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Выводы 
Согласно результатам проведенных исследований, метод электростатического сбора ра-

дона и его дочерних продуктов распада является пригодным для снижения их концентрации. 
Во время исследования удалось снизить концентрацию радона/ДПР почти в 30 раз. Парал-
лельное измерение снижения концентрации ДПР радиометром «Сосна» на угольном накопи-
теле дало меньший результат — снижение в 16 раз. Вероятно, это обусловлено недоучетом 
части ДПР, подвергающихся альфа-распаду и  не фиксируемых применяемым радиометром. 
Следовательно, это нужно учитывать при использовании подобной методики в дальнейшем 
или проводить измерения специально предназначенным для этого прибором «РАА-10». 
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Введение 
В настоящее время разрабатываются новые подходы, основанные на возможности ис-

пользования клеточных технологий для нужд регенеративной медицины, всвязи с чем, ме-
зенхимальные стромальные клетки (МСК) привлекают огромное внимание ученых и практи-
ков учитывая расширяющийся спектр их возможного клинического применения. В дополне-
ние к регенеративным способностям, МСК демонстрируют выраженные иммунномодули-
рующие свойства, которые могут быть использованы например в лечении таких заболеваний 
как, реакция отторжения трансплантата, аутоиммунные заболевания, хронические воспали-
тельные заболевания и др [1]. 

Механизм иммунносупрессивного действия МСК на сегодняшний день остается слабо изу-
ченным. Вероятно, действия его основаны на паракринных эффектах. Эффект супрессии акти-
вированных иммунных клеток мезенхимальными клетками in vitro является дозозависимым. Он 
усиливается с увеличением пропорции МСК при сокультивировании этих клеток с активиро-
ванными лимфоцитами. Так, в некоторых условиях in vitro стимуляция МСК патоген-
ассоциированными молекулами приводила к увеличению секреции провоспалительных факто-
ров, но не супрессорной реакции [2]. Можно предположить, что иммунносупрессорные свойства 
МСК изменяются в условиях in vivo, проявляясь и усиливаясь с увеличением доли этих клеток в 
участке воспаления. Это может происходить за счет миграции МСК из прилегающих или отда-
ленных тканей (например, костного мозга) и (или) их пролиферации в очаге воспаления [3]. 

Цель 
Изучение возможных дозозависимыхиммуномодуляторных эффектов МСК костного 

мозга лабораторных животных in vitro в условиях совместного культивирования с иммуно-
компетентными клетками. 
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Материал и методы исследования 
Источник МСК 
МСК получали из бедренных костей лабораторных мышей линии С57Bl/6 10–12 недель-

ного возраста, массой 20 ± 5,25 г. В эксперименте было задействовано 20 животных. Эвтана-
зию лабораторных животных осуществляли ингаляционной передозировкой CO2. Костный мозг 
вымывали шприцом с иглой 30G с 2 мл базовой среды с добавлением антибиотиковв стериль-
ные чашки Петри(Sarstedt, Германия).После пипетирования и получения гомогенной взвеси оп-
ределяли концентрацию клеток и жизнеспособность с трипановым синим в камере Горяева. 

Концентрацию клеток доводили до 1х106/мл. полной культуральной средой и помещали 
в Т-25 флаконы (Sarstedt, Германия). Клетки культивировали в CO2 инкубаторе при 37 °С, 
5 % СО2 и 100 % влажности. Через 24 часа надосадочную жидкость удаляли и замещали 
свежей порцией полной культуральной среды.Первичную культуру МСК мониторировали 
для определения конфлюэнтностимонослоя клеток микроскопически(инвертированный микро-
скоп «Leica»,Германия). По достижении первичной культуры 70–80 % конфлюэнтности клетки с 
поверхности пластикаснимали трипсинизацией (0,25 % Tripsin/EDTA, Sigma,США). Для полу-
чения МСК 1-го пассажа засевали полученную клеточную суспензию первичной культуры МСК 
в стерильные культуральные флаконы T-75 (Sarstedt, Германия) с плотностью посева аналогич-
ной для первичной культуры. Флаконы культивировали в CO2-инкубаторе при 37 °С, 5 % 
CO2 и 100 % влажности воздуха. Два раза в неделю проводили 50 % смену культуральной сре-
ды. Количество клеток подсчитывали с трипановым синим в камере Горяева. 

Источник иммунокомпетентных клеток 
В качестве иммуноцитовиспользовали мононуклеарные клетки периферической крови 

(МНПК) и спленоциты мыши. Периферическую кровь отбирали напрямую иглой из желу-
дочков сердца в стерильные пробирки с добавлением 20 ЕД/мл гепарина. МНПК выделяли 
на градиенте плотности Histopaqe (ρ = 1,077, Sigma, США). 

Для получения спленоцитов использовали несколько вариантов безферментативной об-
работки. Селезенку измельчали на 4–5 фрагментов. Фрагменты перетирали между двух 
предметных стекол со шлифованными краями. Полученную суспензию с наличием крупных 
конгломератов пропускали через шприцевые иглы разного диаметра. Альтернативно внача-
ленадорвав капсулу селезенки с одного края выдавливали клеточную массу с помощью скребка 
(Cellscraper 16 cm, «Sarstedt») в чашку Петри, или фрагментированную на 4–5 кусков селезенку 
аккуратно раздавливали поршнем шприца.Крупные сгустки и фрагменты ткани осаждали от-
стаиваниемили пропускали суспензию через сетчатый капроновой фильтр.Таким образом, полу-
чали достаточно однородную, практически без клеточных сгустков суспензию. Далее спленоци-
ты фракционировали на градиенте плотности Histopaque-1077 («Sigma»)или лизировалиэритро-
циты в исходной суспензии буфером на основе хлорида аммония (ACKlysisbuffer). 

МСК и спленоциты культивировали во флаконах T-25 (Sarstedt, Германия) в концентра-
ции 0,6–0,7×106 клеток в мл. используя следующее базовые среды: RPMI-1640, DMEM/F12, DMEM 
(все Gibco, США), DMEM (AppliChem, Германия). Для полной культуральной среды добавляли 
10 % FBS (терминактивированная при 56 °С — 30 мин), 2 mM L-glutamine, 100U/mlantibiotic 
(penicillin/streptomycin), 1 mMsodiumpyruvate, 0,005 % 2-mercaptoethanol(все Sigma, США). 

Окрашивание МПК внутриклеточным флуоресцентным красителем CFSE 
Перед совместным культивированием МНПК предварительно окрашиваются внутрикле-

точным красителем 5(6)-карбоксифлуоресцеиндиацетат N-сукцинимидил эфира (CFSE, Invitro-
gen, США), по изменению интенсивности флуоресценции которого, после окончания культиви-
рования, оценивается количество поделившихся клеток. Конечная используемая концентрация 
CFSE для окрашивания 1×107 МНПК/мл культуральной среды составляла 5 мкМ. 

Совместное культивирование МСК и МНПК 
Сокультивирование МНПК и МСК проводили в варианте «монослойной культуры». 

МСК были в предмонослое и практически не делились, находясь на плато кривой роста. 
МНК физически контактировали с МСК достигшими 80 % конфлуентности и прошедшими 
фазу активного деления. Митотическую инактивацию МСК проводилимитомицином С (Invitrogen, 
США) в концентрации 10 мкг/мл в течение 30 мин. Культуру клеток после обработки трижды 
промывали базовой средой. МНПК предварительно окрашенные CFSE культивировали в кон-
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центрациях 2×104 и 2×105 клеток/лунку 24-луночного планшета в полной культуральной среде 
содержащей 5 мкг/мл фитогемагглютинина в присутствии или отсутствии МСК 1-го пассажа. 

Оценка антиген-неспецифической пролиферативной активности МНПК в совместных 
культурах в присутствии и отсутствии МСК методом проточной цитофлуориметрии 

После 3-х дневного культивирования клеточную суспензию из лунок переносили в про-
бирки для проточной цитометриис моноклональными антителами к CD45TC (Caltag-
Invitrogen, США). Измерения проводили на проточном цитофлуориметре «Cytomics FC-500» 
(Beckman Coulter, США). Для оценки пролиферативного ответа в соответствии с распределе-
нием флуоресценции установливали границы популяции живых лейкоцитов, в пределах ко-
торой выделялисубпопуляцию CD45+ Т-клеток (FL4). Пролиферацию лимфоцитов оценивали 
по интенсивности флуоресценции внутриклеточного красителя CFSE в диапазоне флуоро-
хрома — FITC (FL1). Результат регистрировали на 50000 событий в пробе. После измерения, 
пролиферацию лимфоцитов оценивали как процент не поделившихся (CFSEhigh) и поделив-
шихся (CFSElow) CD45+-лимфоцитов. 

Сравнение количественных показателей в двух независимых группах проводили по ме-
тоду Манна — Уитни. Корреляционный анализ выполняли путем определения коэффициен-
тов корреляции по Спирмену. 

Результаты исследования и их обсуждение 

Морфологическая характеристика МНК, сокультивируемых с МСК 
На начальных этапах культура МСК характеризовалась высокой степенью гетерогенно-

сти, которая выражалась в существовании в культуре разных клеточных типов, отличающих-
ся по морфологии и скорости пролиферации. После 48 часов сокультивирования ФГА-МНК 
прочно адгезировали к МСК, в случае неактивированных МНК такие клетки были единичны. 
Наблюдалась характерная примесь гемапоэтических клеток 

Пролиферативная активность МНПК 
Доля поделившихся клеток среди неактивированных МНПК была крайне мала (от 0 до 

2,5 %). Добавление ФГА увеличивало процент пролиферирующих клеток (15–50 %) После 
48 часов взаимодействия МСК не стимулировали пролиферацию неактивированных лимфо-
цитов и ингибировали клеточное деление ФГА активированных МНПК.При совместном 
культивировании МСК и МНПК показано ингибирующее влияние МСК костного мозга на 
ФГА-индуцированную пролиферацию лимфоцитов. Максимальный супрессорный эффект 
ФГА-индуцированную пролиферацию лимфоцитов отмечен при соотношении МСК:МНПК 1:10 
(степень ингибирования составила 29 %). При соотношении МСК:МНК 1:1 достоверного 
влияния МСК на пролиферацию МНПК не было выявлено(рисунок 1, таблица 1). 

                          
                                                    а                                                                                          б 

Рисунок 1 — Пролиферативный ответ CD45+ ФГА стимулированных лимфоцитов в присутствии 
МСК 1-го пассажа: а — распределение CD45+ лимфоцитов по боковому светорассеиванию; б — Dotplot 

диаграмма распределения не поделившихся CFSEhigh-лимфоцитов и поделившихся CFSElow-лимфоцитов 

Таблица 1 — Пролиферативная активность ФГА-активированных МНПК при совместном 
культивировании с МСК 

Дозовое соотношение Снижение, %, 
МСК : МНПК 1:10 29 ± 4 ↓ * 
МСК : МНПК 1:1 21 ± 5 ↓ 

* — Достоверное отличие от монокультуры ФГА-МНПК, р < 0,05. 
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Полученные данные подтверждают, что МСК эффективно подавляют пролиферацию активи-
рованных лимфоцитов. В присутствии МСК пролиферативная активность ФГА-активированных 
МНПК снижается. Этот эффект опосредуется как за счет растворимых медиаторов, продуци-
руемых МСК, так и с помощью непосредственных контактов «клетка-клетка». 

В экспериментах не удалось поддержать длительную культуру спленоцитов мыши. Наблю-
далась значительная потеря жизнеспособности клеток уже на вторые сутки культивирования. Ко-
личество жизнеспособныхклеток, оцененных цитофлуориметрически в тесте с PropidiumIodide 
сразу после выделения составляла 95–98 %, и 65–70 % на вторые сутки культивирования. 

          
                                             а                                                                                                      б 

Рисунок 2 — Оценка жизнеспособности культуры спленоцитов мыши в тесте с PropidiumIodide: 
a — после выделения — 0 сутки; б — на 2-е сутки 

 

Выводы 
МСК подавляют пролиферативную активность мононуклеаров периферической крови стимули-

рованных фитогемагглютинином, эффект особенно выражен при взаимодействии с МСК в фазе экс-
поненциального роста. Максимальный супрессорный эффект ФГА-индуцированной пролиферации 
лимфоцитов отмечен при соотношении МСК:МНПК 1:10, степень ингибирования составила 29 %. 

Не смотря на доступность и простоту получения спленоцитов мышей,этот тип клеток в 
моделях оценки иммунореактивности оказался весьма требовательным к условиям культи-
вирования и составу культуральных сред, что необходимо учитывать исследователю при 
подготовке эксперимента. 
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Введение 
Современное мировое развитие характеризуется ускорением динамики социально-

экономических процессов и вовлечением в глобальную конкуренцию все новых сфер эконо-
мической и социальной жизни, включая образование. В настоящее время происходит увели-
чение количества людей, владеющих, как минимум, двумя языками, интернационализация 
образования, миграционные процессы, динамическое развитие билингвизма. Перечисленные 
факторы превратили билингвизм в реальность нашего времени. 

Проблема билингвизма (двуязычия) считается одной из самых сложных в языковедческой 
науке и наиболее актуальной для Беларуси, поскольку в нашей стране согласно Конституции го-
сударственными языками являются белорусский и русский языки [1, с. 8]. Общие положения этого 
явления достаточно подробно исследованы в работах Е. М. Верещагиной, А. Е. Супруна, М. Б. Ус-

 

 

 


