦʜ ʜʠʩʧʝʨʛʠʨʦʚʘʥʠʷ: перфузия пече-

ни бескальциевой средой, содержащей хелатор кальция, затем 

ферментативное разрушение межклеточных контактов раствором, 

содержащим коллагеназу (и гиалуронидазу) с последующей отмывкой 

печени от фермента бескальциевым перфузионным раствором. 

После завершения перфузии печень находится в таком состоянии, 

когда межклеточные связи максимально разрушены. Тем не менее для 

окончательного ее диспергирования необходимо минимальное 

механическое усилие, которое может быть реализовано  с помощью 

ножниц, шпателя, ручной гомогенизации, продавливания через 

металлические (нейлоновые) сита, отжатия в марле, перемешивания 

тканевой суспензии на шейкере. 

Последний этап получения клеточной суспензии – отделение 

интактных гепатоцитов от поврежденных и от клеток других типов. 

Гепатоциты с разрушенными плазматическими мембранами, так же как и 

непаренхиматозные клетки, значительно легче, чем неповрежденные 

гепатоциты. Поэтому они могут быть удалены центрифугированием. 

Гепатоциты седиментируют при низких скоростях (70-80 g), тогда как 

непаренхиматозные клетки печени остаются в надосадочной жидкости. 

Для обеспечения максимальной чистоты фракции гепатоцитов, осадок 

после первого центрифугирования суспендируют в среде выделения и 

переосаждают (отмывка гепатоцитов). Чистоту клеточной суспензии 

анализируют методом световой микроскопии. При необходимости 

проводят дополнительную стадию отмывки. 

Конечная суспензия гепатоцитов используется для эксперимента. 

Масса оставшихся в ней клеток составляет примерно 30-40% от 

начального сырого веса ткани. Непаренхиматозные клетки составляют 

всего 1-2%. Доля нежизнеспособных гепатоцитов, прокрашивающихся 

трипановым синим, не должна превышать 5-10% (рис.1, Приложение). 
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ЗАДАНИЕ 1. 

ВЫДЕЛЕНИЕ ГЕПАТОЦИТОВ ИЗ ПЕЧЕНИ КРЫС МЕТОДОМ 

ОДНОЭТАПНОЙ НЕРЕЦИРКУЛЯЦИОННОЙ 

НЕФЕРМЕНТАТИВНОЙ ПЕРФУЗИИ. ХАРАКТЕРИСТИКА 

КЛЕТОЧНОЙ СУСПЕНЗИИ. 

 

ʈʝʘʢʪʠʚʳ: 

1. Буфер для перфузии – раствор Рингера-Локка (pH=7.4: 

4,6 г NaCl, 210 мг KCl, 1,42 г Na2HPO4, 3,9 г цитрата Na  и 0,05 г глюкозы 

развести в 450 мл дист. H2O, довести рН до 7,5, довести объем раствора в 

мерной колбе до 500 мл.  

2. Буфер для выделения гепатоцитов: 

5 г NaCl, 125 мг KCl, 720 мг Na2HPO4, 125 мг КH2PO4, 0,05 г глюкозы,     

2,15 г HEPES,  100 мг бычего сывороточного альбумина развести в 450 

мл дист. H2O, довести рН до 7,5, после чего довести объем раствора в 

мерной колбе до 500 мл.  

3. 0,2 % раствор трипанового синего: 

20 мг сухого трипанового синего и 50 мг NaCl растворить в 10 мл дист. 

H2O.   

4. Эфир для наркоза животных. 

 

  ʆʙʦʨʫʜʦʚʘʥʠʝ (рис.2, Приложение): 

Ножницы для декапитации крыс, перчатка для декапитации, 2 

металлические ванночки, 2 пары ножниц для вскрытия брюшной 

полости, 2 хирургических пинцета, анатомический пинцет, шелковая 

нить для лигатуры, секундомер, тонкий металлический шпатель, 2 

глазных пинцета, система полиэтиленовых шлангов для перфузии, 

инъекционная игла, 2 стеклянные чашки Петри с крышками, 5-6 

маленьких пластмассовых чашек Петри, аптекарские весы, разновесы, 

фильтровальная бумага, гомогенизатор с резиновым пестиком, стакан 

для льда, металлические сита с диаметром отверстий 500, 100, 71, 50 

мкм, толстая колонковая кисточка, 4 пластиковые центрифужные 

пробирки (35мл), весы для уравновешивания центрифужных пробирок, 

центрифуга с угловым ротором “Sigma” 3Kx30, камера Горяева, 

микроскоп, автоматические пипетки на 20-200 мкл, 200-1000 мкл, 5000 

мкл, насадки для автоматических пипеток, стеклянная воронка, 

стеклянная палочка, полая стеклянная трубка длиной 30 см. 
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ʍʦʜ ʨʘʙʦʪʳ: 

 1. Подготовка установки для перфузии. 

Колбу с раствором для перфузии прочно закрепляют лапками в 

физическом штативе. В колбу помещают полую стеклянную трубку, в 

которую вставляют полиэтиленовый шланг для перфузии. В свободный 

конец шланга вставляют инъекционную иглу. Регулируют высоту 

положения колбы с перфузионным раствором, добиваясь скорости 

вытекания раствора из иглы  8-10 мл/ мин. 

       2. Операционная техника.  

Крысу декапитируют под эфирным наркозом,  немедленно 

вскрывают брюшную полость, перерезают диафрагму, осторожно 

вскрывают грудную клетку. 

       3. Перфузия печени. 

При помощи глазного пинцета подводят лигатуру (шелковая нить) 

под воротную вену печени (vena portae), аккуратно приподняв ее тонким 

металлическим шпателем (рис.3, Приложение). Вводят в указанную вену 

иглу перфузионной установки, фиксируют иглу в сосуде путем 

перетягивания сосуда и иглы нитью лигатуры (рис.4, Приложение). 

Печень перфузируют при комнатной температуре предварительно 

охлажденным раствором Рингера-Локка (10-15 ºС) в течение 7 минут, 

сопровождая перфузию мягким массажем печени и  наблюдая ее 

осветление. 

Внимание! Во избежание эйболии не допускать попадания в 

перфузионную систему  пузырьков воздуха! 

       4. Гомогенизация печени.  

После окончания перфузии печень вырезают, обмывают в 

охлажденном растворе Рингера-Локка, осушают фильтровальной 

бумагой, взвешивают по 5 г, помещают в охлажденные на льду 

пластиковые чашки Петри и, не извлекая из них,  измельчают ткань 

ножницами. 

Тканевую кашицу переносят в стеклянный стакан гомогенизатора и 

производят ручную гомогенизацию ткани резиновым пестиком (11 

медленных движений вверх-вниз) в 5 объемах охлажденного буфера для 

выделения гепатоцитов (т.е. 5 г ткани +25 мл среды выделения).  

Внимание! Осуществлять гомогенизацию только на холоду, избегать 

резких движений пестиком, приводящих к формированию пены! 

Гомогенат пропускают через помещенную на крышку чашки Петри 

систему  металлических сит с диаметром отверстий 500, 100, 71 и 

50 мкм. Для этого гомогенат печени переливают на верхнее сито 

(500 мкм) и мягкими движениями кисточкой продавливают через него 
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клеточную массу. Снимают верхнее сито и поэтапно пропускают 

клеточную суспензию через последующие сита. Во избежание 

пересыхания клеток на верхнем сите необходимо периодически орошать 

его средой выделения гепатоцитов. Данный этап можно заменить 

продавливанием гомогената через марлю (4 слоя) или нейлоновое сито. 

Полученную клеточную суспензию переливают в центрифужные 

пробирки, и центрифугируют клеточную суспензию в предварительно 

охлажденном до +10˚ С угловом роторе при 80g в течение 3мин. 

Аккуратно отбирают надосадочную жидкость, содержащую 

непаренхиматозные клетки печени. Осадок, состоящий 

преимущественно из гепатоцитов, ресуспендируют стеклянной 

палочкой, а затем пипетированием в 30 мл  буфера для выделения 

гепатоцитов и центрифугируют, как описано выше.  

Аккуратно отбирают надосадочную жидкость. Осадок 

ресуспендируют в 3 мл охлажденного раствора Рингера-Локка. 

      5. Характеристика полученной клеточной суспензии. 

  5.1. Определяют жизнеспособность  гепатоцитов  методом световой 

микроскопии в трипановом тесте. Для этого 100 мкл клеточной 

суспензии смешать с 50 мкл 0,2 % раствора трипанового синего и 

немедленно внести  в камеру Горяева, избегая ее переполнения. 

Микроскопирование производят под объективом х10. Жизнеспособными 

считаются только клетки, абсолютно не прокрашенные трипановым 

синим. Рассчитывают жизнеспособность гепатоцитов (в %) как 

отношение количества непрокрашенных гепатоцитов к общему числу 

клеток. 

 5.2. Определяют количество гепатоцитов в полученной клеточной 

суспензии. Для этого  производят  подсчет гепатоцитов (считать только 

не окрашенные клетки) в 4 наборах из 16 маленьких квадратов (в 

каждом углу центральной заштрихованной области камеры Горяева). 

Клетки, касающиеся правой и верхней ограничивающих линий, 

считаются входящими в область счета; клетки, касающиеся левой и 

нижней ограничивающих линий, - не входящими. Разделив полученное 

число клеток на 4, находят среднее количество гепатоцитов на 1мм
2
. 

Умножив среднее значение на 1,5х10
4
 находят концентрацию клеток в 

1мл исходной суспензии. Рассчитывают величину выхода клеток как 

отношение количества полученных в эксперименте клеток к исходной 

массе использованной в работе ткани. 

  5.3. Определяют чистоту полученной клеточной суспензии (%) 

как отношение числа гепатоцитов к общему числу выделенных клеток. 
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1.  Полученные результаты оформляют в виде таблицы. 

 

Выход гепатоцитов 

(клеток/г исх.ткани) 

Жизнеспособность 

гепатоцитов (%) 

Чистота фракции 

гепатоцитов (%) 

   

 

 

ЗАДАНИЕ 2. 

ОЦЕНКА ЦИТОТОКСИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ CСl4 НА 

ГЕПАТОЦИТЫ. 

 

CCl4 – один из наиболее известных гепатотоксинов, а также 

вещество, используемое для создания экспериментальных моделей 

гепатопатий. Токсическое действие CCl4 реализуется как путем 

непосредственного воздействия на клеточные мембраны (эффект 

растворителя), так и путем его метаболического превращения в 

гепатотропные свободные радикалы при участии цитохрома Р450, что, в 

свою очередь, лежит в основе перекисного окисления липидов мембран.  

 

ʈʝʘʢʪʠʚʳ: 

1. Реактивы, необходимые для постановки модели поражения 

гепатоцитов, индуцированного CCl4: 

А. 20 %  раствор CCl4 в 75 % растворе этанола. 

Б. 1 % раствор детергента Triton X-100 в калий-фосфатном буфере      

(0,05 моль/л, рН 7,5). 

2.  Реактивы, необходимые для анализа цитотоксического действия 

CCl4: 

          А. Трипановый тест: 0,2 % водный раствор трипанового синего. 

          Б.  Определение активности лактатдегидрогеназы: 

а) 0,05 моль/л калий-фосфатный буфер, рН 7,5 

б) 9 ммоль/л НАДН: 71 мг НАДН растворить в 10 мл 1 ммоль/л NaOH. 

в)  0,3 ммоль/л раствор пирувата натрия:  0,9 мг пирувата натрия 

растворить в 10 мл калий-фосфатного буфера. 

г) 1 %  раствор детергента Triton X-100 в 0,05 моль/л калий-фосфатном 

буфере, рН 7,5: 0,1 мл Triton X-100 растворить в 9,9 мл калий-

фосфатного буфера, рН 7,5. 
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ʆʙʦʨʫʜʦʚʘʥʠʝ: спектрофотометр, пластиковые кюветы, 

фильтровальная бумага, автоматические микропипетки 20-200 мкл и 200-

1000 мкл, секундомер, 2 плоскодонные стеклянные колбы на 50 мл, 

стеклограф, воздушный или водный термостат на 37° С, пластиковые 

пробирки типа Эппендорф, центрифуга 3К-30 (“Sigma”). 

 

ʍʦʜ ʨʘʙʦʪʳ: 

1. Постановка модели повреждения гепатоцитов CCl4 in vitro. 

5 мл гепатоцитов (2-3 млн. клеток/мл), полученных при выполнении 

задания 1,  осторожно переносят в 2 стеклянные колбы, маркированные 

как контрольный и опытный вариант. 

    К опытным пробам добавить ССl4 до конечной концентрации 5 % и 

включить секундомер. Клетки инкубируют в течение 45 мин. при 37° С и 

периодическом встряхивании. 

По истечении времени инкубации отбирают по 100 мкл клеточной 

суспензии из каждой колбы и используют для качественной оценки 

токсического действия CCl4 в трипановом тесте. Поврежденными 

считают как полностью прокрашенные клетки, так и гепатоциты с 

прокрашенным ядром (рис.5, Приложение). 

Количественно оценивают повреждение плазматических мембран 

гепатоцитов. Для этого отбирают по 1 мл суспензии гепатоцитов из 

контрольной и опытной колбы в пробирки типа Эппендорф и  

центрифугируют в угловом роторе при 80g, 3 мин. Аккуратно отбирают 

супернатант и используют его для определения ферментативной 

активности лактатдегидрогеназы. 

 

2. Измерение активности лактатдегидрогеназы. 

     Активность лактатдегидрогеназы оценивают по скорости окисления 

НАДН в реакции пируват→лактат.  

Исследуемый образец (70 мкл) вносят в 2,1 мл среды инкубации 

следующего состава: 2 мл 0,05 моль/л калий-фосфатного буфера (рН 7,5), 

100 мкл 9 ммоль/л раствора НАДН. Реакцию запускают добавлением 0,7 

мл 0,3 ммоль/л раствора пирувата натрия. Регистрируют уменьшение 

величины оптической плотности при 340 нм с использованием 

спектрофотометра  в течение 2 мин. Рассчитывают величину изменения 

оптической плотности за 1 мин. 
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Внимание! Если падение оптической плотности не линейно, 

необходимо развести исследуемый образец в 2-5 раз, добиваясь 

линейной зависимости скорости реакции от времени. 

Для определения общего содержания лактатдегидрогеназы в 

исследуемом образце, 1 мл контрольной клеточной суспензии 

обрабатывают раствором Triton  X-100 (конечная концентрация 

детергента – 1 %), выдержают в течение 10 мин. при комнатной 

температуре, а затем центрифугируют при 80g, 3 мин аналогично 

контрольным и опытным пробам и используют для определения 

активности лактатдегидрогеназы. Рассчитывают индекс цитотоксичности 

(ИЦ) как количественную величину действия повреждающего агента: 

 

ИЦ (%)=
ʬʝʨʤʝʥʪʘʥʠʝʚʳʩʚʦʙʦʞʜʝʦʝʄʘʢʩʠʤʘʣʴʥ

ʧʨʦʙʝʦʧʳʪʥʦʡʚʬʝʨʤʝʥʪʘʥʠʝɺʳʩʚʦʙʦʞʜʝ 100
 

 

       3. Оформляют рабочий журнал, представляя результаты в виде 

таблицы или столбчатой (круговой) диаграммы, отражающей среднее 

значение измеряемой величины (Х), ошибки средней арифметической 

(Sx) и достоверности полученных результатов (р). Делают выводы об 

интенсивности цитотоксического действия ССl4. 

Пример оформления результатов: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис.1. (название) 

*-результаты достоверны при р≤0,05. 
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Таблица 1. Заголовок таблицы 

 

Вариант 

опыта 

Индекс 

цитотоксичности 

(%) 

Х 

Sx Р % к 

контролю 

Контроль     

Опыт с CCl4     

 

 

 

 
ВОПРОСЫ ДЛЯ САМОКОНТРОЛЯ: 

 

1. Охарактеризовать существующие в настоящее время методы 

выделения гепатоцитов. 

2. Перечислить этапы постперфузионной обработки ткани. 

3. Какие параметры характеризуют качество клеточной суспензии? 

4. На каком принципе основано определение активности лак-

татдегидрогеназы? 

5. Что такое индекс цитотоксичности? 

6. Сформулировать правила работы с камерой Горяева? 
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ПРИЛОЖЕНИЕ 

ОСНОВНЫЕ ПОЛОЖЕНИЯ РАБОТЫ 

 

 
 

  Рис. 1. Световая микроскопия препарата свежевыделенных гепатоцитов печени 

крыс (100х). Окраска трипановым синим. 
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Рис. 2. Оборудование, необходимое для выделения гепатоцитов из печени 

 крыс 

 

 
 

                     Рис. 3. Подведение лигатуры под воротную вену печени. 
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                               Рис. 4. Введение иглы в воротную вену печени 

 

 

Рис. 5. Световая микроскопия препарата гепатоцитов, обработанных CCl4  

(100х). Окраска трипановым синим. 
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