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Изучен белково-пептидный комплекс, выделенный из ткани яичников крупного рогатого скота. По-
казано, что в его состав входят полипептиды с молекулярными массами от 800 до 6000 Да и белок –
представитель семейства альбуминов млекопитающих с молекулярной массой 66690 Да, содержащий
16-членную N-концевую аминокислотную последовательность DTHKSEIAHRFKDLGE. На модели
роллерного органотипического культивирования яичников крысы было показано, что действие дан-
ного белково-пептидного комплекса при низких концентрациях общего белка 10–8–10–15 мг/мл спо-
собствовало повышению жизнеспособности и созреванию вторичных фолликул в ткани яичников
крысы in vitro.
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Мембранотропные гомеостатические ткане-
специфические биорегуляторы (МГТБ) были об-
наружены в различных тканях млекопитающих
[1, 2]. Установлено, что основу МГТБ составляют
белково-пептидные комплексы, локализованные
внеклеточно. Показано, что они оказывают влия-
ние на такие основные биологические процессы,
как клеточная адгезия, миграция, пролиферация и
дифференцировка. Они стимулируют также про-
цессы восстановления и репарации вследствие
способности дополнительно активировать клеточ-
ные источники регенерации в тканях [2–4]. Актив-
ность МГТБ характеризуется наличием тканевой,
но отсутствием видовой специфичности [1, 2]. В
основном были изучены МГТБ, которые получа-
ли из тканей глаза, внутренних желез, костной
ткани и сыворотки крови млекопитающих [1, 2].

Органы репродуктивной системы млекопитаю-
щих, продуцирующие гаметы – гаплоидные клет-
ки, отличаются от соматических одинарным набо-
ром хромосом и способностью к мейотическому

делению. Например, оогенез – процесс формиро-
вания женских гамет, включает мейоз, проходя-
щий в диплоидном первичном ооците, который
необходим для получения гаплоидной гаметы (яй-
цеклетки) [5]. Ранее из ткани семенников круп-
ного рогатого скота (КРС) был выделен МГТБ,
который в условиях проведения органного рол-
лерного культивирования in vitro оказывал в низ-
ких дозах протекторное действие по отношению
к тканям и клеткам семенников мыши [3].

Цель работы – поиск МГТБ в тканях яичников
КРС, изучение их состава и биологического дей-
ствия.

МЕТОДИКА

Выделение и очистка биорегулятора. В работе
использовали яичники половозрелых коров, по-
лученные при забое КРС (Bos taurus taurus) на мя-
сокомбинате (“Новый Мелет”, Россия).
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Ткани яичников нарезали на небольшие фраг-
менты, размером 1.5–2.0 см2, и экстрагировали в
течение 3 ч при 4°С в растворе следующего соста-
ва: 0.15 М NaCl, 2.5 × 10–3 М KCl, 2 × 10–3 М CaCl2

и 1 × 10–3 М HEPES. Полученный экстракт филь-
тровали и центрифугировали при 3000 g в течение
30 мин. К охлажденному раствору тканевого экс-
тракта постепенно при постоянном перемешива-
нии добавляли сухой сернокислый аммоний до об-
разования насыщенного раствора соли (780 г/л).
Суспензию белков оставляли на 10 сут при 4°С,
после чего центрифугировали при 12000 g в тече-
ние 30 мин.

Фракции супернатанта и осадка диализовали в
течение 8–10 сут до полного удаления ионов суль-
фата аммония. Фракцию супернатанта диализова-
ли против дистиллированной воды, а фракцию
осадка – против 0.01 M трис буфера, pH 7.4. Диали-
зованные фракции концентрировали на роторном
вакуумном испарителе при 37°С, определяли со-
держание белка и мембранотропную активность.

Содержание белка. На всех стадиях работы со-
держание белка определяли спектрофотометри-
чески по методу Варбурга и Кристиана [6].

Исследование мембранотропной активности адге-
зиометрическим методом. При определении биоло-
гической активности фракций, содержащих биоре-
гуляторы данной группы, использовали разрабо-
танный ранее адгезиометрический метод, в основе
которого лежит оценка параметра, отражающего
их влияние на вязкоупругие свойства ткани печени
в условиях множественного кратковременного ор-
ганного культивирования in vitro при стандартном
деформационном воздействии [7].

В работе были использованы мыши-гибриды
СВА/С57ВL, самцы весом 18–20 г, содержа-
щиеся в стандартных условиях вивария ИБР
им. Н.К. Кольцова РАН. Из центральной части
большой доли печени вырезали фрагменты весом
0.8–1.2 мг, при этом не использовали края боль-
шой доли и области с крупными кровеносными
сосудами. Пять фрагментов ткани помещали в пе-
нициллиновые флаконы, содержащие 0.9 мл пита-
тельной среды 199 (Предприятие по производству
бактерийных и вирусных препаратов Института
полиомиелита и вирусных энцефалитов
им. М.П. Чумакова РАМН, Россия) и 0.1 мл изу-
чаемого раствора соответствующей фракции яич-
ников КРС в необходимой концентрации. В ка-
честве контроля в смеси вместо раствора фрак-
ции яичников вносили 1 мл среды. Органные
культуры инкубировали в течение 2 ч при 37°С, за-
тем каждый фрагмент ткани стандартно осушали,
взвешивали и подвергали в специальном дезинте-
граторе ткани с зазором 50 мкм диспергированию

в условиях стандартного деформационного воз-
действия в 0.1 мл 0.1%-ного раствора трипанового
синего, приготовленного на среде 199. Получен-
ную суспензию клеток и клеточных ядер исследо-
вали микроскопически в камере Горяева. Под-
счет клеточных ядер осуществляли в объеме ка-
меры 0.02 мм3. Биологическое действие активных
концентраций изучаемых белковых препаратов
определяли, после последовательного разведения
в 10, 100, 1000 и более раз.

Полученный биологический эффект рассчи-
тывали по формуле:

где Ма – биологический эффект, вызываемый
биорегулятором, Nоп и Nк – количество клеточ-
ных ядер, выделившихся из 1 мг ткани в опыте
(органные культуры в присутствии изучаемого
белково-пептидного препарата) и в контроле (ор-
ганные культуры без добавления препарата био-
регулятора) соответственно.

Все изученные в одном эксперименте эксплан-
таты получали из печени одного и того же живот-
ного. В каждом отдельном эксперименте на каж-
дую экспериментальную точку (соответствующая
концентрация раствора белка) испольховали не
менее 5 фрагментов ткани. Для определения мем-
бранотропной активности каждого биорегулятора
проводили не менее 3 опытов. Статистическую об-
работку результатов проводили с использованием
t-критерия Стьюдента. Вероятность ошибки циф-
ровых данных находилась в пределах 5%.

Данным методом были изучены фракции су-
пернатанта и осадка, полученные из тканевого
экстракта яичников КРС, а также компоненты,
полученные при обращенно-фазовой ВЭЖХ-
хроматографии осадка тканевого экстракта.

Обращенно-фазовая высокоэффективная жид-
костная хроматография. Фракцию осадка разделя-
ли методом обращенно-фазовой ВЭЖХ на жид-
костном хроматографе высокого давления “Agilent
1260” (“Agilent Technologies”, США), используя ко-
лонку (4.6 × 250 мм) с Kromasil C4 (“AkzoNobel”,
Швеция), уравновешенную водным раствором
0.1%-ной трифторуксусной кислоты, рН 2.2. Свя-
завшийся с сорбентом материал элюировали гра-
диентом концентрации ацетонитрила 0–60% в
0.1%-ной трифторуксусной кислоте, рН 2.2, в те-
чение 60 мин. Скорость элюции – 1 мл/мин. Со-
держание продуктов определяли спектрофото-
метрически при 210 нм.

Масс-спектрометрический анализ. Анализ
осуществляли на времяпролетном MALDI-TOF
масс-спектрометре UltraFlex 2 (“Bruker Dalton-
ics”, Германия), оснащенном азотным лазером
337 нм с частотой импульса до 20 Гц. Все измере-

= ×оп к200 ( )% – 100%,аМ N N
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ния проводили в линейном и рефлекторном ре-
жиме, определяя положительные ионы. Для на-
копления масс-спектров мощность лазерного из-
лучения устанавливали на уровне минимального
порогового значения, достаточного для десорб-
ции-ионизации образцов. Внешнюю калибров-
ку проводили с использованием точных значе-
ний молекулярных масс известных белков. Об-
разцы наносили на три ячейки планшета, для
каждой из которых измеряли и записывали
спектр, полученный в результате суммирования
10 серий спектров по 50 импульсов лазера для каж-
дой серии. Для записи, обработки и анализа масс-
спектрометрических данных использовали про-
граммное обеспечение фирмы “Bruker Daltonics”
(Германия): f lexControl 2.4 (Build 38) и f lexAnalysis
2.4 (Build 11). Точность измерения масс в экспе-
рименте составляла ±2 Да. В качестве матрицы
использовали насыщенный раствор α-циано-4-
гидроксикоричной кислоты (“Sigma-Aldrich”,
Германия) в смеси 50%-ного ацетонитрила и
2.5%-ной трифторуксусной кислоты. Все исполь-
зованные реактивы, включая воду, были анали-
тической или специальной для масс-спектромет-
рии чистоты.

Определение N–концевой аминокислотной по-
следовательности. Определение проводили на
автоматическом секвенаторе белков Shimadzu
PPSQ-33A (“Shimadzu Corp.”, Япония) по мето-
ду Эдмана [8] с использованием программы про-
изводителя.

Электрофорез белков в полиакриламидном геле
(ПААГ). Электрофоретическое разделение белков
осуществляли по методу Лэммли [9] в вертикаль-
ных пластинах ПААГ толщиной 0.75 мм. Концен-
трация акриламида в разделяющем и концентри-
рующем гелях составляла 12.5 и 4% соответствен-
но. Электрофорез проводили при постоянном
токе 20–30 мА в течение 1 ч на приборе для верти-
кального электрофореза Minivertical gel system
EC120 (“Bio-Rad”, США). После окончания элек-
трофореза гель фиксировали и окрашивали краси-
телем Кумасси бриллиантовый синий R-250 [10].
Использовали белки-маркеры молекулярной мас-
сы 2–250 кДа “Bio-Rad” (США).

Триптический гидролиз белка. Полученный в
результате электрофореза в ПААГ компонент, со-
ответствующий белку с молекулярной массой
66000 Да, вырезали из геля (площадь 3 мм2), про-
мывали в 100 мкл 50%-ного метанола и дегидра-
тировали в 400 мкл ацетонитрила. Дисульфидные
связи восстанавливали в 100 мкл 10 мМ дитиотре-
итола (“Fermentas”, Латвия) с последующим их
алкилированием 100 мкл 55 мМ йодацетамида
(“Sigma-Aldrich”, Германия). После этого моди-
фицированный белок гидролизовали в геле в те-

чение ночи при 37°С, добавляя 20 мкл (1 мг/мл)
трипсина (“Promega”, США) в 25 мМ NH4HCO3.
Полученные пептиды экстрагировали 10 мкл
50%-ного ацетонитрила в 1%-ой трифторуксус-
ной кислоте. Супернатант (1 мкл) смешивали на
стальной мишени с 0.5 мкл (20 мг/мл) раствора α-
циано-4-гидроксикоричной кислоты (“Sigma-Al-
drich”, Германия) в смеси 50%-ного ацетонитри-
ла и 2.5%-ной трифторуксусной кислоты и под-
вергали масс-спектрометрическому анализу.

Идентификация белков по базам данных. Бел-
ки идентифицировали с помощью программно-
го пакета Mascot (http://www.matrixscience.com/
search_form_select.html). Поиск проводили по
данным масс-спектров в базе данных Swiss-Prot и
NCBI белков всех организмов и, в частности, бел-
ков, обнаруженных у КРС (B. taurus), с указанием
типа гидролиза – трипсин с фиксированной мо-
дификацией Цис-карбамоилметил.

Денатурация белково-пептидного комплекса.
Комплекс денатурировали в течение 24 ч при
45°С в растворе 6.0 М гуанидин гидрохлорида, со-
держащего 3.0 мМ этилендиаминтетрауксусную
кислоту и 0.3 М NaCl, а затем разделяли методом
обращенно-фазовой ВЭЖХ на колонке (4.6 ×
× 250 мм) с Kromasil C4 (“AkzoNobel”, Швеция),
уравновешенным водным раствором 0.1%-ной
трифторуксусной кислоты, рН 2.2. Связавшийся с
сорбентом материал элюировали в течение 60 мин
градиентом концентрации 0–60% ацетонитрила в
0.1%-ной трифторуксусной кислоте, рН 2.2. Ско-
рость элюции – 1 мл/мин. Содержание продуктов
определяли спектрофотометрически при 210 нм.

Изучение специфической активности биорегуля-
тора из ткани яичников на модели органного куль-
тивирования. В работе использовали 5 (10 яични-
ков) крыс линии Wistar, выращенных в виварии
ИБР им. Н.К. Кольцова РАН. Яичники были вы-
резаны и целиком помещены во флаконы с 6 мл
культуральной среды 199, содержащей 10% эм-
бриональной телячьей сыворотки (ЭТС) (“Hy-
Clone”, США) и 1% антибиотика/антимикотика
(“Sigma”, Германия). Перед культивированием
питательную среду стерилизовали пропусканием
через мембранные фильтры GV с диаметром пор
0.22 мкм (“Millipore”, США). В контрольной и
опытной серии изучали по три яичника. . Во фла-
коны опытной серии добавляли такое количество
компонента, полученного при ВЭЖХ, которое
обеспечивало конечную концентрацию белка в
культуральной среде, равную 10–9 мг/мл. В кон-
троль ничего не добавляли. Культивирование
проводили в течение 5 сут при 37°С. Использова-
ли роллер RM5 (“Assistant”, Германия) со скоро-
стью вращения 35 об./мин. Для изучения интакт-
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ной ткани были зафиксированы 4 яичника в рас-
творе Буэна.

После завершения эксперимента все яичники
(опытной и контрольной групп) были помещены
в фиксатор Буэна. Фиксацию проводили в тече-
ние 4 ч, а затем в течение 12 ч трижды отмывали
70%-ным этанолом. После этого осуществляли
дегидратацию фрагментов ткани и заливали их
парафином. Из парафиновых блоков готовили
серию срезов толщиной 4–5 мкм, которые после
депарафинирования и гидратирования окраши-
вали гематоксилином и эозином и заключали в
канадский бальзам под покровное стекло. Изуче-
ние полученных гистологических образцов, под-
счет числа фолликул на срезах и фотофиксацию
изображений проводили с помощью микроскопа
VANOX, AHBT3 (“Olympus”, Япония) и цифро-
вой камеры U-PMTVC (“Olympus”, Япония).

Для оценки количества фолликул, находящих-
ся на отдельной стадии развития в яичниках крыс
всех экспериментальных серий, проводили опре-
деление параметра Δ, который рассчитывали по
формуле:

Δx = Nx/100, где Nx – число фолликул, подсчи-
танное на ста гистологических срезах, NI – число
первичных фолликул, NII – число вторичных
фолликул, NIII – число третичных фолликул (гра-
афовы пузырьки), ΔН/Ж – число нежизнеспособ-
ных фолликул.

Живые и нежизнеспособные фолликулы, а так-
же фолликулы на разных стадиях развития опреде-
ляли по их морфологии. Живые фолликулы визу-
ально можно было определить по выраженному яд-
ру ооцита, находящегося внутри фолликула, и
структурированному слою гранулезных клеток.
Нежизнеспособные фолликулы характеризова-
лись отсутствием ядра ооцита или наличием его
фрагментов, а также нечеткой формой, вслед-
ствие отделения гранулезных клеток от блестя-
щей оболочки ооцита. Первичные фолликулы
визуально характеризовались небольшим по
размеру ядром ооцита, одним слоем гранулез-
ных клеток и отсутствием полости. Вторичные
фолликулы выделялись более крупным размером
ядра ооцита, наличием полости и несколькими
слоями гранулезных клеток. Третичные фоллику-
лы (граафовы пузырьки) хорошо идентифициро-
вались визуально благодаря крупному размеру
ядра ооцита, большому размеру полости и нали-
чию в полости фолликула яйценосного бугорка, в
котором находился ооцит.

Результаты экспериментов обрабатывали ме-
тодами вариационной статистики по t-критерию
Стъюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для выделения и очистки МГТБ из тканевого
экстракта яичников КРС применяли методиче-
ский подход, ранее разработанный для выделе-
ния биорегуляторов данной группы [2]. Для этого
биорегулятор экстрагировали из ткани водно-со-
левом раствором при 4°С, затем при высаливании
тканевого экстракта сернокислым аммонием по-
лучали две фракции – осадка и супернатанта, из
которых осадок проявлял мембранотропную ак-
тивность, характерную для МГТБ (рис. 1). Мето-
дом обращенно-фазовой ВЭЖХ были получены
4 компонента (рис. 2) со временами удерживания
28.1, 55.9, 57.3 и 60.2 мин, при этом только компо-
нент со временем удерживания 57.3 мин обладал
биологической активностью (рис. 3). Методом
MALDI-TOF-масс-спектрометрии показано, что
этот компонент содержал белок с молекулярной
массой 66690 Да (рис. 4). Секвенированием по
методу Эдмана была определена N-концевая
аминокислотная последовательность, содержа-

Рис. 1. Мембранотропная активность (%) на органо-
типической культуре печени мыши in vitro компонен-
тов из осадка (исходная концентрация 1.91 мг/мл),
полученного из экстракта ткани яичников КРС
B. taurus, при различной степени последовательного
десятикратного разведения (по оси X): К – контроль,
6 и 9 – компоненты, у которых была обнаружена мем-
бранотропная активность (р < 0.05).
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Рис. 2. Обращенно-фазовая ВЭЖХ фракции осадка,
полученного из экстракта ткани яичников КРС
B. taurus.
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щая 16 аминокислотных остатков, DTHKSEI-
AHRFKDLGE-. Эта последовательность оказа-
лась идентичной N-концевой аминокислотной
последовательности зрелой молекулы бычьего
сывороточного альбумина (БСА). Как было пока-
зано ранее, в состав МГТБ, выделенных из раз-
личных тканей млекопитающих, входили изо-
формы альбумина сыворотки крови [11–13]. В
связи этим ВЭЖХ-компонент с временем удер-
живания 57.3 мин изучали методом электрофоре-
за в ПААГ. После окрашивания геля красителем
Кумасси R-250 был идентифицирован компо-
нент, содержавший белок с молекулярной массой
приблизительно 66 кДа. Анализ пептидов его
триптического гидролизата показал, что они яв-
ляются фрагментами сывороточного альбумина
B. taurus (номер в базе данных Uniprot gi | 1351907).

Методом MALDI-TOF-масс-спектрометрии
в ВЭЖХ-компоненте с временем удерживания
57.3 мин были также обнаружены пептиды с мо-
лекулярными массами 1000–6000 Да. На основа-
нии полученных результатов было высказано
предположение о том, что этот компонент пред-
ставлял собой белково-пептидный комплекс, ко-
торый проявлял биологическую активность. Для
разрушения этого комплекса и выделения пеп-
тидов, взаимодействующих с альбумином, ком-
понент обрабатывали гуанидин гидрохлоридом,
ЭДТА и этиловым спиртом. После такой обработ-
ки денатурированный белок осаждался. ВЭЖХ по-
казано, что в надосадочной жидкости содержа-
лось 7 компонентов, но только один из них со вре-
менем удерживания 35.8 мин содержал пептиды с
молекулярными массами от 800 до 6000 Да (рис. 5).
Ни один из полученных после денатурации компо-
нентов не обладал мембранотропной активностью.

Таким образом, в осадке тканевого экстракта
яичников КРС удалось идентифицировать МГТБ,
основу которого составлял белково-пептидный
комплекс, содержащий пептиды с молекулярными
массами от 800 до 6000 Да и белок с молекулярной
массой 66690 Да, который представлял собой сы-
вороточный альбумин, идентичный БСА B. taurus,
имеющий в базе данных Uniprot номер gi|1351907.
Этот комплекс проявлял характерную для МГТБ
биологическую активность, то есть в низких дозах
оказывал влияние на вязкоупругие свойства плаз-
матической мембраны клеток млекопитающих
[14]. Эти результаты полностью согласовывались
с результатами изучения МГТБ, выделенных из
других тканей млекопитающих, которые также
содержали белково-пептидный комплекс, обра-
зованный изоформой БСА и небольшими, свя-
занными с ним пептидами. МГТБ локализованы
в межклеточном пространстве тканей, а в услови-
ях органотипического роллерного культивирова-

Рис. 3. Мембранотропная активность (%) на органо-
типической культуре печени мыши in vitro ВЭЖХ-
компонента со временем удерживания 57.3 мин
(0.162 мг/мл) при различной степени его последова-
тельного десятикратного разведения (по оси Х): К –
контроль, 6, 9 и 12 соответствовали разбавлениям, в
которых была обнаружена мембранотропная актив-
ность (р < 0.05).
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Рис. 4. MALDI-TOF масс-спектр компонента со вре-
менем удерживания 57.3 мин (рис. 2), полученного с
помощью обращенно-фазовой ВЭЖХ.
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Рис. 5. MALDI-TOF масс-спектр компонента со вре-
менем удерживания 35.8 мин после его инкубации в
денатурирующих условиях и последующего разделе-
ния с помощью обращенно-фазовой ВЭЖХ.
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ния in vitro они оказывали выраженное тканеспе-
цифическое протекторное действие на состояние
ткани, которое выражалось в сохранении ее про-
странственной организации, поддержании адге-
зионных межклеточных взаимодействий и увели-
чении жизнеспособности клеток и тканей [2].

Как и в случае других биорегуляторов данной
группы специфическая биологическая активность
МГТБ, выделенного из ткани яичников, была изу-
чена на модели роллерного органотипического
культивирования ткани яичников крыс in vitro [2].
Было изучено действие ВЭЖХ-компонента со
временем удерживания 57.3 мин в дозе, соответ-
ствующей 10–9 мг белка.

Для оценки его биологической активности при-
меняли метод прямого подсчета живых и нежизне-
способных фолликул и общего числа фолликул на
парафиновых срезах ткани яичников животных
опытной и контрольной групп, а также нативной
ткани яичников. Полные данные подсчета фолли-
кул приведены в табл. 1. Графические данные их
подсчета представлены на рис. 6 и 7. Получен-
ные результаты (число живых и нежизнеспособ-
ных фолликул в контрольной, нативной и опыт-
ной группах) были статистически достоверными
(р < 0.05).

Как видно из данных, приведенных в табл. 1,
добавление в среду культивирования ВЭЖХ-
компонента со временем удерживания 57.3 мин
способствовало повышению жизнеспособности
фолликул. Наиболее эффективно биорегулятор
воздействовал на количество жизнеспособных
вторичных фолликул (рис. 7б). Параметр, харак-
теризующий их количество, оказался существенно
выше, чем аналогичный параметр для жизнеспо-
собных первичных (рис. 7а) и третичных (рис. 7в)
фолликул.

Анализируя полученные результаты, следует
отметить, что МГТБ, выделенный ткани яични-
ков, не только повышал жизнеспособность фолли-
кул, но положительно влиял и на процесс их со-
зревания, оказывая наиболее существенное про-
текторное действие по отношению к вторичным

фолликулам, что чрезвычайно важно для нор-
мального развития у млекопитающих, в частно-
сти человека, процессов оогенеза, фолликулоге-
неза и овуляции.

В ряде работ было показано обновление заро-
дышевых клеток и клеток фолликул во взрослом
яичнике [15–17]. В рамках этих работ зародыше-
вые клетки были получены из стволовых клеток

Рис. 6. Количество живых (а) и нежизнеспособных (б)
фолликул в нативной ткани яичника (1), контроль-
ной (2) и опытной (3) группах при Δ – параметре, рас-
считанном как указано в “Методике”.
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Рис. 7. Диаграмма значений параметров ΔI, ΔII и ΔIII,
характеризующих среднее количество живых первич-
ных (а), вторичных (б) и третичных (в) фолликул в на-
тивной ткани (1), контрольной (2) и опытной (3)
группах.
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Таблица 1. Результаты расчета параметра Δx, характеризующего число живых (ΔЖ)и нежизнеспособных (ΔН/Ж)
фолликул при роллерном органотипическом культивировании ткани яичников крыс in vitro

Исследуемый объект

ΔЖ

ΔН/ЖΔI

(I фолликулы)
ΔII ΔIII

Нативная ткань 9.73 ± 1.1 2.91 ± 0.55 1.27 ± 0.3 0
Контрольная группа 0.07 ± 0.02 0.06 ± 0.02 0 8.32 ± 1.6
Опытная группа ВЭЖХ-компонент со временем удержи-
вания 57.3 мин и концентрацией белка 10–9 мг/мл

1.63 ± 0.5 3.2 ± 0.6 0.51 ± 0.1 6.03 ± 1.5
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in vitro. Так, сначала была описана методика вы-
деления мультипотентных клеточных линий
мужских зародышевых стволовых клеток [18], а
затем, используя ту же стратегию, получали ли-
нии стволовых клеток из яичников постнаталь-
ной мыши [19]. Также было показано, что стволо-
вые клетки яичника присутствуют во взрослых,
стареющих и постменопаузальных яичниках и
дифференцируют in vitro в новые ооциты [20, 21].
После одного года культивирования и многих
пассажей стволовые клетки зародышевой линии
яичников сохраняли свои характеристики, тело-
меразную активность, экспрессировали маркеры
как зародышевых, так и стволовых клеток, и де-
монстрировали кариотип, присущий клеткам
данного биологического вида [20]. Установлено
наличие потомства из линии зародышевых ство-
ловых клеток, полученной из неонатальных яич-
ников мыши [21]. Важно подчеркнуть, что рол-
лерное органотипическое культивирование яич-
ников крысы проводилось in vitro, что исключало
возможность активации и воздействия эндокрин-
ной системы, в частности гипоталамо-гипофи-
зарных факторов и антимюллерова и фолликуло-
стимулирующего гормонов, на процесс поддержа-
ния жизнеспособности и развития фолликул на
разных стадиях их созревания. Известно, что при
роллерном типе культивирования тканей проис-
ходит дополнительное активирование клеточных
источников регенерации тканей взрослых особей
[22–24]. Результаты ранее проведенных исследо-
ваний показали, что МГТБ способны дополни-
тельно активировать клеточные источники реге-
нерации [25].

На основании полученных результатов, а так-
же данных литературы, можно предположить, что
значительное улучшение выживаемости фолли-
кул, особенно вторичных, в яичниках опытной
группы по сравнению с контрольной могло осу-
ществляться за счет дополнительной активации
клеточных источников регенерации в ткани, ко-
торая происходила при добавлении в культураль-
ную среду МГТБ, выделенного из ткани яични-
ков КРС. Проверка данного предположения бу-
дет предметом дальнейшего изучения.
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The Study of Physical and Chemical Properties and Biological Activity 
of the Protein-Peptide Complex Purified from the Ovarian Tissue of the Cattle
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A protein-peptide complex isolated from ovarian tissue of bovine animals was investigated. It was demon-
strated that it contains a protein with molecular weight of 66690 Da with a partial N-terminal amino acid
sequence DTHKSEIAHRFKDLGE homologous to the mature BSA molecule and polypeptides with mo-
lecular weights from 800 to 6000 Da. Using the model of the roller organotypic culture of rat ovary in vitro
was shown that the effect of this protein-peptide complex in low concentrations of total protein at the range
10–8–10–15 mg/mL, improved the viability and maturation of follicles in ovarian tissue.
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