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Лечение синдрома короткой кишки является сложной проблемой в современной медицине. У ряда пациентов существующие 
методы лечения неэффективны, а трансплантация кишечника показывает неудовлетворительные результаты. Тканевая инже-
нерия тонкой кишки может быть инновационным методом лечения этих пациентов. Одним из ключевых элементов в создании 
кишки является выращивание нервной системы кишечника. До настоящего времени не описаны культуры нервных клеток, выде-
ленных из нервной системы кишечника, выращенные в трёхмерном матриксе на основе гиалуроновой кислоты. 
Цель исследования: разработать метод выращивания in vitro взаимодействующих друг с другом клеток нервной системы 
кишечника в трехмерной среде. 
Методы: клетки нервной системы кишечника выделялись из кишечника крыс путём препарирования и ферментативного 
воздействия на мышечный слой тонкой кишки. Далее клетки помещались в трёхмерный матрикс и культивировались в 
нём в течении нескольких дней.  
Результаты. Клетки нервной системы кишечника были выделены из крыс и культивировались в трёхмерном матриксе, 
помещённом в раствор для культур клеток с добавлением специфических факторов роста. Микроскопирование культур 
клеток на восьмые сутки показало, что нервные клетки активно растут, соединяясь с другими нервными клетками при 
помощи отростков. Конфокальная микроскопия в сочетании с иммуногистохимическим окрашиванием клеток специфич-
ным маркером нервных клеток показала, что полученные культуры действительно состоят из нервных клеток.  
Заключение. Разработанный метод позволяет вырастить in vitro живущие и взаимодействующие друг с другом клетки 
нервной системы кишечника в трехмерной среде. Полученная культура клеток может быть использована для моделиро-
вания стенки тонкой кишки путем тканевой инженерии.
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кишки; нейрон.
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Background. Treatment of short bowel syndrome is a complex issue in modern medicine. Existing treatment methods are ineffi-
cient in some cases, and bowel transplantation shows unsatisfactory results. Tissue engineering of the small intestine can repre-
sent an innovative method of treatment for these patients. One of the key elements in creation of the gut is culturing of enteric 
nervous system cells. There is no description of the nerve cells culture extracted from the enteric nervous system and grown in a 
hyaluronic-acid based three-dimensional matrix so far. 
Research objective: establishing an in vitro method for culturing of interacting enteric nervous system cells in a 3D environment. 
Methods. The enteric nervous system cells used for these experiments were isolated from Sprague-Dawley rats. Hyaluronic-acid 
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based hydrogel HyStem®-C (ESI BIO - A Division of BioTime, USA) was used as a 3D matrix. Enteric nervous system cells were iso-
lated from 5- to 8-day-old newborn Sprague-Dawley rats. Animals were decapitated with a rodent guillotine (cervical spinal cord 
transection). After that they were laparotomized, and their intestines were isolated. The removed intestines were placed in a Petri 
dish filled with the MEM (Minimum Essential Medium) supplemented with antibiotics (25 µl factory-produced solution of genta-
mycin (40 mg/ml) and 50 µl of metronidazole solution (5 mg/ml) per 50 ml of MEM). 
The small intestine was then separated from the colon and mesentery under an optical microscope, and the muscular layer of 
small intestine was isolated from the submucosal layer. The isolated muscular layer was placed in a tube with the deoxyribonu-
clease and collagenase solution as well as Balanced Salt Solution and incubated for 2 h at 37°C and 5% CO2. As a result, the intes-
tinal muscle tissue was broken down completely in the produced solution, while areas of the myenteric plexus remained intact 
and were recognizable under the microscope as a network. These neural networks were treated with a trypsin solution. Further, 
after mechanical processing, a suspension of nerve cells was obtained. The hyaluronic-acid based gel HyStem®-C (ESI BIO - A Divi-
sion of BioTime, Inc., USA) with added collagen was used to produce a 3D matrix. The enteric nervous system cells were added 
to this three-dimensional matrix and stirred. Matrix had been hardening for 30 minutes. The cell cultures were fixed, stained and 
microscoped 10-21 days later.  For immunofluorescence staining of cells we used a direct immunohistochemical method with the 
anti-ß III Tubulin antibody conjugated with the fluorochrome Alexa 488 Flour (Merck Millipore). Anti-ß III Tubulin is a specific anti-
body used for peculiar staining of neurons.  The anthraquinone dye with a high affinity to double-stranded DNA - DRAQ5 (Thermo 
Fisher Scientific) was applied in order to identify cell nuclei.  Microscopy was conducted with Leica TCS SP8 (Leica, Germany). 
Results. The technique we represented allowed us to produce a culture of enteric nervous system cells isolated from rats in the 
three-dimensional matrix. Confocal microscopy combined with immunohistochemical staining with specific neuronal marker 
showed that the final cultures indeed consisted of nerve cells. Larger nerve cell clusters were encountered. Herewith, some neu-
rons were arranged close to each other while others were located at a distance; however, all neurons were interconnected. Neu-
rons also clearly showed wide processes morphologically similar to those of axons. In addition, many thin and branching pro-
cesses resembling dendrites morphologically were visible. The use of confocal microscopy allowed to receive a series of images 
at different depths of the focal plane, which could then be reconstructed to a three-dimensional image. The 3D reconstruction of 
the nervous plexi clearly revealed neurons joined together in a complex network. For DRAQ5 stains all cell nuclei, not just those 
of neurons, the presence of stained cell nuclei just “hanging” on the reconstruction without cytosomes of nerve cells indicated 
that other cell types were also present in this texture.  The present work showed a possibility for culturing interconnected enteric 
nervous system cells as well as nerve plexi within the three-dimensional medium in vitro. The key step in growing the enteric ner-
vous system cells for both two-dimensional and three-dimensional medium claims to be the characteristics of functional cellular 
activity. Following stages of the study require observing of the cells’ functionality, for example, by using the analysis of intracel-
lular Ca 2+ concentration (calcium imaging) and its variability. In addition, the study of cellular interactions within the enteric ner-
vous system with other types of cells in the three-dimensional medium also encourages a great interest. 
Conclusion. The developed method enables one to culture the interconnected cells of the enteric nervous system within the 
three-dimensional medium in vitro, which can be used to create the enteric nervous system when growing the small intestinal 
wall by means of tissue engineering. Further research is based on studying the functionality of cells grown in a three-dimensional 
medium as well as on co-culturing of enteric nerve cells with other types of cells in three-dimensional media.  
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Синдром короткой кишки (СКК) – это заболева-
ние, проявляющееся хронической кишечной недоста-
точностью, возникает в результате массивной резек-
ции кишечника, реже бывает врожденного характера. 
Причинами развития СКК у детей чаще всего являют-

ся заболевания, требующие обширной резекций ки-
шечника: некротический энтероколит, атрезия кишеч-
ника, гастрошизис, заворот кишок и др. [1, 2].  У взрос-
лых наиболее частыми причинами СКК являются 
мезентеральный тромбоз, болезнь Крона, злокаче-
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ственные новообразования и т.д. [3, 4]. На сегодняш-
ний день проблема выраженной мальабсорбции у де-
тей с СКК  решается при помощи парентерального пи-
тания (ПП),   являющегося жизненно необходимым 
для таких пациентов [5]. Однако ПП вызывает такие 
опасные для жизни осложнения, как печеночная не-
достаточность у 40-70% пациентов, катетер-ассоции-
рованный сепсис и катетер- индуцированный веноз-
ный тромбоз [6]. Было показано, что пятилетняя вы-
живаемость пациентов с СКК, находившихся на ПП, 
составила лишь 52%, тогда как у детей, перешедших в 
течение 2,5 лет на полное энтеральное питание, отме-
чалось повышение показателя до 95% [7, 8]. Таким об-
разом, для пациентов с СКК совершенно необходи-
мым и обоснованным является сокращение длитель-
ности ПП и ранний переход на полное энтеральное 
питание. Хирургические методы лечении СКК направ-
лены на улучшение кишечной абсорбции и тем самым 
на увеличение доли энтерального питания в нутритив-
ном статусе пациента. Эффективность применения со-
временных терапевтических и хирургических методов 
лечения достигает 70% [9].

Трансплантация кишечника является еще одним 
из способов лечения пациентов с короткой кишкой.  
Однако по данным крупнейшего европейского центра 
по трансплантации кишечника 5-летняя выживаемость 
трансплантата при пересадке кишечника у детей со-
ставляет лишь 44%-57%, а 10-летняя выживаемость 
трансплантата - 31%-44% [10]. Согласно данным отче-
та регистра по трансплантации кишечника, на осно-
вании данных о 2699, пациентов пятилетняя выжива-
емость пациентов составила лишь 56% [11]. 

Тканевая инженерия может стать принципиально 
новым подходом к лечению пациентов с СКК и хро-
нической кишечной недостаточности [7]. В тканевой 
инженерии используется матрица, заменяющая вне-
клеточный матрикс тканей, которая заполняется не-
обходимыми клетками, рост и развитие которых регу-
лируется и стимулируется с помощью различных фак-
торов роста. В последние годы исследователи достигли 
определенных результатов в моделировании отдель-
ных компонентов кишки  [12]. Для создания искус-
ственного кишечника были изучены возможности ис-
пользования различных тканей в роли матрикса, таких 
как бесклеточный кожный матрикс (Acellular dermal 
matrix), подслизистый слой тонкой кишки (small 
intestinal submucosa), коллагеновая губка заполненная 
мышечными клетками и др. [3, 13].  Исследовались так 
же синтетические гидрогели на основе алината, 
l-pNIPAM - гидрогель, l-pNIPAM-co-DMAc гидрогель 
[14]. Матриксы исследовались с различными типами 
клеток, такими как энтеральные стволовые клетки, ор-

ганотипические культуры, Caco-2 and HT29-MTX, мы-
шечные клетки и другие. Изучались модели in vitro и 
in vivo (животные модели). Авторы показывали преи-
мущества тех или иных комбинаций матрикса и кле-
ток для создания определённых тканей кишечника [12].

Было показано, что мезенхимальные клетки могут 
дифференцироваться в энтероциты [15]. Были созда-
ны органотипические культуры с 4 типами клеток ки-
шечника в которых обнаруживались  глиальные клет-
ки. Авторы считают, что для нормального функциони-
рования кишки, созданной при помощи тканевой 
инженерии, необходимым условием является наличие 
энтеральной нервной системы [16]. Другие исследова-
тели также сходятся во мнении, что способность ин-
нервировать искусственно-выращенный мышечный 
слой является ключевым элементом для создания 
функционального кишечника [17, 18]. Однако до на-
стоящего времени не описано наличие межмышечно-
го или подслизистого сплетения, выращенных в трёх-
мерном матриксе при помощи тканевой инженерии 
[13, 17]. 

Это связано с высокой чувствительностью клеток 
нервной системы кишечника к микроокружению. Так, 
показано, что двухмерные культуры нервных клеток, 
выращенных как из нейронов центральной нервной 
системы [19], так и нейронов нервной системы кишеч-
ника [20] очень чувствительны к механическим по-
вреждениям и воздействию факторов микроокруже-
ния. Трёхмерные культуры клеток имеют ещё более 
тесные и более сложные взаимосвязи с микроокруже-
нием, которые более сложно моделировать. Однако 
важным преимуществом трёхмерных культур клеток, 
вне зависимости от типа клеток,  является то, что в дан-
ных культурах их можно  наблюдать в более физиоло-
гических условиях [21].  Поэтому создание подобных 
культур является сложной задачей.   

До сих пор не существует работ, в которых были 
бы сконструированы компоненты кишечной нервной 
системы, способные функционировать. Цель исследо-
вания –  разработка метода выращивания in vitro кле-
ток нервной системы кишечника, образующих взаи-
мосвязи  в трехмерной среде.

Методика
Описание метода. Исследование проводили  в на-

учной лаборатории медицинского факультета Мангейм 
(Германия) в соответствии с немецким законом о за-
щите животных и с разрешения этического комитета 
по работе с животными медицинского Факультета 
Мангейм. В эксперименте использовались новорож-
денные крысы (Sprague– Dawley) в возрасте от 5 до 8 
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сут. Животных гильотинировали,  затем проводили ла-
паротомию и изымали кишечник. 

Кишечник помещали в стерильную одноразовую 
чашку Петри (диаметр 60, высота 15 мм), заполненную 
средой MEM (Minimum Essential Media) с добавками 
антибиотиков. В 50 мл среды MEM добавляли 25 мкл 
фабричного раствора гентамицина (40 мг/мл) и 50 мкл 
раствора метронидазола (5 мг/мл). 

Под микроскопом с увеличением в 10-20 раз при по-
мощи микропинцетов и микроножниц разделяли мы-
шечный и подслизистый слои тонкой кишки (рис. 1).

Выделенный мышечный слой помещали в пробир-
ку, содержащую 100 мкл раствора коллагеназы (10 мг/мл) 
и 10 мкл  дезоксирибонуклеазы (10 мг/мл) в 900 мкл 
Hank’s Balanced Salt Solution и инкубировали в инку-
баторе при температуре 37 ºС и 5% концентрации угле-
кислого газа  в течение 2 ч.

После этого раствор с расщеплённым мышечным 
слоем выливали в чашку Петри, заполненную средой 
MEM с добавками антибиотиков, в описанных выше 
концентрациях. В результате в полученном растворе 
мышечная ткань кишечника  полностью расщепля-
лась, в то время как участки межмышечного сплетения 
нервной системы кишечника оставались неповрежден-
ными и под микроскопом выглядели в виде сети (рис. 
2). Для проведения эксперимента использовали клет-
ки нервной системы кишечника крыс, полученные по 
методике описанной Shäfer с соавторами [22]. В каче-
стве трёхмерного матрикса использовали  гидрогель на 
основе гиалуроновой кислоты  HyStem®-C (ESI BIO - 
A Division of BioTime, USA).

Эти участки межмышечного нервного сплетения 
собирали под световым микроскопом (ув. х 20—30) при 
помощи пипетки объемом 100 мкл и помещали в про-
бирку объемом 1,5 мл. 

Собранные сети межмышечного нервного сплете-
ния центрифугировали при 1000g при температуре  
20 ºС в течение 5 мин. В результате центрифугирова-
ния обрывки сети нервной системы кишечника оседа-
ли на дно пробирки. Раствор из пробирки удаляли при 
помощи пипетки объемом 1 мл. В пробирку добавля-
ли 1 мл 0,25% раствора Trypsin-EDTA (трипсин с эти-
лендиаминтетрауксусной кислотой). Далее пробирку 
ставили в инкубатор на 1 мин при 37 ºС. Затем её сно-
ва центрифугировали при 1000 g при температуре 20 ºС 
в течение 5 мин. Супернатант из пробирки убирали пи-
петкой объёмом 1 мл. В пробирке оставался осадок, 
после чего в нее добавляли 1 мл эмбриональной теля-
чьей сыворотки (ЭТС) (Invitrogen, USA) и перемеши-
вали. Полученную смесь несколько раз пропускали че-
рез тонкую иголку для получения гомогенного раство-
ра. Таким образом получали суспензию нервных 
клеток. Раствор (10 мкл) помещали в камеру Горяева 
для подсчета количества клеток.

На следующем этапе формировали трёхмерный ма-
трикс. Для его получения использовали  гель на осно-
ве гиалуроновой кислоты с добавлением коллагена 
HyStem®-C (ESI BIO - A Division of BioTime, Inc., 
USA). В набор HyStem®-C входят 4 компонента: Gly-

Рис. 1. Препарирование тонкой кишки под микроскопом: отделения 
мышечного слоя кишки от слизистого. Световая микроскопия.

Рис. 2. Сеть межмышечного сплетения нервной системы кишечника. 
Световая микроскопия.
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cosil, Gelin-S, Extralink и DG-вода. Каждый из компо-
нентов находится в отдельном флаконе и хранится при 
температуре -20 ºС. Glycosil, Gelin-S, Extralink пред-
ставляют собой порошок, DG-вода – дистиллирован-
ная вода. Перед применением флаконы согревали до 
комнатной температуры. Затем во флаконы, содержа-
щие порошок Glycosil и Gelin-S, вносили по 1 мл DG-
воды для получения раствора. Флаконы аккуратно пе-
ремешивали без резких движений, чтобы избежать по-
явление пузырей. Порошок, содержащийся во 
флаконах, постепенно растворялся в течение 30—40 
мин с последующим получением прозрачного и не-
сколько вязкого раствора. Далее в флакон, содержа-
щий порошок Extralink, добавляли 0,5 мл DG-воды и 
через 1 мин получали прозрачный раствор. 

На следующем этапе нервные клетки инкапсули-
ровали в матрикс. 

Растворы Glycosil и Gelin-S перемешивали путём 
пипетирования в соотношении один к одному. Затем  
к раствору Glycosil + Gelin-S добавляли нервные клет-
ки, полученные в ходе первого этапа эксперимента и 
вновь перемешивали смесь пипетированием. Для соз-
дания матрикса в полученную смесь добавляли  Extra-
link и раствор Glycosil + Gelin-S+нервные клетки в со-
отношении 1:4, вновь перемешивали пипетировани-
ем. Далее 200 мкл матрикса пипетировали во вставке 
для 24 луночных планшетов. Вставки помещали в 24 
луночные планшеты (BRAND GMBH, Германия). 
Преимущество использования планшетов со вставка-
ми является то, что дно вставки состоит из мембраны, 
проницаемой для клеточной среды. Кроме того, в сте-
ках вставки имеются отверстия, через которые клеточ-
ная среда также контактирует с матриксом.      

Матрикс затвердевал в течение 30 мин.
Далее в каждую лунку добавляли 1,5 мл культураль-

ной среды для нейрокультур. Культуральная среда из-
готавливалась следующим образом: в 100 мл Neuroba-
sal medium (Gibco) добаляли 1 мл альбумина (Sigma-
Aldrich), 100 мкл раствора метронидозола (5мг/1мл), 
50 мкл раствора гентамицина (40 мг/мл), 250 мкл глю-
тамина (Sigma-Aldrich) и 100 мкл меркаптоэтанола (Sig-
ma-Aldrich), 2 мл B27 Supplement (Gibco),  100  мкл GD-
NF (glial cell line-derived neurotrophic factor) (1 нг/мл), 
100 мкл EGF (epidermal growth factor) (1 нг/мл) и 200 
мкл bFGF (fibroblast growth factor-basic) (1 нг/мл).

Полученную культуру помещали в инкубатор 
HERAcell® (Kendro Laboratory Products) и выращива-
ли в течение 10-21 сут при температуре 37 ºС и 5% кон-
центрации СО2. Смена культуральной среды произво-
дилась каждые 48 ч. 

Живые культуры клеток исследовали при помощи 
световой и фазово-контрастной микроскопии на ин-

версионном микроскопе Olympus IX 70   под увеличе-
нием 40х, 100х, 200х.  

Через 10-21 сут культуры клеток фиксировали до-
бавлением в каждую лунку 1,5 мл 4% раствора форма-
лина. Через 10 мин раствор формалина отсасывали пи-
петкой и в каждую лунку добавлялся натрий-фосфат-
ный буфера в количестве 1,5 мл. 

Для иммунофлюоресцентного окрашивания кле-
ток применяли прямой иммуногистохимический ме-
тод при помощи антитела anti-ß III Tubulin, коньюги-
рованного с флюорохромом Alexa Flour 488 (Merck 
Millipore). Anti-ß III Tubulin- это специфичное антите-
ло для специфичного окрашивания нейронов.  Для 
идентификации ядер клеток использовался антрахи-
ноновый краситель с высоким сродством к двухцепо-
чечной ДНК - DRAQ5 (Thermo Fisher Scientific). 
DRAQ5 работает при возбуждающем свете с длиной 
волны 488-647 нм. Эмиссия DRAQ5 длиной волны 633-
710 нм. Выбор anti-ß III Tubulin  конъюгированного с 
Alexa Flour 488 и  DRAQ5 был основан на том, что в ис-
пользованном нами лазерном конфокальном микро-
скопе Leica TCS SP8 (Leica, Германия) для возбужде-
ния флюорохромов использовали лазеры длинной вол-
ны  488 нм (для Alexa Flour 488) и 638 нм (для DRAQ5).

Методика прямого иммунофлюоресцентного окраши-
вания. Окрашивание начинали с пермеабилизации кле-
ток 0,5% Triton-X100 в течении 45 мин, потом матрикс 
с клетками промывали 3 раза в натрий-фосфатном бу-
фере по 15 мин, далее матрикс инкубировали в течение 
1 ч с 10% Normal Goat Serum ( DAKO)  при комнатной 
температуре. С этого момента все манипуляции выпол-
нили в затемненных условиях. Матрикс с клетками ин-
кубировали в 200 мкл раствора антител anti-ß III Tubu-
lin Conjugate Alexa Flour 488 (Merck Millipore) с TBST 
(Tris Buffered Saline with Tween) (DAKO) в разведении 
1:500  при температуре 4° С в течении ночи. Матрикс с 
клетками промывали 3 раза в натрий-фосфатном буфе-
ре по 15 мин. На следующем этапе матрикс с клетками 
инкубировали с раствором DRAQ5 (Thermo Fisher 
Scientific) с натрий-фосфатном буфером в разведении 
1:1000 в течение 20 мин.  Далее матрикс с клетками про-
мывали трижды в натрий-фосфатном буфере по 15 мин, 
потом быстро промывали в дистиллированной воде, по-
мещали на предметное стекло, и покрывали тонким сло-
ем Fluorescence Mounting Medium.  Пространство во-
круг матрикса заливали толстым слоем Fluorescence 
Mounting Medium и покрывали покровным стеклом.  

Результаты и обсуждение
Выделенные клетки нервной системы кишечника 

(рис. 3.) помещали в HyStem®-C матрикс в соотноше-
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нии 100 000 клеток на 100 мкл HyStem®-C матрикса и 
перемешивали путём пипетирования. 

Живую культуру клеток изучали  под микроскопом 
в HyStem®-C матриксе на 8-е сут выращивания кле-
ток нервной системы кишечника (рис. 4). В HyStem®-C 
матриксе были отчетливо видны клетки нервной си-
стемы кишечника, с сформировавшимися отростка-
ми. Клетки образовывали взаимосвязи как с другими 

клетками, так и с нейросферами (скоплениями ство-
ловых нервных клеток).

Для доказательства  принадлежности клеток к ней-
ронам, было произведено флюоресцентное иммуноги-
стохимическое окрашивание фиксированных культур 
клеток.

Так как в отличие от обычных 2-х-мерных культур, 
полученные нами клетки, выращивались в трёхмерном 
матриксе, возникла необходимость характеристики 
еще одного параметра, а именно глубины. В связи с 
этим для определения оптических слоев в трёхмерной 
культуре клеток нами был использован конфокальный 
микроскоп. При микроскопировании культур клеток 
нервной системы кишечника окрашенных антителом 
ß Tubulin III и DRAQ5, были обнаружены небольшие 
скопления близко расположенных друг к другу  ней-
ронов (рис. 5),  где определяются ядра  4 нейронов. Не-
которые отростки нейронов объединены в пучок, мор-
фологически одни  из них похожи на аксоны, другие, 
расходящиеся отдельно и ветвящиеся, похожи на ден-
дриты (рис. 5).

Также были обнаружены более крупные скопле-
ния нейронов. При этом некоторые нейроны распола-
гались близко друг к другу (рис. 6), а другие на некото-

Рис. 3. Клетки нервной системы кишечника после получения из тон-
кой кишки до высаживания в трёхмерный матрикс.

Рис. 4. Живая культура клеток нервной системы кишечника под свето-
вым микроскопом.

Рис. 5. Нейроны нервной системы кишечника в HyStem®-C матриксе. Не-
большое скопление нейронов. Флюоресцентное иммуногистохимиче-
ское окрашивание. Зеленый цвет (ß Tubulin III) – тела и отростки нейро-
нов, красный цвет (DRAQ5) –  ядра клеток. Конфокальная микроскопия.
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Для оценки трёхмерности сплетения была прове-
дена трёхмерная реконструкция серии изображений с 
цветовым кодированием клеток по глубине нахожде-
ния в сплетении. При цветовом кодировании глубины 
цвет клеток программно изменялся от тёмно-синего – 
для клеток находящихся наиболее глубоко, до тёмно-
красного – для клеток находящихся более поверхност-
но (рис. 9). Высота сплетения была более 50 мкм. 

Трёхмерная реконструкция серии изображений 
сплетения была также рассмотрена под углом (рис. 10). 
На данной реконструкции сплетение визуализируется  
в трёх осях пространства (x, y, z) без искусственного 
цветового кодирования глубины. Эта реконструкция, 
без программного кодирования глубины, показывает 
трёхмерность и сложность структуры выращенного в 
HyStem®-C матриксе сплетения нервных клеток ки-
шечника, что позволяет лучше определить взаимное 
расположение нервных клеток и ядер в трёхмерном 
пространстве.  

Тканевая инженерия органов и тканей является по-
тенциально новым методом лечения многих заболева-
ний, связанных с недостаточностью или потерей орга-
нов и тканей, что позволит  решать такие проблемы 

ром расстоянии, однако все нейроны были объедине-
ны между собой. У двух нейронов отчетливо видны 
широкие отростки, морфологически похожие на аксо-
ны. Кроме того, видно множество тонких и ветвящих-
ся отростков, морфологически напоминающих ден-
дриты. 

Были также обнаружены большие скопления ней-
ронов, напоминающие сплетение. На рис. 7 отчётли-
во видны только нейроны, находящиеся в централь-
ной части сплетения, а нервные клетки в других пло-
скостях видны не отчётливо или совсем не видны. 

Применение конфокальной микроскопии позво-
лило получить серию изображений на различных глу-
бинах фокальной плоскости и затем реконструировать 
из них трехмерное изображение (рис. 8). На трёхмер-
ной реконструкции сплетения отчётливо видны ней-
роны, сплетённые в сложную сеть. DRAQ5 окрашива-
ет ядра всех клеток, а не только нейронов. Наличие 
окрашенных ядер клеток (красного цвета), просто «ви-
сящих» на реконструкции, без окружающей их тела 
нервной клетки (зелёного цвета) показывает, что в дан-
ном сплетении присутствуют и другие типы клеток, 
наиболее вероятно глиальные клетки.   

Рис. 6. Нейроны нервной системы кишечника в HyStem®-C матриксе. 
Скопление нейронов. Флюоресцентное иммуногистохимическое окра-
шивание. Зеленый цвет (ß Tubulin III) – тела и отростки нейронов, крас-
ный цвет – ядра клеток. Конфокальная микроскопия.

Рис. 7. Нейроны нервной системы кишечника в HyStem®-C матриксе. 
Большие скопления нейронов, напоминающие сплетение. Флюорес-
центное иммуногистохимическое окрашивание. Зеленый цвет (ß Tu-
bulin III) –  тела и отростки нейронов, красный цвет – ядра клеток. Кон-
фокальная микроскопия.
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трансплантации органов,  как недостаток доноров и 
отторжение тканей.

Изучением возможности искусственного выращи-
вания кишки занимаются многие исследователи [23]. 
Работы в этой области в основном сконцентрированы 
на создании слизистого или мышечного слоя тонкой 
кишки. При этом авторы утверждают, что создание 

функциональной нервной системы кишечника явля-
ется ключевым моментом для использования в ткане-
вой инженерии [13, 17].

В доступной на настоящий момент литературе ра-
бот по  выращиванию дифференцированных и взаи-
модействующих нервных клеток кишечника в трёхмер-
ной среде для использования в тканевой инженерии 
отсутствуют. Методика по выделению нервных клеток 
кишечника, описанная Schäfer c соавторами [22], по-
зволяет выращивать клетки нервной системы кишеч-
ника только на плоскости. Однако, для тканевой ин-
женерии ключевым условием является культивирова-
ние клеток в трехмерных средах, что,  по-нашему 
мнению, удалось выполнить в нашей работе, благода-
ря выбору оптимального матрикса и подбору опреде-
ленных условий для выживания, размножения и роста 
клеток. Применение конфокальной микроскопии и 
иммуноспецифичекого окрашивания клеток позволи-
ло не только доказать, что выращенные клетки явля-
ются нейронами, но обнаружить взаимосвязи между 
клетками и выявить комплексную трёхмерную струк-
туру сплетений клеток в трёхмерной среде. В представ-
ленной работе показана возможность выращивания 
клеток нервной системы кишечника, формирующих 
друг с другом связи, а также нервные сплетения in vit-
ro в трёхмерной среде.  

Характеристика функциональной активности кле-
ток является ключевым этапом в выращивании клеток 
нервной системы кишечника, как в двумерных, так и 
трёхмерных средах. На следующих этапах исследова-

Рис. 8. Нейроны нервной системы кишечника в HyStem®-C матриксе. 
Трёхмерная реконструкция большого скопления нейронов, напоми-
нающие сплетение. Флюоресцентное иммуногистохимическое окра-
шивание. Зеленый цвет (ß Tubulin III) –  тела и отростки нейронов, крас-
ный цвет - ядра клеток. Конфокальная микроскопия.

Рис. 9. Нейроны нервной системы кишечника в HyStem®-C матриксе. 
Трёхмерная реконструкция сплетения нейронов с программным цве-
товым кодированием глубины. Флюоресцентное иммуногистохимиче-
ское окрашивание. 

Рис. 10. Нейроны нервной системы кишечника в HyStem®-C матриксе. 
Трёхмерная реконструкция сплетения нейронов, рассмотренная  под 
углом в трёх осях пространства (x, y, z). Флюоресцентное иммуногисто-
химическое окрашивание. Зеленый цвет (ß Tubulin III) –  тела и отростки 
нейронов, красный цвет –  ядра клеток. Конфокальная микроскопия.
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ния необходимо изучение функциональности клеток, 
например, при помощи анализа изменений внутрикле-
точной концентрации Ca 2+ (Calcium imaging) на сти-
муляцию рецепторов. Кроме того, интересным явля-
ется изучение взаимодействия клеток нервной систе-
мы кишечника с другими типами клеток в трёхмерных 
средах. 

Заключение
Разработанный метод позволяет выращивать клет-

ки нервной системы кишечника, формирующие  свя-
зи друг с другом в трёхмерной среде in vitro, что может 
быть использовано для получения нервных сплетений 
кишечника при выращивании кишки путем тканевой 
инженерии. Дальнейшие исследования лежат в пло-
скости изучения функциональности выращенных в 
трёхмерных средах клеток и совместного выращива-
ния клеток нервной системы кишечника с другими ти-
пами клеток в трёхмерных средах.  
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