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Актуальность. Применение методов элек-
тронной, атомно-силовой и  конфокальной 
микроскопии для скрининга биологически 
активных соединений, изделий медицинского 
назначения и экспресс-диагностики ряда забо-
леваний на клеточном уровне связано с трудо-
емкой и  длительной пробоподготовкой, кото-
рая не исключает возможность погрешностей 
измерений и  возникновения артефактов. Этих 
недостатков лишен метод модуляционной ин-
терференционной микроскопии, позволяющий 
осуществлять неинвазивные исследования 
клеточной структуры, получать изображение 
с  нанометровым разрешением и  проводить 
анализ оптических свойств объекта. Цель  – 
оценить возможность использования метода 
интерференционной микроскопии при изу-
чении морфофункциональных характеристик 
ядер клеток в  культуре на примере дермаль-
ных фибробластов при воздействии митоми-
цином in vitro. Материал и методы. Нативную 
культуру дермальных фибробластов человека 
6-го пассажа, выращенную на стекле с зеркаль-
ным напылением в лаборатории культуры кле-
ток Института экспериментальной медицины 
и биотехнологий ФГБОУ ВО СамГМУ Минздрава 
России, исследовали при помощи модуля-
ционного интерференционного микроскопа 
МИМ-340 (АО «ПО «УОМЗ», Россия). Оценивали 
динамику структурных характеристик ядер 
дермальных фибробластов при воздействии 
митомицином в условиях in vitro. Контрольную 
группу составила культура фибробластов, 
культивированная в  аналогичных условиях на 
стеклах с  зеркальным покрытием без добав-
ления митомицина. Исследования на МИМ-340 
проводили через 3  часа, 1  сутки и  4  суток по-
сле воздействия цитостатиком. Контрольную 

группу исследовали в те же сроки. Результаты. 
Показано, что культура клеток, выращенная 
на диэлектрических стеклах, по морфофунк-
циональным характеристикам не отличается 
от культуры, выращенной на культуральном 
пластике. Тем самым доказана возможность из-
учения адгезивной культуры в нативном состо-
янии с  использованием интерференционной 
микроскопии. Установлено, что на однократ-
ное воздействие митомицином 0,04%  клетки 
отвечают изменением формы на шаровидную 
и резким увеличением фазовой толщины ядер 
(217,8  против 142,18  нм в  контрольной группе, 
p ≤ 0,05). В последующие сроки происходит вос-
становление морфофункциональных характе-
ристик клеток, что подтверждается динамикой 
изменений плотности культуры, формы и  раз-
меров клеток, а также фазовой толщины ядра. 
Заключение. Полученные результаты позво-
ляют рекомендовать метод модуляционной ин-
терференционной микроскопии для изучения 
токсичности и  биосовместимости лекарствен-
ных средств, а  также изделий медицинского 
назначения и  физических факторов, использу-
емых для диагностики и лечения.
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В последние годы широкое распростране-
ние в  медико-биологических исследо-
ваниях получили методы электронной, 
атомно-силовой и  конфокальной ми-

кроскопии. Среди важных приложений таких 
методов следует отметить скрининг биологи-
чески активных соединений, изделий медицин-
ского назначения и  экспресс-диагностику ряда 
заболеваний на клеточном уровне. Однако их 
применение связано с трудоемкой и длительной 
пробоподготовкой, которая, тем не менее, не ис-
ключает возможность погрешностей измерений 
и возникновения артефактов.

Весьма перспективным в этом контексте ока-
зывается метод интерференционной лазерной 
микроскопии, разработанный на основе быст-
родействующих оптических профилометров 
нового поколения [1, 2]. Его уникальная особен-
ность – принципиально новый алгоритм вычис-
ления фазы отраженного от объекта волново-
го фронта, сочетающий в  себе быстродействие 
методов фазовых шагов [3] и  сверхразрешение 
фазометрических методов (метод временных 
интервалов) [4, 5]. Такой подход позволяет осу-
ществлять неинвазивные исследования кле-
точной структуры, получать изображение с на-
нометровым разрешением и  проводить анализ 
оптических свойств объекта [3, 6], максимально 
исключая погрешности и присутствие артефак-
тов. Модуляционная интерференционная ми-
кроскопия уже используется в  изучении таких 
объектов, как клетки крови, опухолевые клетки, 
нейрон-глиальная сеть, а также бактерии и спо-
ры микроорганизмов [7–11].

Скрининг лекарственных препаратов, ма-
териалов, физических факторов диагности-
ки и  лечения часто проводится на адгезивных 
клетках. Для проведения таких тестирований 
разработано и  используется большое количе-
ство разнообразных протоколов. Расширение 
комплекса методов, применяемых в  этих про-
токолах, позволяет полнее оценить результаты 
тестирования. При этом предпочтение следует 
отдавать тем методам, которые не требуют тру-
доемкого подготовительного этапа. В этой связи 
модуляционная интерференционная микроско-
пия представляет большой интерес с точки зре-
ния возможности изучать нативную культуру 
без использования дополнительных окрашива-
ний.

Цель  – оценить возможность использова-
ния метода интерференционной микроскопии 
при изучении морфофункциональных харак-
теристик ядер клеток в  культуре на примере 

дермальных фибробластов при воздействии ми-
томицином in vitro.

Материал и методы
Разработанный АО «ПО «УОМЗ» (Россия) мо-
дуляционный интерференционный микроскоп 
МИМ-340 был передан Институту эксперимен-
тальной медицины и  биотехнологий (ИЭМБ) 
ФГБОУ ВО СамГМУ Минздрава России в  рам-
ках договора о временном безвозмездном поль-
зовании в  целях адаптации данного прибора 
для проведения медико-биологических иссле-
дований (Договор № А0104 от 04.05.2015).

Предметом исследования была культура 
дермальных фибробластов человека 6-го  пас-
сажа, выращенная в  лаборатории культуры 
клеток Института экспериментальной меди-
цины и  биотехнологий ФГБОУ ВО СамГМУ 
Минздрава России. Лаборатория соответствует 
требованиям GMP и GLP, оснащена комплексом 
«чистых помещений» класса Б, в  которых раз-
мещено необходимое оборудование, позволяю-
щее создавать зоны чистоты класса А  согласно 
ГОСТ Р ИСО 14644.

Первичный материал получали у  доноров 
с  соблюдением всех требований биоэтики по-
сле подписания информированного согласия 
и  одобрения исследования Комитетом по био-
этике ФГБОУ ВО СамГМУ Минздрава России 
(протокол №  184  от 03.05.2017). Фибробласты 
высевали в  дозе 5 × 104  кл/стекло на стериль-
ные диэлектрические стекла (25 × 76  мм) с  зер-
кальным покрытием, которые помещали 
в  стерильные чашки Петри и  заливали пол-
ной ростовой средой (среда 199  – 90%, эм-
бриональная телячья сыворотка  – 10%  (среда 
и  сыворотка  – ООО «БиолоТ», Россия), ген-
тамицин  – 40  мкг/мл). Культивирование про-
водили в  условиях СО2-инкубатора (Sanyo  – 
Incubator, MCO-18AС, Япония) при температуре 
37  °С,  5%  СО2  и  постоянной влажности. Через 
1 сутки после посева, когда клетки сформирова-
ли на стеклах диффузный монослой небольшой 
плотности, из чашек Петри удаляли ростовую 
среду и заменяли ее ростовой средой с содержа-
нием митомицина 0,04%. Через 2  минуты сре-
ду с  митомицином удаляли, стекла однократ-
но промывали раствором Хенкса и  заливали 
полной ростовой средой. Контрольную группу 
составила культура фибробластов, культиви-
рованная в  аналогичных условиях на стеклах 
с зеркальным покрытием без добавления мито-
мицина. Далее препараты обеих групп инкуби-
ровали в указанных выше условиях.
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Исследования на МИМ-340 проводили через 
3 часа, 1 сутки и 4 суток после воздействия ци-
тостатиком. Контрольную группу исследовали 
в те же сроки. При помощи камеры белого света 
оценивали строение и  характер роста фибро-
бластов. С  помощью лазера измеряли попереч-
ные размеры ядер фибробластов и  их фазовую 
толщину.

В эксперименте было задействовано по 
12  стекол в  опытной и  контрольной группах 
(по 4 стекла на каждый срок). В каждом препа-
рате (стекле) измеряли не менее 20 ядер фибро-
бластов.

Результаты были представлены в виде сред-
него арифметического значения (M) и  стан-
дартного отклонения (σ). Для определения 
равнозначности сравниваемых групп исполь-
зовали t-критерий Стьюдента. Статистически 
значимыми считали различия при вероятно-
сти ошибки первого рода менее 0,05  (p < 0,05). 
Статистический анализ проводили с использо-
ванием программы Excel 2010  (Microsoft corp., 
США).

Результаты и обсуждение
Для проведения исследований на МИМ-340 об-
разцы должны быть размещены на диэлек-
трическом стекле с  зеркальным напылением. 
Нативные клетки крови можно наблюдать в пре-
парате, приготовленном методом «раздавленной 
капли». При этом их морфологические характе-
ристики не изменяются, чего нельзя сказать об 
адгезивной культуре. Наш опыт показал, что 
если приготовить такой препарат из суспензии 
фибробластов, при микроскопии визуализиру-
ются «ошаренные» клетки (рис. 1А). В препарате 
мы наблюдаем выпуклые клетки округлой фор-
мы с  трудноразличимым ядром и  оптически 
однородной цитоплазмой. Такая картина не ха-
рактерна для нормальной адгезивной культуры. 
Фибробласты в культуре растут прикрепленны-
ми к  субстрату, по которому распластываются 
и  образуют монослой. При снятии с  субстрата 
в суспензии адгезивные клетки, в том числе фи-
бробласты, принимают компактную функцио-
нальную форму для временного приспособле-
ния к неблагоприятным условиям.

Для того чтобы получить возможность из-
учать нативную культуру в  естественном со-
стоянии с  помощью МИМ-340, было принято 
решение вырастить клетки непосредственно на 
стекле с  зеркальным напылением. Поскольку 
клетки in vitro культивируются только в  сте-
рильных условиях, а  стекла поставляются 

нестерильными, нами был разработан метод их 
стерилизации [12].

После посадки непосредственно на диэлек-
трическое стекло клетки вели себя в принципе 
так же, как при посеве на культуральный пла-
стик. В  положенный срок они прикреплялись 
к  диэлектрическим стеклам, распластывались 
по поверхности, устанавливали контакты меж-
ду отростками, тем самым формируя монослой 
(рис. 1Б). Ввиду более слабого сцепления клеток 

Рис. 1. Адгезивная культура фибробластов: А – в суспензии (без посева); Б – на 
диэлектрическом стекле, 24 часа после посадки. Камера белого света. Окраска трипановым 
синим

А Б

Рис. 2. Нативные фибробласты (время наблюдения – 3 часа): А – контрольная группа;  
Б – опытная группа (после однократного воздействия митомицином)

А Б

Рис. 3. Нативные фибробласты (время наблюдения – 1 сутки): А – контрольная группа;  
Б – опытная группа (после однократного воздействия митомицином)

А Б
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с  зеркальной поверхностью такие показатели, 
как индекс адгезии и время удвоения (отражает 
пролиферативную активность культуры), были 
несколько ниже, чем при росте клеток на куль-
туральном пластике. Индекс адгезии составил 
85 и 96% соответственно, время удвоения через 
2 суток после посева – 35,39 ± 1,17 и 31,35 ± 0,61 ч. 
Время удвоения было стабильным на всем 
протяжении эксперимента, что обеспечило 
прогрессивное увеличение плотности моно-
слоя. При этом до конца эксперимента соот-
ношение живых и  мертвых клеток в  монослое 
на разных поверхностях практически не раз-
личалось и  составило 95,53 ± 1,57%  на зеркале 
и  97,61 ± 2,14%  на пластике [1]. Следовательно, 
требования к условиям работы на МИМ-340 не 
являются препятствием для изучения адгезив-
ных культур клеток в нативном состоянии.

Клетки контрольной группы практически не 
отличались от выращенных на культуральном 
пластике: они имели веретенообразную форму 
(рис. 2А), четко визуализирующееся ядро, от 
1 до 3 отростков, характер роста тоже соответ-
ствовал нормальной культуре.

Уже через 3 часа после однократного воздей-
ствия митомицином большая часть фибробла-
стов теряла отростки и  приобретала округлую 
форму. Целостность монослоя нарушалась, 
клетки на стеклах располагались по одиночке 
или небольшими группами, во многих фибро-
бластах не удавалось визуализировать ядро 
и  цитоплазму. У  ряда фибробластов наблю-
дались выпячивания клеточной мембраны 
(рис. 2Б) с последующим образованием экзосом 
(37,4 ± 1,8%), в  контрольной группе такие явле-
ния определялись значительно реже (1,7 ± 0,2%).

В контрольной группе в последующие наблю-
даемые сроки морфофункциональные характе-
ристики культуры фибробластов соответство-
вали таковым, выращенным на культуральном 
пластике (рис. 3А).

В опытной группе через сутки после воздей-
ствия митомицином уменьшалось количество 
ошаренных клеток (рис. 3Б). Клетки начинали 
распластываться и  приобретать характерную 
для фибробластов форму.

Через 4  суток в  опытной группе клетки 
имели характерную веретенообразную форму 
с  2–3  анастомозирующими между собой от-
ростками, но в отличие от контрольной культу-
ры характер роста был хаотичный. Зарост был 
менее плотный, чем в  контроле. Встречалось 
большое количество фрагментов погибших 
клеток. Количество ошаренных клеток в 3 раза 

превышало аналогичный показатель в  кон-
трольной группе.

Фазовая толщина ядер фибробластов через 
3 часа после воздействия митомицином в опыт-
ной группе значимо увеличивалась (на 53%) по 
отношению к  контрольной (таблица). Это вы-
звано изменением формы клеток и  значитель-
ным уменьшением площади прикрепления их 
к  поверхности стекла. Здесь следует обратить 
внимание на несовпадение терминов «геоме-
трическая толщина» и «фазовая толщина» объ-
екта. Если первый описывает реальную толщи-
ну объекта и  выражается величинами порядка 
мкм, то второй зависит от оптических свойств 
объекта и иммерсионной среды и имеет порядок 
десятков нм [13]. Через сутки этот показатель 
уменьшался на 17% и практически выравнивал-
ся с  контрольным, что связано с  распластыва-
нием клеток и, следовательно, увеличением их 
площади. Через 4  суток фазовая толщина ядер 
фибробластов в  опытной группе возрастала по 
сравнению с предыдущим сроком на 26% и пре-
вышала показатель контрольной группы на 40%.

Таким образом, увеличение фазовой тол-
щины ядер через 3  часа после воздействия ми-
томицином является ответной реакцией фи-
бробластов на данный препарат. Через 1  сутки 
уменьшение средней фазовой толщины ядер 
связано с  преобладанием в  препарате рас-
пластанных клеток, находящихся предполо-
жительно в  премитотической фазе. Изучение 
препаратов при помощи камеры белого света 
в  последующие сроки показало активную про-
лиферацию фибробластов в  опытной группе, 
что подтверждалось высоким показателем фа-
зовой толщины через 4 суток.

Определенную зависимость фазовой толщины 
от этапа жизненного цикла выявила группа уче-
ных при исследовании стадий прорастания спор. 
Споры, прорастая, растворяют наружную обо-
лочку и принимают «распластанную форму» [10]. 
Фибробласты, напротив, готовясь к  митозу, под-
бирают отростки и приобретают округлую форму.

Фазовая толщина ядер дермальных фибробластов при воздействии митомицином,  
M ± σ, нм

Время эксперимента Контроль Опытная группа

3 часа 142,18 ± 41,86 217,8 ± 78,28*

1 сутки 173,56 ± 67,99 186,56 ± 61,72

4 суток 167,78 ± 63,45 235,45 ± 73,90*

* p ≤ 0,05
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Заключение 
Наши исследования убедительно продемонстри-
ровали возможность использования метода ин-
терференционной микроскопии для изучения 
нативных клеток в монослое. Преимущество та-
кого методического подхода – в отсутствии дли-
тельной и трудоемкой пробоподготовки.

Выявленная зависимость фазовой толщины 
ядер дермальных фибробластов от морфофунк-
ционального состояния клеток обосновывает 
информативность данного показателя при изу-
чении адгезивной культуры in vitro.

Полученные результаты дают основание 
предполагать перспективность практического 
применения метода модуляционной интерфе-
ренционной микроскопии при изучении ток-
сичности и  биосовместимости лекарственных 
средств, изделий медицинского назначения, 
а  также физических факторов, используемых 
для диагностики и лечения. При этом дополни-
тельное оснащение МИМ-340  стерильным тер-
мостатом позволит проводить тестирование на 
одних и  тех же культурах в  динамике, что еще 
больше повысит информативность метода. 
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Rationale: The use of electron, nuclear power and 
confocal microscopy for the screening of biolog-
ically active compounds, medical products and 
express diagnostics of some diseases at the cell 
level is associated with labor- and time-consuming 
sample preparation, which cannot exclude poten-
tial measurement errors and artifacts. The modula-
tion interference microscopy does not have these 
disadvantages; it allows for non-invasive studies of 
cell structures, imaging with nanometer resolution 
and analysis of the optical properties of an object. 
Aim: To assess the potential of the interference 
microscopy in the evaluation of morphofunctional 
characteristics of in vitro mitomycin conditioned 
cultured cell nuclei (dermal fibroblasts taken as 
a model). Materials and methods: Native culture 
of human dermal fibroblasts of the 6th passage, 
grown on glass with mirror coating in the cell cul-
ture laboratory of the Institute of Experimental 
Medicine and Biotechnology of Samara State 
Medical University (Russia), was examined with 
a  modulation interference microscope MIM-340 
(JSC PA UOMZ, Russia). Changes over time in the 
structural characteristics of dermal fibroblast nu-
clei conditioned with mitomycin were evaluated. 
The control group included fibroblasts cultured 
in the same conditions on glass with mirror coat-
ing without mitomycin. Imaging with MIM-340 
was done at three hours, one and four days after 
adding the cytostatic. The control group was as-
sessed at the same time points. Results: We have 

shown that the cell culture grown on dielectric 
glasses does not differ in its morphofunctional 
characteristics from the culture grown on culture 
plastics. This proves the possibility to study the 
adhesive native culture using interference mi-
croscopy. We have found that the cells respond to 
a single mitomycin 0.04% exposure with a change 
to a  globular shape and a  sharp increase in the 
nuclear phase thickness (217.8 vs. 142.18 nm in the 
control group, p ≤ 0.05). Thereafter, the morpho-
functional characteristics of the cells are restored, 
which is confirmed by the changes over time in 
the culture density, cell shape and size, and the 
phase thickness of the nucleus. Conclusion: The 
results obtained make it possible to recommend 
the method of modulation interference microsco-
py for evaluation of toxicity and biocompatibility 
of drugs, medical products and physical factors for 
diagnosis and treatment.

Key words: adhesive culture, modulation interfer-
ence microscope, phase thickness, proliferation
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