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1. Същност на метода - Метод позволяващ поддържане живота на клетки, тъкани или 

органи отделени от многоклетъчен организъм в условия in vitro (от латински „на 

стъкло”, в по-широк смисъл означава в лабораторен съд). 

 

2. Историческо развитие на метода. 

 В началото на 1865 г. Клод Бернар /Bernhard, ”Постоянството на вътрешната 

среда е условие за свободен и независим живот”/ изказва хипотезата, че за живите 

организми е характерна способността да поддържат специфични условия вътре в 

организма, които не се влияят от измененията в условията на окръжаващата среда. Тази 

концепция довежда до предположението, че ако клeтки, извадени от организма, бъдат 

поставени в условия, близки до тези при които те са съществували, вероятно ще могат 

да продължат да нарастват и да се делят. Това предположение се явява основа за първите 

експерименти по отглеждане на клетки извън многоклетъчния организъм, проведени от 

Ру (Roux) още през 1885 год. Той за първи път показва, че отделени клетки от кокоши 

ембрион, могат да запазят своета жизненост за няколко дни, ако се съхраняват в затоплен 

солев разтвор.  

 

 

                                  

Claude Bernard, (1813-1878)          Wilhelm Roux, (1850-1924)             Ross Harrison (1870-

1959) 

 

 Повече от 20 години по-късно - през 1907 год. Харисон (Harrison) успява да 

култивира част от нервна тръба на жабешки ембрион жабешки серум, като постига не 

само поддържане на жизнеността на невроните, но и формиране на аксони от тях. За тези 

експерименти Харисон е поставял парченца тъкан в жабешки лимфа и след съсирването 
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ги е обръщал и монтирал в култура тип „висяща капка” /Фиг. 1/. По този начин той е 

създал възможност за директно наблюдение на израстващите аксони от нервните клетки 

и недвусмислено е показал начина на образуването им.  

 

                                    

Фигура 1. Схематично представяне на първичната клетъчна култура, разработена от 

Harrison 

 

Освен изключителната важност на тези експерименти за невробиологията, тъканната 

култура, получена от Харисон отговаря на съвременните изисквания за първична 

клетъчна култура и затова този изследовател се определя като създател на метода на 

клетъчното култивиране. 

 Въпреки интригуващите резултати на Карел (Carrel, 1913, "On the Permanent Life 

of Tissues Outside of the Organism"), който показва, че в асептични условия и при наличие 

на достатъчно хранителни вещества, клетките могат да запазят своета жизненост за 

дълъг период от време, методът на клетъчно култивиране не намира широко приложение 

поради честите бактериални замърсявания. Асептичните условия на изолиране на 

клетките от многоклетъчния организъм, постигнати от Карел чрез изключително сложна 

хирургическа техника, са били неприложими за повечето научни лаборатории. Едва след 

края на Втората световна война, когато антибиотиците намират своето широко 

практическо приложение и различни промишлени компаннии поемат производството на 

хранителни среди, серуми и съдове за култивиране, методът преживява бурно развитие: 

- през 1943 год. Ърл (Earle) установява първата трайна клетъчна линия от миши 

фибробласти (L клетки), а пет години по-късно Станфорд (Stanford, 1948) получава и 

първият клон от тази линия - L929, като с помощта на капиляри отделя единични клетки, 

които размножава.  

- през 1952 год. Гий (Gey) и сътр. получават първата трайна клетъчна линия 

(HeLa) от човешки ракови клетки изолирани от карцином на шийката на матката; 
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- Игъл (Eagle, 1955), изследва систематически хранителните потребности на 

клетките отглеждани в условия in vitro и формулира състава на първата хранителна 

среда, използвана и днес под името Eagle's minimal essential medium (EMEM);  

- Хeйфлик и Мурхенд (Hayflick, L., Moorhead, P.S. 1961, The Serial Cultivation of 

Human Diploid Cell Strains) характеризират клетъчната остаряване при първични 

човешки клетки и показват, че нормалните човешки фибробласти загиват след 

определен брой деления;  

- през 1965 год. Харис и Уоткинс (Harris H. and Watkins J.F. 1965, Hybrid cells 

derived from mouse and man: Artificial heterokaryons of mammalian cells from different 

species) предизвикват вирусно сливане на клетки от мишка и човек и получават първите 

хетерокариони от бозайници. Тези експерименти поставят основата за създаване 

хибридомната технология – методи за получаване на големи количества моноклонални 

антитела; 

- през 1975 год. Келер и Милщеин (Köhler G. and Milstein C. 1975, "Continuous 

cultures of fused cells secreting antibody of predefined specificity") получават първите 

хибридоми, секретиращи моноклонални антитела; 

- Джеймс Томсон (Thomson J.A. et al., 1998, “Embryonic stem cell lines derived from 

human blastocysts”) изолира първите пет линии от човешки ембрионални стволови 

клетки - H1, H7, H9, H13 and H14; 

 - през 2006 година Шиния Яманака (Takahashi, K. and Yamanaka, S. (2006). "Induction of 

Pluripotent Stem Cells from Mouse Embryonic and Adult Fibroblast Cultures by Defined 

Factors") показва, че диференцирани клетки могат да бъдат „върнати обратно“ до 

плурипотентно състояние след трансфекция с гените за четири транскрипционни 

фактора (Oct4, Sox2, cMyc, and Klf4).  Днес, тези клетки са известни под името 

индуцирани плурипотентни стволови клетки (induced pluripotent stem cells) или  иПСК 

(iPS cells). 

   

3. Изисквания на клетките към in vitro средата 

 Различните видове култивирани клетки обикновено имат специфични 

изисквания, но винаги изкуствените условия, в които клетките се отглеждат in vitro, 

включват специфична физикохимични среда (газове, рН, осмотичното налягане и 

температура) и физиологична среда - течна среда, която предоставя основните 
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хранителни вещества (въглехидрати, аминокиселини, витамини, минерали), растежни 

фактори и хормони.  

Физикохимични параметри на средата 

Температура 

 Оптималната температура за клетъчна култура обикновено следва телесната 

температура на донорния организъм, от които са изолирани клетки. Възможни са и леки 

вариации, които зависят от анатомичната специфичност на донорната тъкан (например, 

температурата на кожата обикновено е 35оС  и е по-ниска от температурата на 

скелетните мускули). За да се гарантира оптимален растеж, повечето клетъчни линии, 

изолирани от бозайници се поддържат при 36°С до 37°С. За клетки на насекоми, 27°С е 

най-благоприятната температура. Прегряването над 30°C намалява жизнеспособността 

на клетките на насекомите и те не се възстановяват дори и след като се върнат на 27°C. 

За клетъчни линии изолирани от птици са необходими по-високи температури за 

оптимален растеж - 38.5°С, докато клетъчни линии, получени от студенокръвни 

животни могта да се отглеждат в доста по- широк температурен интервал - между 15°С 

и 26°С. 

 

Осмотично налягане  

 Тъй като биологичната мембрана е полупропусклива коректното осмотичното 

налягане на хранителна среда е от съществено значение за оцеляването на клетките. 

Осмотично налягане от 290 mOsm/kg, подобно на осмотичното налягане на човешка 

плазма се счита за най-подходящо за човешки клетъчни култури. За повечето клетки от 

бозайници осмотично налягане от 260-320 mOsm/kg може да гарантира изотонична 

среда. Изотоничността на средата се поддържа от разтворените соли. Основните йони, 

които трябва да присъстват в средата са: Na+, Ca2+, K+, Mg2+, Cl-,, фосфат и бикарбонат. 

Често към средата се добавят и сулфати в концентрации до 0,9 mM, въпреки че 

доставянето на сяра може да стане и за сметка на аминокиселините метионин и цистеин. 

Добивът на клетките често зависи от съотношението на различни йони и особено от Na+ 

и К+ йони. 

 

рН  
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За оптималното си нарастване различните видове клетъчни линии изискват рН в 

границите 6,9-7,4. Оптимизацията на рН може да позволи икономисване на скъпите 

серуми и глюкоза. Обикновено средата се забуферира чрез системата СО2/НСО3: 

 

За подържане на подходящо рН концентрацията на бикарбоната в средата трябва да бъде 

в равновесие с СО2 в атмосферата. Повечето култури се отглеждат в среди, съдържащи 

23 mМ бикарбонат и 5% СО2 в атмосферата. Неудобството е, че задължително трябва да 

има СО2, защото средата бързо се алкализира без него. Когато не може да се използва 

СО2 /липсва инкубатор/ може да се използва забуфериране с органичен буфер  - най-

често Hepes/10-25 mМ/ и клетките се отглеждат в плътно затворени флакони.  

 Практически оценката се прави чрез добавяне на багрилото фенолно червено в 

средата (Фиг. 2). 

 

Фигура 2. Промяна в цвета на хранителната среда в зависимост от рН А) жълто.-

оранжево оцветяване съответстващо на кисело рН, В) доматено червено оцветяване - 

рН 6,8 до 7,4, С) виолетови нюанси - алкално рН. 

 

Газов баланс  

Основните газове, от които клетките имат нужда са СО2 и О2. О2 е незаменим 

елемент за нарастването на клетките на бозайниците. В нискомащабните култури 

потребността от О2 се осигурява от въздуха. Газовата смес, която се използва е 95% 

въздух и 5% СО2. При голямомащабните култури (голям обем) трябва да се осигури 

аериране, защото разтворимостта на О2 в хранителната среда е много малко (7 части О2 

на 1 млн части хр. среда). Необходимостта от СО2 беше разгледана по-горе. 

 

Подложка - изискване на клетъчните култури, които имат закотвящо-зависим растеж. 



  
 

ECO-Center  2014-1-BG01-KA204-001645 
 

Най-често за осигуряване на добро захващане за твърдата подложка се използва 

отрицателно зареден полистирен, но могат да се използват и др. пластмасови подложки. 

В допълнение пластмасата може да бъде покрита с различни полимери за подобряване 

на растежните характеристики на културата. Много често се използват и компоненти на 

извънклетъчния матрикс като фибронектин, ламинин, желатин (денатуриран колаген) и 

др. В табл.1 са разгледани различни подложки, използвани за отглеждане на клетки със 

закотвящо-зависим растеж. 

Таблица 1 

ПОДЛОЖКА КОМЕНТАР 

Стъкло Евтино, многократно използване, добри 

оптични свойства (позволява 

наблюдения) 

Полистирен Сравнително евтино, еднократно 

използване, заредена повърхност, която 

осигурява добро захващане на клетките. 

Има разлики в захващането между 

продуктите на различни фирми. 

Политетрафлуоретилен Хидрофилен (зареден) за основна 

употреба, хидрофобен (незареден) за 

отглеждане на макрофаги и някои тумори 

Други: Използват се също поливинилхлорид, поликарбонат, стомана, титан и т.н. 

 

Микроносители 

 Микроносителите се използват за създаване на голяма площ в малък обем. В 

културата от микроносители, клетките растат като монослой на повърхността на малки 

сфери (Фиг. 3), които се поддържат суспендирани в хранителната среда чрез леко 

разбъркване. Чрез използването на микроносителите в обикновена суспенсионна 

култура, е възможно да се достигне добив до 200 милиона клетки на милилитър от 

клетки със закотвящо-зависим растеж. Мониторинга и взимането на проби  от култури 

от микроносители е по-лесно, отколкото с всяка друга техника за производство на 

големи количества адхерентни клетки. 
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 Микроносителите могат да бъдат получени от различни материали: пластмаса 

(полистирен, полиетилен, полиестер, полипропилен), стъкло, акриламид, силиконова 

гума, целулоза, декстран, колаген (желатин) и гликозаминогликани. 

 Най-важните параметри на микроносители са: 

1. Размер. Диаметърът на различнитe носители варира от 10 μm до 5 mm. Колкото по-

малки са носителите, толкова по-подходящи са те за суспенсионни култури, докато 

големите носители с висок седиментационен коефициент са най-добри за опаковани 

реактори при които микроносителите са статични. Важно е да се отбележи, че колкото 

по-малък е размера на носителите, толкова по-голяма е повърхността им, която се 

използва от клетките за прикрепяне. Размери от 100-300 μm и възможно най-малки 

вариации в размера са идеалните параметри за микроносителите. 

 

 

Фигура 3. Клетки, растящи по повърхността на микроносители - А) сканираща и В) 

фазовоконтрастна микроскопии. 
 

 

2. Плътност. Микроносителите трябва да имат плътност малко над средна плътност на 

хранителната среда, която ще им позволи да останат в суспендирано състояние при 

слабо разбъркване - около 1,02g - 1,04g /cm3 

3. Заряд. Микроносителите са обикновено положително или отрицателно заредени. 

Въпреки това, незаредени носители също се използват. Те обикновено са покрити с 

белтъци от извънклетъчния матрикс, или пептиди, получени от тях. Микроносителите с 

протеиново покритие не могат да се автоклавират, тъй като белтъчното покритие ще 

бъде унищожено. 

4. Прозрачност. Тя е важна за създаване на възможност за наблюдение на клетките чрез 

светлинен микроскоп. Например, за производството на ваксини е важно да се види на 
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морфологията на клетките директно върху микроносителите за да се установи най-

подходящия момент за заразяване на клетките или събиране на продуцирания вирус. 

5. Токсичност. Материалът, използван за производство на микроносител трябва да бъде 

нетоксичен за клетките. 

 Понастоящем се произвеждат няколко типа търговско достъпни микроносители 

включващи алгинат базирани (GEM, Global Cell Solutions), декстран-базирани (Cytodex, 

GE Healthcare), на основата на колаген (Cultispher, Percell) и полистирол-базирани 

(SoloHill инженерство) микроносители. Те се различават по своите оптични свойства, 

порьозност, специфично тегло и повърхностен заряд. 

 

Триизмерна (3Д) подложка 

 Клетките в живите организми обикновено са обградени от сложен извънклетъчен 

матрикс и много рядко се налага да адхезират към гладки и твърди субстрати, каквито 

са съдовете за клетъчно култивиране in vitro. Разработването на изкуствени триизмерни 

субстрати за отглеждане на клетки има за цел да създаде условия, които наподобяват 

физичните и химичните свойства на естествения извънклетъчен матрикс от живите 

тъкани. Тези субстрати трябва да не са токсични, за предпочитане да са биоразградими 

във времето и да подпомагат захващането и миграцията на клетките, както и свободната 

дифузия на хранителните вещества. Използваните понастоящем 3Д субстрати могат да 

бъдат разделени на два вида - триизмерни системи, изградени от синтетични полимери 

и 3Д системи основани на белтъци, компоненти на естествения извънклетъчния матрикс.  

  

 

Физиологични параметри на средата 

Хранителни вещества 

 Условията на култивиране за различните клетъчни типове се различават 

значително, но изкуствената среда, в която клетките се култивират, неизменно съдържа 

хранителна течност, която предоставя основните хранителни вещества: източник на 

енергия, аминокиселини, витамини, минерали, липиди, и предшественици на 

нуклеиновите киселини. 

1. Източник на енергия. Основен източник на енергия в хранителната среда е глюкозата, 

използвана в концентрации 5 - 20 mМ. Тя обаче има недостатък, че при превръщането й 

в лактат средата може силно да снижи своето рН, което има инхибиращ ефект върху 
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клетките. Друг основен източник на енергия е глутамина - напр. до 30% от 

енергетичните потребности на човешките диплоидни фибробласти могат да бъдат 

задоволени от глутамина. Той се добавя в средата в концентрация 0,7 - 5 mМ, което 

довежда до намаляване на превръщането на глюкозата в лактат. В някои случаи 

глюкозата може да се замени с галактоза или фруктоза, което също намалява 

количеството на образуващия се лактат.  

2. Аминокиселини. Аминокиселините са градивните елементи на протеините и поради 

това са задължителни съставки на всички среди за клетъчно култивиране. Незаменимите 

аминокиселини трябва да бъдат включени в културалната среда тъй като клетките не 

могат да ги синтезират сами. В клетъчното култивиране, 13 аминокиселини са считани 

за незаменими: аргинин, цистеин, глутамин, хистидин, изолевцин, лизин, метионин, 

фенилаланин, треонин, триптофан, тирозин, валин и левцин. L-глутамина е от особено 

значение. Той осигурява азот за NAD, NADPH и нуклеотидите и служи като вторичен 

източник на енергия за метаболизма. L-глутамина е нестабилен във времето и превръща 

във форма, която не може да се използва от клетките. Поради това трябва да се добавя 

към средата непосредствено преди употреба. При добавянето на повече L-глутамин, 

отколкото е предписано в оригиналната формулировка на средата трябва да се подхожда 

с внимание, тъй като при разграждането му се натрупва амоняк, а той има вреден ефект 

върху някои клетъчни линии. Добавки като Glutamax са по-стабилни и могат да заменят 

глутамина при дългосрочно култивиране на клетки, които растат бавно. За някои 

клетъчни линии, трябва да се добавят специфични аминокиселини в по-големи 

количества, тъй като те имат благоприятен ефект върху растежа им - напр. серин за 

лимфобластоидни клетки. Заменимите аминокиселини, могат също да бъдат добавени 

към средата, за да заместят тези, които са били изчерпани по време на растежа на 

културата. Добавката им стимулира нарастването и виталитета на клетките. 

3. Витамини. Въпреки че концентрацията на тези компоненти са много ниски, наличието 

на витамини е изключително важно, тъй като клетките обикновено не могат да ги 

синтезират. Витамините действат като ко-фактори за много ензими и са от съществено 

значение за правилното им функциониране. Липсата на витамини в културата може да 

доведе до снижаване на растежа на клетките, клетъчна смърт или загуба на 

продуктивност. Серумът е основен източник на витамини в клетъчната култура, въпреки 

това средите често се обогатяват с различни витамини. Витамините от група В се добавят 

най-често за стимулиране на растежа на клетките. 
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4. Микроелементи. Микроелементите са от съществено значение за много биологични 

процеси, например поддържане на функционалността на ензимите. За животинските 

клетки Ca, Cu, I, Fe, Mn, Mo, Zn, Se, Cr, Ni, V, As, Si, Sn се смятат за незаменими. Когато 

средата е допълнена със серум, тези елементи се доставят от серума. Когато се работи с 

безсерумна среда, те трябва да се добавят в основния състава на хранителната среда. 

5. Липиди. При среди с добавка на серум, се доставят от серума, тъй като той съдържа в 

достатъчно количество два класа белтъци транспортиращи липидите - албумин (пренася 

свободните мастни киселини) и липопротеини (транспортират фосфолипиди, 

холестерол и триглицериди). При безсерумните среди обикновено се добавят липиди - 

най-често холестерол и линоленова киселина. 

6. Предшественици на нуклеиновите киселини. Обикновено клетките могат да 

синтезират пурини и пиримидини. В много случаи обаче добавката на такива 

предшественици повишава добива от клетки. Обикновено към средата се добавят 

аденин, хипоксантин, цитидин, уридин и тимидин в концентрации около 10-5 - 10-7М. 

 

Подхранващ слой 

  Някои клетки (стволови клетки, хематопоетични клетки, първични клетки, току-

що взети от изходната тъкан и др.) имат нужда от подхранващ слой от други клетки, 

които подсигуряват фактори стимулиращи растежа и преживяемостта на отглежданите 

клетки. Клетките от подхранващия слой са обработени така, че тяхната ДНК е увредена 

(UV облъчване, митомицин и др.). Въпреки, че това третиране оставя клетките живи, те 

вече не могат да се делят. 

 

Фигура 4. Фазово-коннтрастна микроскопия на човешки ембрионални стволови 

клетки (стволови клетки), култивирани върху подхранващ слой от фибробласти 

(стрелки). 
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4. Видове клетъчни култури 

  В днешно време широка популярност е придобило понятието тъканна култура, 

което има обобщаващ смисъл и се използува за обозначаване на клетки, тъкани и органи, 

преживели в лабораторни условия за повече от 24 часа. Тези условия обикновено 

включват стъклен или пластмасов лабораторен съд съдържащ течност, която осигурява 

необходимите за растеж хранителни вещества. Това сборно понятие може да бъде 

прецизирано чрез поделяне на три вида култури, при които се отчита вида на клетките и 

тяхната взаимна организация: 

1. Клетъчна култура - култура от единични, нарастващи клетки, които не са 

организирани под формата на тъкан. 

2. Тъканна култура - култура от части от тъкани, поддържани или нарастващи в условия 

in vitro, които позволяват диференциране и запазване на тъканната архитектура и/или 

част от тъканните функции.Чекто тази култура се означава като експрантна култура. 

3. Органна култура - култура от органни зачатъци, части от орган или цял орган, 

поддържани или нарастващи в условия in vitro, които позволяват диференциране и 

запазване на архитектурата и/или част от органните функции. 

 При избора на типа култура, за научени експерименти, трябва да се има предвид, 

че всеки тип има своите преимущества и недостатъци. Основният недостатък на 

тъканните и органните култури е ограниченият период на отглеждането им в условия in 

vitro. След първоначалната травма, предизвикана от експлантацията и поредицата 

некрози, възникващи в отделената тъкан, като правило в органната и тъканнта култура 

остават клетки, които запазват междуклетъчните взаимодействия и поддържат до голяма 

степен хистологическата и биохимичната диференциация, характерна за изходния орган 

или тъкан. Така например, в изолирани жлези могат да се образуват нови жлезисти 

структури, а по периферията на експлантите от белодробна тъкан се образуват нови 

малки бронхи. При култивиране на части от кожа или хранопровод, в многослойният 

епител се извършва диференциация, сходна с тази, която протича в многоклетъчния 

организъм. Тъкани, зависими от хормони запазват чувствителността си, а ендокринните 

органи продължават да секретират специфични хормони. При ембрионалните тъкани, 

процесите на морфогенеза in vitro са много сходни с тези, наблюдавани in vivo.  Тези 

сходства със състоянието in vivo определят и преимуществата на тъканните и органните 

култури в експерименти изясняващи процеси, които протичат на тъканно или органно 
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ниво. Както беше отбелязано, основният недостатък на тези култури е, че в повечето 

случаи клетките показват ограничен растеж или остават в нерастящо, равновесно 

състояние, което определя и ограниченото време на преживяемост на културата в 

условия in vitro. 

 Клетъчните култури, които се състоят от отделни клетки, загубват характерната 

хистотипична архитектура и свързаните с нея биохимични особености, което не 

позволява те да бъдат използвани за изследване на процеси, специфични за тъканите или 

органите. Тези култури обаче, са подходящи за изследване на почти всички процеси, 

протичащи на клетъчно ниво. Те запазват способността си да се размножават, което 

обезпечава получаването на големи количества клетки, необходими за повечето 

биохимични изследвания. Култивируемите клетки могат да бъдат охарактеризирани и 

подходящи клетъчни популации могат да бъдат съхранявани неограничено дълго време 

чрез замрaзяване. Това позволява провеждането на разнообразни изследвания върху 

една и съща моделна система, без ограничения във времето за изпълнение на 

експериментите. Тези предимства правят клетъчните култури много по-предпочитан и 

много по-широко използвани от тъканните и органните култури. По тази причина и 

основното внимание в последващото изложение ще бъде съсредоточено върху тях. 

 

Клетъчни култури 

 От възникване на метода на клетъчно култивиране до наши дни са създадени 

множество клетъчни култури, които показват голямо разнообразие в специфичните си 

характеристики. Това разнообразие се дължи на типа клетки от които произхождат 

клетъчните линии, вида на многоклетъчния организъм от който са изолирани, нормални 

или ракови са били изходните клетки, ембрионална или зряла тъкан е използувана за 

получаване на клетъчната линия и др. Независимо от тези различия обаче, при условия 

на развитие in vitro, различните клетъчни линии показват и някои сходни 

характеристики. Тези сходства се използуват за обединяването им в определени видове 

клетъчни култури. Възприетите начини за класификация се базират на два основни 

параметъра - начин на нарастване и времетраене на отглеждането в условия in vitro. 

Според начина, по които изолираните клетки нарастват в лабораторния съд се 

различават: 

 - адхерентни (монослойни) клетъчни култури; 

 - суспенсионни клетъчни култури. 
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Според времето, за което една клетъчна линия може да бъде отглеждана в лабораторен 

съд се различават: 

 - първична клетъчна култура; 

 - клетъчна линия (вторична клетъчна култура); 

 - трайна (непрекъсната) клетъчна линия. 

Адхерентни (монослойни) клетъчни култури 

 Култури, при които клетките нарастват заловени за дъното на лабораторния съд 

под формата на единичен слой се наричат монослойни. Oсвен от хранителни вещества, 

тези клетки се нуждаят и от свободно пространство, за което новообразуваните клетки 

да се заловят. Ако в процеса на растеж, клетъчната култура образува т.нар. плътен 

монослой (запълни изцяло дъното на съда), независимо от наличието на подходяща 

хранителна среда, нарастването на клетките се преустановява (Фиг. 5). Описаното 

явление е получило названието “контактно инхибиране”. То е характерно за нормалните 

клетки в многоклетъчния организъм, първичните клетъчни култури и някои трайни 

клетъчни линии. Така например клетъчната линия 3Т3 от миши фибробласти бързо 

нараства, но при достигане на плътен монослой (100% конфлуентност - понятие 

отразяващо съотношението между повърхността заета от клетки и цялата повърхност от 

лабораторния съд), деленето в цялата култура се преустановява. Изчислено е, че 

плътният монослой от 3Т3 клетки, образуван в петриева паничка с диаметър 6 см 

включва около 106 клетки. Броят на клетките, участвуващ в образуването на плътен 

монослой може да варира в широки граници и зависи от свойствата на клетъчната линия. 

За да се поддържа нарастването на монослойните клетъчни култури е необходимо 

непрекъснато пресяване, което да осигури освен нови хранителни вещества и свободно 

пространство за залавяне на новообразуваните клетки. 

 

 

Фигура 5. Фазаваконтрастни снимки от нарастваща монослойна култура. А – 45% 

конфлуентна култура, В - 95% конфлуентна култура, С – 100% конфлуентна култура 
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 Раково трансформираните клетки не притежават свойството контактно 

инхибиране. В много случаи обаче те също нарастват заловени за дъното на 

лабораторния съд, но при достигане на конфлуентност, техният растеж не се 

преустановява, клетките се "изкачват" една върху друга и образуват няколко слоя (Фиг. 

6). Тези клетки, както и клетките от монослойните култури се определят като адхезивно 

(закотвящо)-зависими (anchorage-dependеnt) клетки или клетъчни линии. Както беше 

отбелязано, този термин няма отношение към характеристиките нормални или раково 

трансформирани клетки.  

 

 

Фигура 6. Фазаваконтрастни снимки от нарастваща ракова култура със адхезивно-

зависим растеж. А – 40% конфлуентна култура, В - 95% конфлуентна култура, С – 100% 

конфлуентна култура 

  

 Способността на закотвящо-зависимите клетки да се заловят за дъното на 

лабораторния съд зависи от природата на материала от който е изработен съда, 

присъствието на различни фактори в хранителната среда и самите свойства на клетките. 

За оценка на това качество се използува параметърът способност за залавяне (attachment 

efficiency), който представлява отношението между клетките заловили се за субстрата и 

общия брой засадени клетки изразено в проценти и измерено след точно определен 

период от време. Например ако в лабораторен съд са засадени 6х104 клетки  и след един 

час 5х104 са се заловили за субстрата, то способността за залавяне на тази култура е 

5х104/6х104 х 100 = 83,3%. Изследването на този параметър позволява да се оценят 

качествата на различните материали, използвани за изработване на лабораторни съдове 

за клетъчно култивиране, ролята на отделните молекули от извънклетъчния матрикс 

(фибронектин, колаген, витронектин и др.) и измененията в клетъчната повърхност след 

различни манипулирания на клетките. 

 Клетките от трайните клетъчни линии със закотвящо-зависим растеж обикновено 

загубват типичната  морфология на клетките, от които произхождат. Тази промяна се 
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дължи на настъпилата трансформация (виж трайни клетъчни линии) и адаптацията към 

новите условия. При тези клетки се различават два основни морфологични типа - 

епителоподобни и фибробластоподобни клетки (Фиг. 7).  

 Като епителоподобни се означават тези клетки които напомнят по своята 

морфология епителните клетки в многоклетъчните организми - изглеждат кубоидални 

под светлинен микроскоп и нарастват в пластове, в които клетките са в близък контакт 

една с друга. В повечето случаи тези клетки имат големи ядра и ядрено-цитоплазменото 

съотношение е високо. Ако произходът на клетъчната култура е хистологически изяснен 

и се знае, че тя произлиза от епителни клетки, или линията притежава дефинирани 

функции специфични за този хистологичен тип, то тогава може да се използува и по-

дефинираното название епителна клетъчна линия. 

 

 

Фигура 7. Представителни микрофотографии от епителоподобни (А) и 

фибробластоподобни (В) клетъчни линии. 

 

 Клетките, означавани като фибробластоподобни имат сходна морфология с 

истинските фибробласти. Обикновено те имат удължена форма на тялото със заострени 

краища и нарастват в слой, в който отделните клетки осъществяват малко на брой 

контакти. Ядрено-цитоплазменото съотношение е по-малко в сравнение с това на 

епителните клетки.  

Суспенсионни клетъчни култури 

 Култури, при които клетките или малки агрегати от клетки, нарастват свободно 

плувайки в хранителната среда се наричат суспенсионни или лимфобластоподобни 

(Фиг. 8). Характерно за тях е, че осъществяването на клетъчния цикъл не зависи от 

образуването на контакт с дъното на лабораторния съд и не притежават свойството 

контактно инхибиране. За своя растеж те се нуждаят само от достатъчно хранителни 



  
 

ECO-Center  2014-1-BG01-KA204-001645 
 

вещества и не зависят от свободно пространство за залавяне, както монослойните 

клетъчни култури. Като суспенсия нарастват най-често линии, произхождащи от 

кръвотворни клетки (напр. лимфобластните линии MOLT, РAJI и др.) .  

Някои монослойни клетъчни култури могат също да бъдат превърнати в 

суспенсионни чрез т. нар. адаптация или отбор. Методът на отбора е основан на 

съществуването на популация от слабо прикрепени клетки във всяка монослойна 

клетъчна култура. При достигане на плътен монослой, тези клетки могат да бъдат 

отделени от останалите, чрез леко стръскване, събиране на хранителната среда и 

последващо центрофугиране. Процедурата трябва да се повтаря многократно и в течение 

на дълъг период от време, тъй като голямо количество от събираните клетки не са 

способни да растат 

 

Фигура 8. Фазовоконтрастна снимка на клетки от лимфобластоподобна клетъчна 

линия. 

  

в суспенсия, а се отделят от монослоя защото в момента на събирането са били в митоза. 

Известно е, че по време на митоза, клетките се окръглят и са много по-слабо прикрепени 

към субстрата. След достатъчно цикъла на отбор на такива слабо прикрепящи се клетки 

е възможно да се отдели популация  от жизнеспособни клетки, които нарастват и се 

делят под формата на суспенсия. Тези клетки могат да се утаят на дъното на 

лабораторния съд, но не се прикрепят и не се разстилат върху него. 

 В основата на метода на адаптация, лежат същите принципи, както и при 

получаването на суспенсионна култура чрез отбор, но в този случай, отборът е насочен 

към клетки, принудително поддържани в суспенсия чрез механическо разбъркване. 

Накратко, методът се състои в разрушаването на монослоя на отделни клетки чрез 

третиране с трипсин и хелатиращият агент ЕДТА, който свързва двувалентни (напр. 
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калциеви и магнезиеви) и тривалентни йони. Суспендиранитеклетки се отглеждат в 

среда без Ca2+ и Mg2+ при непрекъснато механична разбъркване. Адаптацията се приема 

за успешна когато бъде регистрирано постоянно нарастване на количеството на 

отглежданите клетки. Така получените суспенсионни клетъчни линии обикновено се 

отглеждат при непрекъснато разбъркване на хранителната среда поради възможността 

от реверсия към закотвящо-зависим растеж. 

 Използването на монослойна или суспенсионна клетъчна култура зависи от 

конкретните цели на експеримента. За провеждане на морфологични изследвания, най-

подходящи са монослойните клетъчни култури, които позволяват бързо и лесно 

изготвяне на препарати чрез култивиране на клетките директно върху предметно или 

дори покривно стъкло. Тези препарати са много икономични и са подходящи за 

наблюдение на живи клетки или флуоресцентни, авторадиографски и хистохимични 

изследвания, които изискват запазване цялостта на клетката. В случаите обаче, когато е 

необходимо голямо количество изходен клетъчен материал (например пречистване на 

минорен клетъчен белтък за употребата му като антиген), суспенсионните клетъчни 

култури са по-удобни, поради възможността да се получи голямо количество клетки в 

малък обем хранителна среда.  

Първична клетъчна култура 

 Култура от клетки, взети директно от организма и преживели в условия in vitro 

за повече от 24 часа, се означава като първична. Тъканта  се взима чрез дисекция, като 

се спазват условия за асептичност. Когато се работи с малки животни те могат да бъдат 

измити със 70% етанол или друг антисептичен разтвор, а в случаите на биопсия от човек, 

препаратите се събират в среда съдържаща двойна концентрация на антибиотици. Това 

условие е особено важно когато се взимат препарати от тъкани имащи контакт с 

околната среда - дихателни, храносмилателни или пикочополови пътища. Тъканта която 

ще се култивира се нарязва асептично на парченца с обем около 1мм3. Те могат да бъдат 

култивирани директно (Фиг. 9А) или да бъдат подложени на допълнителни обработки 

за получаване на единични клетки (Фиг. 9В).  
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Фигура 9. Първични клетъчни култури нарастващи от (А) парченце от човешки тумор 

(Т) и (В) единична клетъчна суспенсия, получена след ензимно разрушаване на тъканта 

 Най-често използуваният начин за получаване на клетъчни култури от компактни 

тъкани е предварителното разрушаване на тъканта до отделни клетки. Това може да бъде 

постигнато чрез механично разрушаване, обработване с ензими, които разрушават 

междуклетъчното вещество или хелатиращи агенти. Механичното разрушаване на 

тъканта се извършва чрез прекарване през сита с определен диаметър или 

хомогенизиране и има по- ограничено използуване. Обикновено се прилага за 

получаване на култури от тъкани при които междуклетъчните контакти са по-слаби - 

лимфоидна, нервна или ембрионални тъкани. 

 По-често се използува комбинацията от ензимно третиране (виж Таблица 2) и 

хелатиращи агенти, които отнемат двувалентните йони участвуващи в междуклетъчната 

адхезия (ЕДТА - свързващ Ca2+ и Mg2+, или ЕГТА - свързващ Ca2+).  

 

Таблица 2. Най-често използувани ензими за тъканна дисоциация 

 

Ензим 

 

Концентрация             Коментар 

 

Трипсин 

 

 

 

 

 

0.1 – 0.25% 

 

Панкреатичен ензим, хидролизиращ пептидни  

връзки между основни аминокиселини, 

използува се често в съчетание с ЕДТА и 

колагеназа, неутрализира се бързо от серум и 

това се използува за контролиране 

продължителността на въздействието му 

 

Група ензими от Streptomyces griseus, които 

действуват по-бързо и дават по-добро разделяне 

 

 

Проназа 

 

 

 

0.005% 
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Колагеназа 

 

 

 

 

Еластаза 

 

 

 

Хиалуронидаза 

 

 

 

 

 

 

0.15% 

 

 

 

 

0.05% 

 

 

 

0.1% 

 

на тъканите на отделни клетки от трипсина, не 

може да се инхибира и прекратяването на 

действието се извършва чрез отмиване или 

разреждане. 

 

Хидролизира връзката между пролин и други 

аминокиселини и действува по-силно на  

извънклетъчния матрикс отколкото на 

клетъчната мембрана, изисква калциеви йони  

 

Единственият ензим на задстомашната жлеза, 

който разрушава еластина – съставна част на 

съединителната тъкан, инактивира се от серум. 

 

Полизахаридаза, използува се за разрушаване на 

полизахаридните компоненти на 

извънклетъчния матрикс   

 Някои първични клетки, като клетки от далак, хемопоетични клетки, клетки от 

рак на гърдата и ембрионалните стволови клетки се нуждаят от определени хранителни 

вещества и фактори на растежа, които да подпомогнат приспособяването към ин витро 

условията и/или запазване на недиференцираното състояние. В този случай често се 

използва подхранващ клетъчен слой (feeder layer) от предварително засадени на дъното 

на съда и облъчени с гама лъчи клетки. Тези клетки не могат да се делят, но продължават 

своето развитие и секретират растежни фактори, необходими за оцеляването на клетките 

от първичната култура. В днешно време, когато много от растежните фактори могат да 

бъдат закупени, подхранващият слой може да бъде заменен с добавянето на подходящи 

фактори на растежа към културалната среда. 

Клетъчна линия (вторична клетъчна култура) 

 При достигане на плътен монослой, първичната клетъчна култура трябва да бъде 

пресята (пасажирана, субкултивирана) в няколко нови лабораторни съда, за да се 

осигури по-нататъшното размножаване на клетките. При суспенсионните клетъчни 

култури пасажирането трябва да се извърши когато се установи, че подкиселяването на 

хранителната среда става скоро след добавянето и към клетките. Това е индикация, че 

количеството на клетките силно се е увеличило и те много бързо метаболизират 

предоставените им хранителни вещества. 

 Култура от клетки, получена от първична култура след първия пасаж се 

означава като клетъчна линия или вторична клетъчна култура.  Характерното за 

клетките на клетъчната линия, както и за клетките от първичната клетъчна култура е, че 

те в повечето случаи остават диплоидни и запазват много от специфичните свойства на 
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съответните клетки в многоклетъчния организъм. В такава култура много често 

присъствуват няколко вида клетки, участвували в изграждането на изходната тъкан. 

Освен това, в резултат от новите условия на нарастване, някои от характерните им 

особености могат да се окажат нестабилни. За изчистване на вариациите в тези култури 

често се прилага селекциониране или клониране. Най-често използуваните методи на 

селекциониране са следните: 

 - Селективна обработка с ензими - ако смесена култура от фибробласти и 

епителни клетки се обработи за кратко време с трипсин, фибробластите се отделят първи 

от субстрата, докато епителните клетки остават адхерирали, поради по-здравите 

клетъчни контакти. Чрез неколкократно повторение на тази обработка, може да се 

получи чиста линия от епителни клетки. 

 - Използуване на специфични инхибитори - някои вещества са по-токсични за 

определени видове клетки - например йодооцетната киселина е по-токсична за 

фибробластите отколкото за епителните клетки. 

 - Трансплантация - чрез редуване на пасажирането in vivo (инжектиране в 

лабораторно животно) и in vitro (размножаване в лабораторен съд), могат да бъдат 

отселекционирани раковите от асцитоподобните клетки. 

 - Центрофугиране - клетките могат да бъдат разделени по своя размер чрез 

центрофугиране в плътностен градиент. По този начин е възможно да се разделят не 

само различни типове клетки, но и субпопулации на едни и същи клетки, намиращи се в 

различни стадии на клетъчния цикъл. 

 - Флуоресцентно активирано клетъчно сортиране (FACS) - това е специализиран 

тип поточна цитометрия. Тя осигурява метод за сортиране на хетерогенна смес от клетки 

на две или повече популации, като се изследва всяка една клетка и се сортира на базата 

на специфичното разсейване и флуоресцентните й характеристики. Това е много полезен 

апарат, тъй като осигурява бързо, обективно и количествено отчитане на 

флуоресцентните сигнали от отделните клетки, както и физическо им разделяне на 

отделни популации. 

 - Клониране - в клетъчното култивиране терминът клониране означава създаване 

на клетъчна култура, в която всички клетки произхождат от една единствена клетка. 

Това означава, че всички получени клетки са генетически идентични. Този метод в най-

голяма степен гарантира премахване на вариациите в клетъчните линии. Практически 

клонирането може да бъде осъществено по няколко начина. Най-често се използува 
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клониране чрез крайно разреждане. В този случай клетъчната суспенсия се разрежда 

така, че в единица обем, статистически да попада една клетка. Съответните обеми се 

засяват в специални съдове - плата с 96 ямки. Преживелите клетки дават начало на 

колонии, които продължават да се делят и обазуват клетъчни клонове. Клонирането 

може да се извърши и чрез отделяне на единични клетки с помощта на 

микроманипулатор, но този метод е твърде трудоемък и не дава възможност за 

получаване на голямо количество колонии. 

 Първоначално изследователите са предполагали, че след като една клетъчна 

линия е вече установена, то тя може да расте и да се размножава неограничено дълго 

време, съхранявайки специфичните си характеристики. Това схващане бива подложено 

на съмнение, когато през 1961 год. Хейфлик и Мурхед изолират диплоидната линия 

WI38 от ембрионални белодробни човешки клетки. За нея е показано, че периодът и на 

съществуване in vitro се ограничава до около 50 удвоявания на популацията. След това, 

популацията започва да отмира, като клетките остават диплоидни и не показват 

злокачествени изменения. По-нататъшни изследвания, върху други клетъчни линии 

показват, че наблюдаваният феномен, наречен „граница на Хейфлик” се дължи на 

активиране на програмираната клетъчна смърт и клетъчно остаряване. Това ограничение 

е свързано с дължината на хромозомните теломери и е общовалидно за всички клетъчни 

линии изолирани от нормални тъкани на гръбначни животни. Периодът през който 

клетъчната линия показва намалена степен на пролиферация се означава като криза. Тя 

се характеризира с абнормални митотични фигури, отделяне на клетките от субстрата и 

формиране на многоядрени или гигантски клетки. По време на това масивно 

дегенериране на клетъчната култура е възможно малък брой клетки да преживеят  в 

резултат на in vitro трансформация и да дадат началото на култура, която е в състояние 

да преживее in vitro безкрайно дълго време. Такава клетъчна линия се означава като 

трайна (непрекъсната, безсмъртна) клетъчна линия. 

Трайна (непрекъсната) клетъчна линия. 

 Клетъчна линия, образувана от трансформирани клетки, които имат 

способността да преживяват в условия in vitro неограничено дълго време, се означава 

като трайна или непрекъсната клетъчна линия. Както беше споменато, 

трансформацията може да се осъществи спонтанно, но тя може да бъде предизвикана и 

насочено, чрез обработка на клетъчните линии с химически карциногени, облъчване, 

трансфекция с онкогени или заразяване с онкогенни вируси. Тези третирания често се 
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прилагат за обезсмъртяване на различни клетъчни линии. Така например, след обработка 

с мутагена метилхолантрен е получена мишата трайна клетъчна линия L. 

Наследствената промяна, която се осъществява в клетките от клетъчната линия, 

спонтанно или целенасочено, се означава като in vitro трансформация за 

отдиференцирането и от раковите трансформации, които могат да възникнат в 

многоклетъчния организъм. Понятието in vitro трансформация не съответствува на 

понятието ракова трансформация, защото обезсмъртените (in vitro трансформирани) 

клетки не винаги са в състояние да предизвикат тумори след обратно инжектиране в 

лабораторни животни. Това е и най-сигурният и най-често използуван тест за 

определяне на ракова трансформация. Например трайната фибробластна клетъчна линия 

ВНК21, която може да бъде отглеждана in vitro неограничено дълго време, запазва в 

известна степен дори и чувствителността си към контактно инхибиране. Клетките от 

тази клетъчна линия могат да бъдат раково трансформирани след обработка с полиомен 

вирус или SV40.  

 Клетките от трайната клетъчна линия претърпяват съществени промени и 

обикновено загубват характеристиките на клетките, от които произхождат. Тези 

промени засягат хромозомният набор, който най-често става анеуплоиден. Така 

например хромозомният набор в L929 клетките варира от 56 до 241, като най-голям 

процент клетки имат 66 хромозоми.  

 Някои от най-широко разпространените клетъчни линии са представени на 

Таблица 3. 

 

Таблица 3. Примери за някои от най-широко използваните трайни клетъчни линии 

 

Клетъчна 

линия 

 

Произход Коментар 

 

Епителни и епителоподобни клетъчни линии                  

 

MDCK 

 

 

 

 

куче, бъбрек 

 

Първоначално линията е била 

фибробластоподобна, но в процеса на 

култивиране се е превърнала в епителоподобна. 

Използва се за продукция на ветеринарни 

ваксини. 

 

Широко се използва за експресия на 

рекомбинантни белтъци. 

 

CHO-K1 

 

 

хамстер, 

овариум 
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BeWo 

 

 

 

HeLa 

 

 

 

WISH 

 

 

 

 

 

човек, 

хориокарцинома 

 

 

човек, 

рак на шийката 

на матката 

 

човек, 

амнион 

 

 

 

 

 

Първата човешка линия от ендокринни клетки. 

Секретира набор от плацентарни хормони. 

 

 

Най-широко използваната човешка клетъчна 

линия. Анеуплоидна. Може да нараства в 

суспенсия. 

 

Използва се за получаване на полиомиелитен 

вирус и аденовирус. Използва се за различаване 

на вирулентни от невирулентни щамове на 

вируса на шарката. 

 

 

подобни клетъчни линии 

 

 

Може да бъде индуцирана към растеж в 

суспенсия. Клон 13 се използва широко за 

получаване на ветеринарни ваксини. 

 

Диплоидни клетки. Ограничено време на живот в 

условия in vitro. 

 

 

Широко се използват за експресия на 

рекомбинантни белтъци. 

 

Използвани за изследване на туморогенността и 

вирусната трансформация. 

 

Може да бъде диференцирана след обработка със 

специфични агенти. 

 

 

 

Фибробластни  и   фибробласто-  

 

 

BHK21 

 

 

 

WI38 

 

 

 

COS1, COS3, 

COS7 

 

BALB/3T3 

 

 

F9 

 

 

 

 

хамстер, 

бъбрек 

 

 

човек,  

ембрионален 

бял дроб 

 

маймуна, 

бъбрек 

 

мишка, 

ембрион 

 

мишка, 

ембрионална 

карцинома 

 

Лимфобластни и лимфобластоидни клетъчни линии 

 

Daudi 

 

 

 

HL60 

 

 

 

Namalva 

 

 

 

човек, 

Бъркитова 

лимфома 

 

човек, 

промиелоцитна 

левкемия 

 

човек, 

Бъркитова 

лимфома 

 

Използвана за изследване на левкемията. 

 

 

 

Експресира повърхностни рецептори за Fc 

фрагменти и комплемент. Диференцира се в 

моноцити. 

 

Използва се за продукция на α интерферон. 
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P3/NS1/1-Ag4-

1 

 

мишка, 

далак 

 

 

Широко използвана за продукция на хибридоми. 

  

 

5. Приложение на метода на клетъчно култивиране 

 Днес методът на клетъчно култивиране е основният инструмент, използван в 

съвременната биология. Той предоставя изключително полезни моделни системи за 

изучаване на физиологията и биохимията на клетките, за проучване ефектите на 

различни лекарствени препарати и токсични съединения върху клетките, както и в 

областта на мутагенезата и канцерогенезата. Методът се използва широко за скриниране 

на нови лекарствени форми и мащабно производство на ваксини, терапевтични 

протеини и други биоактивни съединения. Някои от основните предимства, 

предоставяни от метода на клетъчни култивиране при научните изследвания са 

отбелязани по-долу:  

Способността за отглеждане на клетките в лабораторен съд позволи на 

клетъчните биолози да разработят експерименти, използващи живи клетки. С помощта 

на различни микроскопски техники, стана възможно прижизненото наблюдение на 

клетките. Нещо повече, разработени бяха методи за въвеждане в живи клетки 

(микроинжекция, електропориране, трансфекция и др.) на белязани макромолекули и 

проследяване на тяхната вътреклетъчна локализация и метаболизъм (Фиг. 10). Това 

откри нови възможности за морфологичните изследвания и по-тясното им обвързване с 

клетъчната биохимия, физиология и генетика. 
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Фигура 10. Пример за микроскоп, оборудван със система за микроинжектиране и 

микрофотография на две клетки, микроинжектирани със зелено багрило.    

    

 

 Клетъчното култивиране предостави възможност за създаването на по-чисти 

експериментални постановки, при оценка влиянието на различни физични и химични 

фактори върху основните жизнени процеси протичащи в клетката. Същественото при 

тези експерименти е, че се премахва опосредствуващото влияние на различните системи 

на многоклетъчния организъм, използува се хомогенна популация от генетически 

еднородни клетки, съществува възможност за оценка на жизнеността на клетките по 

време на целия експеримент и не на последно място, методът е много икономичен. При 

работа с клетъчни култури, съществени резултати могат да бъдат получени при 

използуване на съвсем малки количества клетки. Ако например даден експеримент 

изисква използуването на 100 лабораторни мишки за получаване на статистически 

достоверни резултати, то същата статистическа достоверност може да бъде постигната 

при използуването на 100 клетъчни култури отгледани върху предметни или дори 

покривни стъкла. Това се явява важно преимущество, което премахва много етични 

проблеми, възникващи при необходимостта от използване на големи групи животни за 

определени експерименти. Тези реални предимства, в сравнение с изследванията върху 

цели животни, определят клетъчните култури като експериментална система аналогична 

на културите от микроорганизми. Особено важно е, че след въвеждането на този метод 

могат да се използуват неограничено и човешки клетъчни култури в най-разнообразни 

експерименти, които иначе са недопустими. 

 На базата на клетъчното култивиране се развиват и много методи, които имат 

важни приложения в научноизследователската работа и индустриалните производства. 

Такъв е методът на соматична хибридизация. Той позволява сливането на телесни (не 

полови) клетки, произхождащи от един и същ или дори различни животински видове 

при което се получават съответно вътревидови (например миши фибробласти + миши 

лимфобласти) или междувидови (мишка+човек; кокошка+плъх; комар+човек и др.) 

клетъчни хибриди. За получаването на хибридни клетки е необходимо смесването на 

двете изходни клетъчни култури в общ лабораторен съд и обработването им с агенти, 

провокиращи сливането на прилежащите клетъчни мембрани (Фиг. 11). Най-често 

използуваните в практиката такива агенти са инактивираният вирус на Сендай, 

лизолецитин (едноопашат фосфатидил холин получаващ се под действието на 

фосфолипаза А) или полиетилен гликол. В резултат на сливането се получават клетки 
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със смесена плазмалема и цитоплазма, съдържащи все още обособените ядра на 

родителските клетки. Тъй като генетичният материал на изходните клетки е все още 

разделен, тези клетки не са истински хибриди, а се означават като хетерокариони 

(различноядрени клетки). Образуваните хетерокариони могат да загинат или да встъпят 

в митотично делене и да дадат началото на истински хибридни клетки - синкариони, при 

които хромозомите на изходните клетки са обединени в общо ядро. Хибридизацията на 

соматическите клетки намира широко приложение в областта на клетъчната биология, 

генетиката, биологията на рака и вирусологията. Така например, чрез този метод беше 

потвърден недвусмислено флуидният характер на плазматичната мембрана.  

 

 

 

Фигура 11. Схематично представяне на процеса на клетъчно сливане. 

 

 Чрез сливане на клетки, намиращи се в различни фази на клетъчния цикъл бяха 

получени данни за регулаторните процеси управляващи кондензирането на хромозомите 

и факторите, контролиращи преминаването през отделните периоди на интерфазата и 
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митозата. Сливането на делящи се клетки с клетки в интерфаза (G1 или Go) довежда да 

преждевременно кондензиране на хромозомите (ПКХ) в интерфазното ядро. Този 

феномен намира широко приложение при изследване на хромозомите в неделящи се 

клетки, изучаването на структурните единици на репликацията на ДНК, както и 

установяването на хромозомните разриви, предизвикани чрез облъчване или различни 

химични агенти. 

 Анализирането на човешкия геном също е възможно с помощта на клетъчни 

хибриди. Анализът се основава на избирателната загуба на човешки хромозоми по време 

на деленето на синкарионите, получени след сливане на човешки и миши клетки. В 

получените клонове от хибридни клетки се запазват различни групи човешки 

хромозоми. Идеални за определяне локализацията на гените в хромозомите биха били 

хибриди запазили една единствена човешка хромозома, но за съжаление получаването 

на такива клонове отнема много време и зависи от случайността. Затова по-често се 

използуват набори от хибридни клонове, съдържащи различни комбинации от човешки 

хромозоми. Човешките хромозоми във всеки хибриден клон се идентифицират по 

стандартните цитогенетични методи, като едновременно с това се определя и наборът 

от човешки белтъци, експресирани от всеки от клоновете. При сравнение между 

клоновете може да се установи корелация между  загубата определена човешка 

хромозома и  загуба на определен човешки белтък. По този начин е определена 

хромозомната локализация на множество човешки гени преди те да бъдат частично или 

пълно секвенирани и изследвани прецизно чрез метода на in situ хибридизация.  

 През 1976 год., на базата на клетъчното култивиране и соматичната 

хибридизация, беше разработен нов метод за продукция на антитела произхождащи от 

един клон В-лимфоцити -  моноклонални антитела (Фиг. 12). В лимфоцитите или В 

клетките са вид лимфоцити, които имат способността да секретират антитела. Такива 

клетки могат да бъдат изолирани от далака на имунизирани лабораторни животни. 

Техният живот в условия in vitro обаче е много ограничен и скоро след отделянето им от 

организма им те загиват. Този недостатък може да бъде преодолян ако В-лимфоцитите 

се слеят чрез соматичната хибридизация с ракови клетки, притежаващи способността да 

преживяват в клетъчна култура неограничено дълго време. От получените клетки се 

селекционират тези, които са запазили търсените полезни качества - да секретират 

антитела и да могат да се развиват в условия на клетъчна култура неограничено дълго 

време. Това са т. нар. хибридоми, които дават начало на клонове, всеки от които е 
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постоянен източник на моноклонални антитела. Този метод премахва естествените 

ограничения в количеството и вариабилността на получаваните до този момент антитела 

чрез имунизация на животни и се явява много подходящ за промишлени цели. 

 

 

Фигура 12. Схематично представяне на основните стъпки на хибридомната технология, 

предназначена за получаване на моноклонални антитела. 

 

 Едно интересно и много перспективно експериментално направление, основано 

на методите на клетъчно култивиране и соматична хибридизация е клетъчната 

реконструкция от клетъчни фрагменти (Фиг.13). Фрагменти, пригодни за тези 
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експерименти се получават чрез центрофугиране на клетки в присъствие на агенти, 

разрушаващи актиновия цитоскелет (напр. цитохалазин В) при което ядрото с малка част 

от цитоплазмата се отделя от  

 

Фигура 13. Схема на клетъчно фрагментиране и възможни начини на клетъчна 

реконструкция 

 

клетъчното тяло и се получават съответно кариопласти (мини клетки) и безядрени 

клетки (цитопласти). Времето за което и двата вида клетъчни фрагменти остават 

жизнеспособни не превишава два дни, но те могат да бъдат подложени на сливане, в 

резултат на което се образуват реконструирани клетки (ядрени хибриди и цибриди), 

които са жизнеспособни и могат да се делят. Изучаването на цибридите и тяхното 

потомство може да бъде полезно при анализа на различни важни проблеми от 
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клетъчната биология като взаимодействията между ядрото и цитоплазмата и особено 

ролята на цитоплазмата в регулацията на ядрената активност; регулацията на генната 

активност и диференцировка; зависимост на митохондриалните функции от ядрените 

гени; зависимост на вирусната репликация от ядрени и цитоплазмени фактори и др. 

От особен интерес е специфичен вид реконструкция на клетките, известно още 

като соматично клетъчен ядрен трансфер (SCNT). Това е лабораторна стратегия за 

създаване на жизнеспособни ембриони, носещи генома на съществуващ организъм и 

често се нарича клониране. Процесът се заключава в прехвърляне ядрото на соматична 

клетки (например фибробласт) в цитоплазмата на енуклеирана яйцеклетка (яйцеклетка, 

с отстранено ядро, аналогична на цитопласта). Попаднало в яйцеклетката, соматичното 

ядрото бива препрограмирано от цитоплазмени фактори на яйцеклетката, и се превръща 

в ядро на зиготата (оплодената яйцеклетка). Зиготата се стимулира и започва да се дели. 

Развитието продължава нормално и след много митотични деления, тази единствена 

клетка образува бластоцист (ранен ембрион с около 100 клетки) с идентичен геном на 

първоначалния организъм от който е взето соматичното ядро (т.е. клонинг). Полученият 

бластоцист може да се използва за генериране на ембрионални стволови клетки с 

генетично съответствие на донорното ядро (терапевтично клониране), или може да се 

имплантира в сурогатна майка и да се развие до клониран организъм, като овцата Доли 

(репродуктивното клониране).  

Въз основа на метода на клетъчно култивиране и откриването на стволовите 

клетки е разработен метод позволяващ изследване ролята на отделни гени на нивото на 

целия многоклетъчен организъм. Така наречените "трансгенни" експерименти 

позволяват сегмент от ДНК, съдържащ ген, който е изолиран от един организъм да бъде 

въведен в друг организъм (Фиг.14). Този екзогенен ДНК сегмент, запазва възможността 

си да бъде източник за синтез на РНК или протеин в трансгенните организми или да 

промени нормалната функция на генома на трансгенния организъм. В класическите 

трансгенни модели, които се основават на случайна интеграция на ДНК, трансгена може 

да се интегрира на произволно място в генома на гостоприемника. При по-акуратните 

техники като "knock-in" (смяна на ендогенен ген с променен вариант на същия ген) и 

"knock-out" (инактивиране на ендогенен ген чрез неговата промяна или разрушаване) 

интеграцията на трансгена е насочена, което означава, че той се вмества в специфичен 

локус чрез хомоложна рекомбинация и се изявява като своя ендогенен аналог. Накратко, 

методът се състои от генетично модифициране, при което трансгена се въвежда в миши 
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ембрионални стволови клетки чрез трансфекция (извършена с калциев фосфат, 

електропорация или липофилни агенти). След това трансфектираните 

 

 Фигура 14. Схематично представяне на основните стъпки в създаването на 

трансгенни мишки 

 

клетки се селекционират и се имплантират в нормален ембрион-гостоприемник (стадий 

бластоцист) чрез микроинжектиране. Химерният бластоцист си имплантира обратно в 

сурогатна майка където трансфектираните клетки пролиферират заедно с нормалните 

клетки на ембриона и участват в образуването на различни тъкани и органи на 

развиващото се мишле. Полученият организъм се образува от нормалните и генетично 
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манипулираните клетки и поради това се означава като химерен. Обикновено 

манипулираните клетки участват и в образуването на химерната миша репродуктивна 

система, което позволява предаването на трансгена в зародишните клетки. Чрез 

кръстосване на химерните мишки е възможно да се получи хомозиготно поколение по 

отношение на трансгена. Това са истинските трансгенни мишки, при които всички 

клетки на организма им съдържат трансген. Генетично модифицираните мишки се 

използват широко за научни изследвания и като животински модели на човешки 

болести. 

В допълнение към фундаменталните изследвания, методът на клетъчното 

култивиране се използва широко и в човешката практика. Напредъкът в областта на 

вирусологията в последното три десетилетия се основава до голяма степен на 

възможността за отглеждане на вируси в култивирани клетки. Това има важно 

практическо значение не само за идентифициране и изучаване на вирусите, но също така 

и за тяхното използване при получаването на ваксини. Клетъчно-базираните ваксини са, 

получени при използването на клетъчни линии от бозайници, за разлика от класическите 

ваксини, получавани с помощтта на пилешки ембриони. Основната полза е 

възможността да се произвеждат бързо достатъчни количества, необходими при 

очаквана пандемия. Други предимства са премахване опасността от алергични реакции 

срещу яйчеви белтъци, елиминиране на необходимостта от набавяне на голими 

количества пилешки ембриони, получени от биологично чисти кокоши стада и 

намаляване на риска от замърсяване с жизнеспособни и нежизнеспособни вирусни 

частици. 

 Клетъчна култура е един от основните инструменти, използвани при определяне 

на цитотоксичността - изпитване и изследване на механизма на действие на различни 

вещества, които могат да се използват като лекарствени средства, детергенти, козметика, 

инсектициди, консерванти и др. Въпреки, че резултатите получени от изследвания върху 

клетъчни култури не трябва механично да бъдат екстраполирани за цели многоклетъчни 

организми, използването на клетки избавя от страдания голямо количество лабораторни 

животни и позволява експериментиране върху човешки материал. 

 Клетъчните култури се безценен източник на биологично активни вещества. 

Клетките от бозайниците синтезират широка гама от биофармацевтични продукти, 

които не могат да бъдат произведени с помощта на рекомбинантни технологии 
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прилагани при микроорганизмите. Някои примери за такива продукти от медицинско 

или фармацевтично значене са представени в Таблица 4. 

 

Таблица 4. 

 

Продукт на клетъчната култура 

 

Приложения 

Плазминоген активатори 

Тъканен тип плазминоген активатор 

Урокиназен плазминоген активатор 

Рекомбинантен плазминоген активатор 

 

 

Остър миокарден инфаркт, белодробна 

емболия, венозна тромбоза, остър инсулт 

Интерферони 

Интерферон α 

Интерферон β 

Интерферон γ 

 

 

Антираково, имуномодулатор 

Антираково, антивирусно 

Антираково, имуномодулатор 

 

Кръвосъсирващи фактори 

Фактори VII, VIII, IX, X 

 

Хормони 

Човешки растежен хормон 

Соматотропин 

Фоликуло-стимулиращ фактор 

Човешки хорионгонадотропин  

 

Хемофилия, кръвосъсирващи агенти 

 

 

Забавен растеж при деца 

Хронична бъбречна недостатъчност 

Третиране на безплодие 

Третиране на безплодие 

 

Други 

Еритропоетин 

Интерлевкин 2 

Тумор некрозис фактор 

Гранулоцит-стимулиращ фактор 

Карциноембрионен антиген 

 

Антианемен агент 

Антираково, HIV третиране 

Антираково  

Антираково  

Диагноза и наблюдение на раково болни 

 

 

 


