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для проведения количественного анализа 
состояния клеточных популяций (цитометрия, 
кариометрия, цитофотометрия днК, рнК и бел-
ков, подсчет содержания редко встречающихся 
морфологических типов клеток, изучение хро-
мосомных аберраций) по сравнению с исследо-
ванием гистологических срезов изучение мазков 
изолированных клеток является более точным 
и предпочтительным подходом. Применительно 
к щитовидной железе (Щж) обычно для этой 
цели используются мазки-отпечатки или мазки, 
полученные после тонкоигольной аспирационной 
пункционной биопсии или трепанобиопсии [6, 
7], однако данные методы не всегда позволяют 
получить достаточное число неразрушенных кле-
ток для морфологического и морфометрического 
анализа. Более перспективными представляются 
методы ферментативной диссоциации ткани Щж, 
позволяющие, наряду с получением мазков, выра-
щивать тироциты в культуре [8]. целью насто-
ящей работы явилась отработка оптимального 
метода диссоциации ткани Щж крыс и человека 
на отдельные клетки с целью получения хорошего 
качества мазков изолированных тироцитов.

в ходе предварительных исследований прове-
ден сравнительный анализ эффективности разных 
методов получения изолированных железистых 
клеток: изучали варианты ферментативной дис-
социации трипсином, коллагеназой [3], а также 
метод щелочной диссоциации предварительно 
фиксированной формалином ткани [1]. Последний 
оказался малопригодным для Щж, так как при 

всех режимах обработки вызывал разрушение 
цитоплазмы значительной части эпителиальных 
клеток и выход изолированных («голых») ядер.

наилучшим способом получения суспензии 
тиреоидных клеток, из которой можно получить 
хорошего качества мазки для микроскопического 
анализа, оказался метод ферментативной диссо-
циации коллагеназой (C����g������� ��r p���r������ 
������ ��������� �y­p�� XI, активность переваривания 
коллагена 1,205 ед/мг, S�g��, USA).

в качестве материала для диссоциации изу-
чена Щж интактных крыс разного возраста (от 
рождения до 2,5 лет, всего — 30 животных), а 
также человека. в последнем случае использо-
вали операционный материал, полученный при 
тотальной или субтотальной тиреоидэктомии по 
поводу узловых доброкачественных (микро- и 
макрофолликулярная аденома, узловой коллоид-
ный зоб, диффузно-узловой токсический зоб) и 
злокачественных (папиллярный рак) заболеваний 
органа (всего — 20 наблюдений). свежие фраг-
менты удаленной Щж помещали в изотонический 
раствор при 4 °с на 1,5–2 ч, после чего подвергали 
ферментативной обработке.

Процесс диссоциации состоит из нескольких 
этапов.

1. Разведение коллагеназы. с целью полу-
чения 0,25% раствора фермента 2,5 мг сухой 
коллагеназы разводят в 1 мл теплого (37 °с) изо-
тонического раствора и помещают в термостат на 
10 мин для полного растворения. 1 мл полученного 
раствора делят на 5 порций (удобно использовать 
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мелкоячеистый планшет для иммунологических 
исследований).

2. Ферментативная диссоциация. фрагмент 
нефиксированной Щж разрезают на 4 части с 
объемом каждой не более 1 мм3. Кусочки погру-
жают в раствор коллагеназы и помещают в термо-
стат на 1–2,5 ч при температуре 37 °с.

3. Подбор времени диссоциации. оптимальное 
время диссоциации подбирают экспериментально 
для каждой партии коллагеназы и вида изучае-
мого материала (эксперимент на животных, опе-
рационный материал). наибольшие сложности в 
подборе условий возникают при изучении Щж 
человека: существенное значение могут иметь 
возраст и содержание в органе соединительной 
ткани (особенно при различных вариантах пато-
логии). Берут 4–5 порций раствора фермента с 
кусочками Щж и помещают в термостат (37 °с) 
на разное время: 1 ч, 1,5 ч, 2 ч, 2,5 ч, 3 ч. Затем 
путем изготовления контрольных мазков клеток, 
их экспресс-окраски 0,1% раствором толуиди-
нового синего в течение 30 с — 1 мин и изучения 
под микроскопом определяют оптимальное время 

диссоциации. При недостаточной экспозиции на 
мазке будет содержаться много крупных фраг-
ментов и мало отдельных клеток. При чрезмерном 
воздействии фермента на клетки их цитоплазма 
отделяется от ядер.

4. Получение суспензии изолированных кле-
ток. фрагменты Щж из раствора коллагеназы 
переносят на стекло с помощью пипетки, по-
крывают другим предметным стеклом так, чтобы 
только одно его ребро соприкасалось с нижним и 
между ними оказалась капля раствора с кусочком 
железы. верхним стеклом аккуратно, но интен-
сивно двигают вверх-вниз относительно нижнего, 
при этом кусочек ткани в капле раствора коллаге-
назы начинает перемещаться, распадаться на все 
более мелкие фрагменты, что приводит к образо-
ванию суспензии, содержащей отдельные клетки.

5. Получение мазка. из полученной суспензии 
клеток изготовляют мазок с помощью шлифо-
ванного стекла, подобно тому, как делают мазок 
крови и красного костного мозга. из одной капли 
суспензии можно приготовить несколько мазков. 
Препарат подсушивают, фиксируют в 96% этано-

морфологические варианты тироцитов, изолированных методом ферментативной диссоциации щитовидной железы.
а, г — интактные крысы; б — введение метилнитрозомочевины гемитироидэктомированным крысам, 4-е сутки опыта; в — щито-
видная железа человека (диффузно-узловой токсический зоб). а — двуядерная и одноядерные клетки; б — тироцит с микроядром 
(стрелка); в, г — митотически делящиеся клетки (в — метафаза, г — телофаза). фиксация 96% этанолом, окраска по фельгену и 
прочным зеленым (а, б, г), галлоцианин-хромовыми квасцами по Эйнарсону и прочным зеленым (в). об. 90, ок. 10

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ Морфология. 2006

а б

в г



83

Том 130. № 6 ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

ле или 10% формалине (с последующим сполас-
киванием в изотоническом растворе и подсушива-
нием), окрашивают и заключают в бальзам.

различные морфологические варианты 
тироцитов на мазках, полученных с помощью 
данной методики, представлены на рисунке. 
использование изолированных тироцитов позво-
ляет успешно проводить морфологический, мор-
фометрический и цитофотометрический анализ 
железистых клеток, определение относительной 
частоты разных клеточных типов (митотически 
делящихся, двуядерных, аберрантных форм с мик-
роядрами) как в эксперименте на животных, так 
и при различных видах тиреоидной патологии 
человека [2, 4, 5].
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ISOLAtION OF thE CELLS FOR CYtOLOgI-
CAL AND CYtOgENEtIC StUDIES 
OF thYROID EpIthELIUM

A.V. Pavlov, M.V. Shashkina, M.A. Gansburgskiy, 
T.V. Korablyova ��d I.Ye. Belyakov

T��� p�p��r pr�������� � d��������d d����r�p���� �� ���� ������d ��r 
�b������g �� ��g� qu����y­ �����r� �� ��y­r��y­���� �r�� ���� �r�g-
������ �� r�� (30 �������) ��d �u��� (20 ������) ��y­r��d g���d 
u���g ���� ������d �� ���zy­����� d����������� �� 0.25% �qu���u� 
���u���� �� �����g������� (�����g������� ��r p���r������ ������ �����-
���� �y­p�� XI, �����g��� d�g��������� ��������y­ 1,205 u����/�g, S�g��, 
USA) �� 37°с dur��g 1; 1,5; 2; 2,5 ��d 3 ��ur�. Op����� ����� ��rс dur��g 1; 1,5; 2; 2,5 ��d 3 ��ur�. Op����� ����� ��r dur��g 1; 1,5; 2; 2,5 ��d 3 ��ur�. Op����� ����� ��r 
d����������� �� ����� ��d����du�� ����� ���u�d b�� d�����r�����d u���g 
����r�� �����r�. T��� �ppr���� p��r������d �� �u������������y­ p��r��r� 
��rp����g����, ��rp������r�� ��d �y­��p��������r�� ����y­��� �� 
���� g���du��r ������, �� ������u���� ���� r���������� pr�p�r����� �� d�����r-
���� ����� �y­p��� (����������y­ d����d��g ������, b��u�������� ������, �b��r-
r��� ��r�� w��� ���� ���r��u�����) �� ������ ��xp��r������� �� w���� 
�� �� ���� ���r��u� �y­p��� �� �u��� ��y­r��d p������gy­.

Key words: thyroid gland, thyrocytes, cell isolation, smears, 
cytogenetic studies.

D��p�r������ �� H������gy­, Cy­����gy­ ��d E�bry­���gy­, Y�r������� 
S����� M��d���� A��d���y­.
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