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У статті наведено результати порівняння різних 
методів дезагрегації підшлункової залози щура задля 
отримання первинної культури. Нами порівняно 4 
методи дезагрегації: обробка первинної тканини ко-
лагеназою, тепла та холодна трипсинізації, а також 
модифікований метод експланту. Для аналізу ре-
зультатів здійснювали підрахунок кількості клітин 
після утворення моношару в одній із чашок. Аналізу-
ючи результати дослідження, можна стверджува-
ти, що оптимальним методом отримання культури 
стовбурових клітин підшлункової залози щура є мо-
дифікований метод експланту, оскільки кількість 
клітин на 14-ту добу культивування становила 
627,3±9,7 тис., що достовірно більше порівняно з 
іншими досліджуваними методами. 

Ключові слова: стовбурові клітини, культура 
клітин, підшлункова залоза, дезагрегація тка-
нин, щурі. 

Постановка проблеми. У лікуванні цукрово-
го діабету особливо актуальним є оптимізація 
отримання культури клітин підшлункової залози 
з метою їх терапевтичного використання. Проте 
питання виділення адгезивних, здатних до поді-
лу клітин, з даної залози досліджено недостат-
ньо. Це, у свою чергу, зумовлює необхідність 
розробки та порівняння різних методів виділен-
ня стовбурових клітин з підшлункової залози 
задля виявлення оптимального. 
Аналіз основних досліджень і публікацій,  

у яких започатковано розв’язання проблеми. 
Питання щодо шляхів регенерації підшлункової 
залози досі відкрите. Більшість науковців схиля-
ється до думки, що цю функцію виконує прото-
ковий епітелій, клітини якого, як вважають, є 
«факультативними стовбуровими клітинами» [2–
4]. Проте деякі дослідники вказують на наяв-
ність мультипотентних клітин-попередниць у 
самій підшлунковій залозі [5, 8]. Деякі дослідни-
ки вказують і на здатність β-клітин до поділу [7].  
Отже, можна стверджувати, що первинна тка-

нина підшлункової залози гетерогенна за своїм 
клітинним складом. З огляду на це, необхідність 
оптимізації виділення клітин, здатних до пролі-

ферації, з підшлункової залози видається ще 
більш актуальною, адже від методу отримання 
первинної культури залежить її подальший клі-
тинний склад та біологічні властивості. 
Мета дослідження: порівняти різні методи 

дезагрегації підшлункової залози щура задля 
отримання первинної культури. 
Завдання: отримати підшлункову залозу у щу-

рів; дослідити різні методи дезагрегації тканини 
підшлункової залози. 
Матеріали і методи: для отримання підшлун-

кової залози (ПЗ) використовували 12-денних 
щуренят (після їх попередньої евтаназії). 
Доступ до підшлункової залози у тварин здій-

снювали через розріз черевної стінки від мечо-
подібного відростку грудної кістки до тазового 
зрощення шляхом пошарового розтинання шкіри 
та м'язів черевної стінки по білій лінії. Попере-
дньо шкіру та шерсть тварин обробляли 70 % 
етанолом задля попередження потрапляння шер-
сті у зразки. 
Підшлункову залозу обережно відпрепарову-

вали та виймали з черевної порожнини у стери-
льну чашку Петрі, де її тричі промивали фосфа-
тно-буферним розчином (ФБР) (Sigma, США). 
Після чого відділяли залозисту частину і подрібню-
вали ножицями на шматочки розміром 1–2 мм3. 
Подрібнену тканину масою 10 мг вносили у про-
бірки для визначення оптимального методу деза-
грегації.  
Ми порівнювали 4 методи дезагрегації ткани-

ни підшлункової залози: 
Обробка колагеназою. В пробірку до шматоч-

ків тканини у DMEM (середовище Ігла модифі-
коване Дюльбеко) (Sigma, США) додавали  
2 мг/см3 колагенази тип ІІ (Sigma, США). Пробі-
рки поміщали у СО2 інкубатор на 1 годину. Піс-
ля закінчення визначеного часу їх піддавали 
центрифугуванню протягом 20 хв. за відцентро-
вої сили 300 g. Зливали надосадову рідину, а до 
осаду клітин додавали поживне середовище, яке 
складалося з 80 %  DMEM, 20 % фетальної сиро-
ватки телят (FBS) та 10 мкл/см3 − антибіотика-
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антимікотика, розпіпетовували, переносили в 
чашки Петрі та ставили на культивування; 
Метод теплої трипсинізації. Шматочки тка-

нини переносили за допомогою піпетки до скля-
ного стакану, у який вносили 100 см3 0,25%-го 
розчину трипсину (Sigma, США), підігрітого до 
температури 37 0С. У стакан поміщали магніт-
ний маячок та здійснювали перемішування на 
магнітній мішалці зі швидкістю 100 об./хв. про-
тягом 30 хвилин. Через 30 хвилин суспензію клі-
тин відбирали у центрифужні пробірки та інак-
тивували фермент додаванням сироватки. У ста-
кан до шматочків тканини додавали нову порцію 
ферменту і повторювали дезагрегацію до макси-
мального виснаження тканини. Суспензію клі-
тин осаджували центрифугуванням при 500 g 
протягом 5 хвилин. Осад клітин ресуспендували у 
культуральному середовищі (DMEM − 80 %, FBS − 
20 %, антибіотик-антимікотик − 10 мкл/см3), вно-
сили в культуральний посуд та ставили на куль-
тивування. 
Метод холодної трипсинізації. У пробірку до 

шматочків тканини додавали 0,25%-ий розчин 
трипсину (Sigma, США), приготовленому на куль-
туральному середовищі з розрахунку 10 см3/г тка-
нини та переносили на 6−18 годин у холодиль-
ник (t 4 0С). Після закінчення часу експозиції за 
допомогою шприца відбирали фермент (зали-
шаючи 1−2 см3),  пробірки переносили у термо-
стат на 20 хвилин при t 37 0С. Потім у пробірку 
додавали тепле середовище з розрахунку 1 см3 
на кожні 100 мг тканини та за допомогою піпет-
ки дезагрегували тканину до утворення однорід-
ної суспензії клітин. Суспензію клітин осаджу-
вали центрифугуванням при 500 g протягом  
5 хвилин. Осад клітин ресуспендували у культура-
льному середовищі (DMEM − 80 %, FBS − 20 %, 
антибіотик-антимікотик − 10 мкл/см3), вносили в 
культуральний посуд та ставили на культиву-
вання. 
Модифікований метод експланту. Шматочки 

тканини поміщали до культурального посуду та 
заливали культуральним середовищем, яке скла-

далося з 80 %  DMEM, 20 % фетальної сироватки 
телят (FBS) та 10 мкл/см3 − антибіотика-
антимікотика та ставили на культивування. 
Для аналізу результатів здійснювали підраху-

нок кількості клітин після утворення моношару 
у одній із чашок. Пасажування клітин здійсню-
вали у співвідношенні 1:2 за стандартною мето-
дикою [1, 6]. 
Результати досліджень щодо визначення оп-

тимального методу отримання культури стовбу-
рових клітин з підшлункової залози щура наве-
дені у таблиці та рисунку. 
На третю добу культивування за використання 

перших трьох методів дезагрегації у чашках Петрі 
виявляли появу поодиноких адгезованих клітин. 
У разі використання 4 методу обробки тканин ПЗ 
появу адгезованих клітин спостерігали на 4–5-ту 
добу після висівання. Проте варто зазначити, що 
інтенсивність проліферації клітин була найвищою 
за використання методу експланту. 
Найменш ефективним з досліджуваних мето-

дів був метод, який передбачав обробку тканин 
підшлункової залози колагеназою (рис. 1, а). Кі-
лькість клітин на 14-ту добу культивування була 
у 2,9 разів меншою у порівнянні з контролем та 
становила 216,3 ± 12,4 тис. 
За використання методу теплої трипсинізації 

кількість клітин на 14-ту добу культивування 
була у 1,6 разів меншою, ніж у контролі та ста-
новила 385,0±16,2 тис. (рис. 1, в). 
Найкращий ефект у разі використання ферме-

нтної обробки тканин підшлункової залози було 
отримано за використання холодної трипсиніза-
ції: кількість клітин у моношарі на 14-ту добу 
культивування за використання даного методу 
становила 475,0±27,9 тис. (рис. 1, б), проте  була 
у 1,3 разів нижчою у порівнянні з контролем. 
Аналізуючи результати дослідження, предста-

влених у таблиці 1, можна стверджувати, що оп-
тимальним методом отримання культури стов-
бурових клітин з підшлункової залози щура є 
модифікований метод експланту. 

Кількість клітин у моношарі залежно від методу обробки тканин підшлункової залози (M±m, n=3) 

Метод обробки 

Показник 2 мг/см3  
колагенази  

Тепла трипсинізація 
(0,25%-ий трипсин)

Холодна трипсині-
зація (0,25%-ий  

трипсин) 

Метод  
експланту 
(контроль) 

№ методу 1 2 3 4 
К-ть клітин, тис. 

(14-та доба  
культивування) 

216,3±12,4*** 385,0 ± 16,2*** 
 

475,0 ± 27,9** 
 

627,3±9,7 

Примітка: ***Р<0,001; **Р<0,01; *Р<0,05 порівняно з  контролем 
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Кількість клітин у моношарі на 14-ту добу куль-

тивування становила 627,3±9,7 тис., що достовірно 
більше порівняно з іншими досліджуваними мето-
дами. Отримані дані можна пояснити тим, що аци-
нарні клітини екзокринного відділу підшлункової 
залози містять у своєму складі ферменти, які вна-
слідок руйнування клітинної стінки вивільняються 
у поживне середовище та пошкоджують інші клі-
тини, які втрачають здатність до адгезії та ділення. 

Дану гіпотезу можна додатково підтвердити, порі-
внявши ефективність отримання культури клітин з 
підшлункової залози шляхом холодної та теплої 
трипсинізації, які відрізняються активністю фер-
ментів, що діють на первинну тканину: за викори-
стання методу холодної трипсинізації, у якому фе-
рмент менш активний порівняно з теплою трипси-
нізацією, ми виявили більшу кількість клітин у 
моношарі по завершенню дослідження. 

в г

а б

Рис. 1. Мікрофотографії культур клітин, отриманих з підшлункової 
залози щурів, 7-ма доба культивування (0-й пасаж): 

 а) метод 1; б) метод 3; в) метод 2; г) метод 4. Нативні препарати.  
Зб. на рис. а, б, в – Ч320,  г – Ч50 



ВЕТЕРИНАРНА МЕДИЦИНА 

 
№ 2 • 2018 • ВІСНИК Полтавської державної аграрної академії 135

Висновок. Використання методу експланту є 
оптимальним для отримання культури стовбуро-
вих клітин з підшлункової залози щурів. Фер-
ментивна та механічна дезагрегації призводять 

до руйнування ацинарних клітин, вивільнення їх 
ферментів, що викликає загибель значної кілько-
сті стовбурових клітин, які складають основу 
клітин культури підшлункової залози. 
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ANNOTATION 

Kovpak V. V., Kovpak O. S. Comparison of dif-
ferent methods of selection of stem cells from the 
pancreas to getting a culture. 

In the treatment of diabetes mellitus is particularly 
relevant to study the culture of cells derived from pan-
creatic tissue. However, the question of selected cells 
which could to adhesive and david, from this gland, is 
not studies enough. This, in turn, necessitates the devel-
opment and comparison of various methods for the se-
lection of stem cells from the pancreas in order to iden-
tify the optimal. That is why the purpose of our study 
was to compare different methods of disaggregation of 
the pancreas of the rat to obtain primary culture. 

To determine the optimal method for obtaining 
the culture of stem cells of the pancreas of the rat, 
we compared four methods treatment of tissue: col-
lagenase treatment, warm trypsinization method, 
cold trypsinization method, modified explant 
method. The analysis of the results, was counting 
the number of cells, which carried out after forma-
tion a monolayer in one of the cups. On the third 
day of cultivation in Petri dishes revealed the ap-
pearance of single adhesive cells at use of the first 
three methods of disaggregation. 

For using the fourth method of disaggregation pan-
creatic tissue, was noted the appearance of adherent 

cells on the fourth–fifth day after sowing. However, it 
should be noted that the proliferation of cells was the 
highest in the use of the explant method. The least effec-
tive of the investigated methods was the treatment of 
pancreatic tissue 2 mg/cm3 collagenase. The number of 
cells in the 14th day of cultivation was 2.9 times lower 
compared to control (without the use of enzymes) and 
amounted to 216.3±12.4 thousand. With the use of the 
warm trypsinization method, the number of cells per 
14th days of cultivation was 1.6 times smaller than that 
of the control and amounted to 385.0±16.2 thousand. 
The best effect of using the enzymatic processing of the 
pancreas was obtained using the cold trypsinization 
method.  The number of cells per 14th days of cultiva-
tion when using this method was 475.0±27.9 thousand 
and was in 1.3 times lower compared to control. 

Analyzing the results of the study, it can be ar-
gued that the optimal method for obtaining the cul-
ture of stem cells of the pancreas of the rat is the 
modified method of explant. The number of cells 
per 14th days of cultivation was 627.3±9.7 thousand. 
This is significantly more compared with other in-
vestigated methods. 

Key words: stem cells, cell culture, pancreas, 
disaggregation, rats. 




