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Наследственные миодистрофии являются тяжелыми заболеваниями, характеризующиеся 

прогредиентным течением и зачастую полиорганным поражением, приводящим к инва-

лидности или гибели. Тяжесть этих состояний определяется широкой распространенно-

стью и многофункциональностью скелетной мышечной ткани в организме человека. Од-

ним из методов изучения миодистрофий, и, в частности, патофизиологии мышечной тка-

ни, является метод клеточного культивирования. Этот метод позволяет изучить поведение 

нормальных и мутантных клеток в различных условиях, а также воздействие терапевтиче-

ских препаратов на мышечные клетки. В исследованиях in vitro используются как первич-

ные линии клеток, так и постоянные иммортализованные линии. 
Одним из первых культивированием мышечных тканей стал заниматься Н.Г. Хлопин, раз-

работавший методику эксплантации, которая легла в основу современных методов выде-

ления. Современные методики можно разделить на две большие группы: методы, исполь-

зующие ферментативную обработку, и методы, использующие эксплантацию отдельных 

мышечных волокон. 
Немиогенным источником аллогенных миобластов служат индуцированные плюрипо-

тентные клетки (ИПСК), получаемые из донорских фибробластов. Существует три вари-

анта индукции миогенной дифференцировки: трансфекция ИПСК миогенными регуля-

торными факторами, пошаговая активация или ингибирование сигнальных путей, участ-

вующих в миогистогенезе, и использование свободно плавающих сфероидов. Другими 

немиогенными источниками являются мультипотентные мезенхимальные стромальные 

клетки и фибробласты. 
Наиболее распространенной иммортализованной миогенной линией является линия мы-

шиных миобластов C2C12, способная к быстрой дифференцировке в миотубы. Менее рас-

пространенными линиями являются MM14, демонстрирующая диссоциацию фенотипов, и 

линия L6, применяющаяся для изучения процессов обмена глюкозы. 
Ключевые слова: культура клеток; мышечная ткань; миобласт; скелетная мышца; C2C12. 
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Hereditary myodystrophies are progressive severe leading to disability or death. Severity of these 
diseases is defined by abundance and multifunctionality of muscle tissue in a human body. One 
of methods used to study myodystrophies and, in particular, pathophysiology  of muscle tissue is 
the method of cell culturing. This method allows to study behavior of normal and mutant cells in 
different conditions, and also influence of the therapeutic drugs on muscle cells. In in vitro stu-
dies both primary cell lines as well as permanent immortalized cells are used.  
A pioneer of the muscle tissue cultivation was N.G. Khlopin who developed the method of 
explantation, which formed the basis for the modern protocols of muscle сell isolation. Modern 
methods are divided into two large groups: methods using fermentative digestion of tissues and 
methods using explantation of isolated muscle fibers. 
Non-myogenic source of allogenic myoblasts are induced pluripotent stem cells (IPSC) obtained 
from donor’s fibroblasts. There exist three types of myogenic differentiation induction: transfec-
tion of IPSC with myogenic regulatory factors, stepwise activation or inhibition of signal path-
ways participating in myohistogenesis, and differentiation via free-floating spheroids. Other non-
myogenic sources are multipotent mesenchymal stromal cells and fibroblasts. 
The most common immortalized myogenic cell line is C2C12 line of murine myoblasts capable 
of rapid differentiation to myotubes. Less common are MM14 line demonstrating dissociation of 
phenotypes, and L6 line used in studies of glucose metabolism. 
Keywords: cell culture; muscle tissue; myoblast; skeletal muscle; C2C12. 
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Клетки, обладающие способностью 

к сокращению, которая обусловлена на-

личием развитого контрактильного аппа-

рата, состоящего из белков актиномиози-

нового комплекса, могут быть объедине-

ны в единую гистологическую систему 

мышечных тканей и миоидных клеток [1]. 

В эту систему включают гладкую, попе-

речнополосатые скелетную и сердечную 

мышечную ткани, миофибробласты, мио-

идные клетки различной локализации, 

миоэпителиоциты, миопигментоциты ра-

дужной оболочки, перициты кровеносных 

сосудов, а также некоторые другие виды 

клеток [1]. Из всего множества частей этой 

системы в организме человека в наиболь-

шем количестве представлена скелетная 

мышечная ткань, составляющая у взрос-

лых до 40% массы тела [2]. Скелетные 

мышцы обеспечивают локомоцию, внеш-

нее дыхание, жевание, движения глаз, со-

кратительный термогенез, а также способ-

ствуют венозному кровообращению в ко-

нечностях за счет функционирования мы-

шечно-венозной помпы. Такое многообра-

зие функций мышц приводит к тяжелым 

клиническим проявлениям при миопатиях 

‒ заболеваниях, при которых происходит 
поражение скелетной мышечной ткани. 

В настоящее время активно изучает-

ся морфология и физиология мышечной 

ткани, как в нормальных условиях, так и 

при патологии: база данных PubMed по 

запросу «pathology of muscle tissue» пре-

доставляет свыше 160 тысяч результатов. 

Среди большого количества способов 

изучения мышечной ткани особо следует 

выделить метод клеточного культивиро-

вания, позволяющий проводить экспери-

менты на изолированных живых клетках. 
Одним из пионеров культивирования 

мышечной ткани был советский ученый-
гистолог, академик Николай Григорьевич 

Хлопин. Ему удалось выделить и изолиро-

вать в культуре отдельные мышечные во-

локна и «миобласты» (миосателлитоциты) 

кроликов [3]. Н.Г. Хлопин дал описание 

морфологии элементов скелетных мышц в 

условиях культуры, наблюдал in vitro рост 

и регенерацию поврежденных мышечных 

волокон, формирование мышечных трубо-

чек из миобластов, а также так называемое 

«ценкеровское перерождение» (некроз) 

мышечных волокон и другие дегенератив-

ные процессы [3]. 
Для получения культур Н.Г. Хлопин 

использовал метод эксплантации, который 

заключается   в   помещении   фрагментов  
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Рис. 1. Мышечные волокна в культуре. 4-дневная культура из мускулатуры 5-дневного 

кролика. Увеличение 900х. Рисунок из работ Н.Г. Хлопина [3] 
 

ткани в культуральную среду. В дальней-

шем более широкое распространение по-

лучил метод ферментативной диссоциа-

ции мышцы, позволяющий получить от-

дельные клетки. 
Для получения культур Н. Г. Хлопин 

использовал метод эксплантации, который 

заключается в помещении фрагментов 

ткани в культуральную среду. В дальней-

шем более широкое распространение по-

лучил метод ферментативной диссоциа-

ции мышцы, позволяющий получить от-

дельные клетки. 
Первичные культуры 
Скелетная мышечная ткань состоит 

из двух дифферонов: клеточного и симпла-

стического, которые взаимодействуют ме-

жду собой и развиваются параллельно в 

ходе дивергентной дифференцировки кле-

ток миотома [1]. Симпластический диффе-

рон представлен миосимпластами или мы-

шечными волокнами, клеточный ‒ мало-

дифференцированными клетками: миоса-

теллитоцитами, которые в определенных 

условиях способны активироваться с обра-

зованием миобластов, которые в дальней-

шем пролиферируют и подвергаются слия-

нию с поврежденными мышечными волок-

нами, либо друг с другом [1]. Два диффе-

рона взаимодействуют совместно и состав-

ляют функционально единую систему. 
Разработаны методы культивирова-

ния миосателлитоцитов и миобластов in 
vitro и индукции их дифференцировки с 

образованием мышечных трубочек, а так-

же протоколы получения миобластов из 

немышечных тканевых источников. По-

мимо первичных линий, получены им-

мортализованные линии клеток, наиболее 

широко используемой из которых являет-

ся линия мышиных миобластов C2C12, 
реже применяются клетки L6, полученные 

из тканей крысы. Ещё реже используется 

линия MM14, полученная из неидентифи-

цированной эпителиальной опухоли яич-

ника мыши [4,5]. 
Для выделения первичной культуры 

миобластов из скелетной мышцы приме-

няют метод ферментативной обработки 

(рис. 2). Он заключается в механическом 

разрушении мышцы на фрагменты, раз-

мером 1-1,5 мм, и в их последующей фер-

ментативной обработке протеолитически-

ми ферментами [6]. После обработки сле-

дует очистка и посев изолированных кле-

ток на среду. Недостатком этого способа 

является получение небольшого количе-

ства миогенных клеток на единицу массы 

исходного материала. 
Выделенные клетки культивируются 

на среде DMEM F12 с добавлением 20% 

FBS, фактора роста фибробластов и 2 

мкмоль глутамина. Условия культивиро-

вания должны быть приближены к усло-

виям организма, для чего применяются 

CO2-инкубаторы, в которых поддержива-

ется постоянная температура 37 °C, а кон-

центрация углекислого газа ‒ 5%. 
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Рис. 2. Схема выделения первичной культуры миобластов ферментативным методом.  
Пояснения в тексте 

 
При снижении концентрации FBS до 

2% миобласты способны дифференциро-

ваться в миотубы [7]. Маркерами миоген-

ной дифференцировки in vitro являются 

белки MyoD, Mef2C, миогенин, тропонин 

Т первого типа и тяжелые цепи миозина 

(табл. 1). Образовавшиеся миотубы могут 

быть использованы как модельный объект 

для изучения процессов атрофии и гипер-

трофии. В качестве индукторов атрофии 

используются дексаметазон или миоста-

тин, гипертрофия моделируется с помо-

щью добавления инсулиноподобного фак-

тора роста-1 (IGF-1) [4].  
Выделение культур, обогащенных 

клетками-сателлитами проводится с ис-

пользованием методики селективной ад-

гезии, основанной на невозможности ад-

гезии миосателлитоцитов к необработан-

ному пластику. После измельчения мы-

шечной ткани и её ферментативной обра-

ботки, полученный клеточный осадок пе-

реносят в необработанную посуду, где 

культивируют в среде DMEM F12 с до-

бавлением 20% FBS, 1% куриного эм-

брионального экстракта и 1% антибиотика 

(например, смесь пенициллин + стрепто-

мицин). Неприкрепившаяся фракция со-

держит большое количество клеток-
сателлитов, которые переносят в посуду, 

обработанную Geltrex Matrix и содержа-

щую питательную среду, идентичную 

описанной выше. Маркерами миосателли-

тоцитов являются белки Myf5, MyoD, 
Mfr4 и миогенин. После 12 часов культи-

вирования в дифференцировочной среде 

миосателлитоциты способны формиро-

вать сократимые миотубы. Следует отме-

тить, что описанная выше методика не 

позволяет получить полностью однород-

ную культуру миосателлитоцитов, поэто-

му в полученной культуре возможны 

взаимодействия между сателлитами и 

другими видами клеток, что влияет на ход 

процессов дифференцировки [8]. Несмот-

ря на это, первичная культура сателлит-

ных клеток является одной из наиболее 

простых моделей для изучения мышечной 

ткани, так как эти клетки легко поддаются 

генетической модификации с помощью 

лентивирусов и быстро подвергаются 

дифференцировке [9]. 
Другой метод выделения миосател-

литоцитов заключается в эксплантации 

отдельных мышечных волокон и их куль-

тивировании (рис. 3). Спустя некоторое 

время (от 12 до 24 часов) сателлитные 

клетки начинают мигрировать от миофиб-

риллы в питательную среду [4]. Этот ме-

тод позволяет выделить до 300 клеток из 

единичного волокна, однако его недостат-

ком является большая трудоёмкость и ре-

сурсозатратность по сравнению с фермен-

тативным методом [10]. 
Прямое перепрограммирование в 

миобласты 
Один из возможных способов полу-

чения миобластов – трансфекция немы-

шечных клеток миогенными регулятор-

ными факторами (myogenic regulatory fac-
tors, MRF), белками, которые участвуют в 

регуляции миогистогенеза, например, 
MyoD. Многочисленные исследования 

показали, что экспрессия MyoD в немио-

генных клетках приводит к инициации 
процессов миогенеза [15]. Лентивирусная 

трансфекция фибробластов MyoD приво-

дит к их трансформации в миобласты. 
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Рис. 3. Получение миобластов методом эксплантации мышечных волокон.  

Пояснения в тексте 
 

Таблица 1 
Некоторые молекулярные маркеры мышечной ткани 

 
Структура Маркеры Ссылки 

Промиобласты Pax3, Pax7, Myf5, MyoD [11,12] 
Миобласты MyoD, eMyHC, MRF4, десмин [12,13] 
Ранние миотубы MyoD, миогенин, MyHC, MCK, тропонин-Т [11,12] 
Зрелые миотубы MRF-4, MyHC, MCK, альфа-саркомерный актин [13,14] 
Мышечные волокна MyHC, MCK, альфа-саркомерный актин [13,14] 

 
Также MyoD способен индуцировать мио-

генную дифференцировку в жировых 

ММСК человека. Полученные таким пу-

тём клетки имеют вытянутую веретенопо-

добную форму, сходную с формой миоб-

ластов, способны сливаться с миобласта-

ми мышей, и восстанавливать в них экс-

прессию отсутствующих белков [16]. 

Сходный результат наблюдается при 

трансфекции фибробластов генетически-

ми конструкциями, содержащими другой 

MRF, белок Myf5. Однако, трансфекция 

Myf5 приводит к формированию несколь-

ко иного фенотипа: перепрограммирован-

ные клетки экспрессируют MyoD, тяже-

лые цепи миозина, десмин, но не Mrf4. 
Кроме того, такая трансфекция приводит 

к получению миобластов с более долгим 

периодом дифференцировки [17]. 
Получение миобластов из мульти-

потентных мезенхимальных стромальных 
клеток 

Мультипотентные мезенхимальные 

стромальные клетки (ММСК) были впер-

вые обнаружены в 1969 в культуре костно-

го мозга [18]. Одним из важнейших свойств 

ММСК является способность к дифферен-

цировке в меенхимальных направлениях: в 

остеоциты, хондроциты и адипоциты [19]. 

Это позволяет рассматривать ММСК как 

источник мышечных клеток. 
Возможно выделение ММСК из раз-

личных тканей: белая жировая ткань, кост-

ный мозг, волосяные фолликулы, рогови-

ца, пупочный канатик, плацента [20], ти-

мус [21]. Последние исследования доказы-

вают, что одним из возможных источников 

ММСК для дальнейшего получения миоб-

ластов является слизистая оболочка десны. 

Преимущества данного источника заклю-

чаются в малоинвазивности процедуры 

взятия биоптата и в высокой скорости вос-

становления без образования рубцов [22]. 
Для индукции миогенной диффе-

ренцировки ММСК использует среду 

DMEM/F12 с содержанием 20% FBS, ко-

торую впоследствии заменяют на DMEM 
с низким содержанием глюкозы с добав-

лением 2% лошадиной сыворотки. Спустя 

4-8 суток в культуре формируются мы-

шечные трубочки, имеющие поперечную 

исчерченность и экспрессирующие мар-

керы поперечнополосатых мышц: MyoD, 
скелетный актин, скелетный миозин [23]. 

Получение миобластов из индуци-

рованных плюрипотентных стволовых 

клеток (ИПСК) 
Индуцированные плюрипотентные 

стволовые клетки (ИПСК) способны диф-

ференцироваться в клетки эктодермально-
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го, мезодермального и энтодермального 

происхождения, полученные путем пере-

программирования соматических клеток. 

Впервые ИПСК были получены японски-

ми учеными K. Takahashi и S. Yamanaka в 

2006 году из фибробластов мыши [24]. 
К настоящему времени разработано 

несколько принципиально различных 

подходов к получению культуры мышеч-

ных клеток из ИПСК (рис. 4). Первый 

подход заключается в прямом перепро-

граммировании ИПСК с использованием 

факторов транскрипции, характерных для 

мышечной ткани, таких как MyoD, или 

Pax7. Однако, в связи с тем, что для пере-

программирования используются ленти-

вирусные векторы, интегрирующиеся в 

случайные участки генома, этот метод 

применяется лишь для исследований in 
vitro и считается менее перспективным 

для получения мышечной ткани в целях 

тканевой инженерии в сравнении с дру-

гими методами [15]. 
Второй подход заключается в поша-

говой активации или ингибировании сиг-

нальных путей, принимающих участие в 

миогистогенезе, при помощи цитокинов и 

малых молекул. На первом этапе на 

ИПСК воздействуют ингибитором белка 

GSK3, а затем ингибитором BMP4, что 

приводит к дифференцировке ИПСК в 

премиогенные предшественники [15]. За-

тем на полученные предшественники воз-

действуют факторами роста IGF-1, FGF-2 
или HGF, в результате чего клетки диф-

ференцируются в «эмбриональные миоб-

ласты». Формирование фетальных и диф-

ференцированных миобластов из «эм-

бриональных» происходит спонтанно, без 

дополнительных воздействий [15]. 
Третья методика ‒ использование 

свободно плавающих сфероидов (free-
floating spherical culture) или EZ-сфер [25]. 

Эмбриональные или индуцированные 

плюрипотентные клетки помещаются в 

культуральный флакон, покрытый poly-
HEMA [поли(2)-гидроксиэтилметакрилат] 
‒ веществом, предотвращающим адгезию 

клеток к поверхности. Спустя неделю 

клетки формируют сферические скопле-

ния ‒ EZ-сферы. Затем сферы изолируют 

и помещают в среду, обогащенную фак-

торами роста FGF2 и EGF. В течение 6 
недель плюрипотентные клетки диффе-

ренцируются в миогенные предшествен-

ники [25]. 
 

 
 

Рис. 4. Способы получения миогенных клеток из ИПСК. Пояснения в тексте 
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Иммортализованные линии миоб-

ластов 
Среди иммортализованных линий 

мышечных клеток наиболее часто использу-

ется линия мышиных миобластов С2С12. 

Эти клетки были получены из миосателли-

тоцитов и являются потомками миобластов, 

выделенных D. Yaffe и O. Saxel в институте 

имени Вейцмана в Израиле от мышей с му-

тацией в гене dy, кодирующего М-цепь ла-

минина [26]. Следует отметить, что клетки 

С2С12 являются мутантными иммортализо-

ванными клетками, поэтому не до конца яс-

но, насколько процессы, протекающие в 

данных клетках, соответствуют процессам в 

нормальных миобластах. 
Морфология клеток С2С12 зависит от 

времени культивирования и от стадии диф-

ференцировки, в которой находится эта 

культура. Недифференцированные клетки 

прочно прикреплены к субстрату, имеют 

размер 20-80 мкм, отростчатую или верете-

нообразную форму с многочисленными 

филоподиями, в единственном ядре нахо-

дятся несколько ядрышек. При электронной 

микроскопии в цитоплазме обнаруживается 

гладкая ЭПС и пучки т.н. стрессовых воло-

кон, состоящих их актина. Актин диффузно 

распределен по цитоплазме, миозин скон-

центрирован в областях, близких к ядру. 
 

   
5А   5Б 

 

 
5В 

 
Рис. 5. Клетки С2С12 в культуре. А: 2 день культивирования, х200. Б: Миосимпласты.  

3 сутки на дифференцировочной среде, х200 В: Крупная миотуба, выделенная из мышцы 

мыши с мутацией в гене дисферлина. 9 сутки культивирования. х400.  
Фазово-контрастная микроскопия. Фото автора. ЦНИЛ РязГМУ 

 
На промежуточных стадиях диффе-

ренцировки клетки принимают более вы-

тянутую форму, при этом занимая прак-

тически всю свободную поверхность суб-

страта. При ультраструктурном анализе 

видны начальные признаки формирования 

актиновых и миозиновых нитей ‒ Z-
тельца, представляющие собой примитив-

ные актин-связывающие структуры [27]. 

В ходе дальнейшей дифференциров-

ки, путем слияния отдельных миобластов, 

формируются миотубы. Они представляют 

собой веретенообразные структуры длиной 

100-600 мкм, шириной 30-50 мкм, содер-

жащие большое количество ядер. В них 

присутствуют саркомеры и миофибриллы, 

по строению сходные с аналогичными об-

разованиями скелетных мышц; цитоплазма 
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содержит большое количество актина и 

миозин. На некоторых мембранах обнару-

живаются пузыревидные выпячивания 

(blebbing), которые могут свидетельство-

вать об электрофизиологической активно-

сти мембраны [27]. Помимо миотуб, при-

сутствуют одноядерные миобласты, кото-

рые не подверглись дифференцировке. Их 

количество составляет около 50% от пер-

воначального количества клеток [28]. 
На всех стадиях дифференцировки в 

культуре С2С12 присутствуют крупные 

клетки, содержащие актин и миозин. Они 

имеют более округлую форму, чем миоб-

ласты, содержат одно очень крупное по-

липлоидное ядро. По мнению некоторых 

авторов, эти клетки являются дедиффе-

ренцировавшимися миотубами [29]. 
Другая широко распространённая 

линия миобластов, L6, морфологически не 

отличается от С2С12, однако отличается 

профилем экспрессии генов. Одним из 

важнейших отличий является высокий 

уровень экспрессии глюкозного транспор-

тера GLUT-4, поэтому клетки L6 исполь-

зуются для изучения сигнальных путей 

инсулина [30], процессов обмена глюкозы 

[31] в мышцах, а также как модель для 

исследований сахарного диабета [32]. 
Клетки линии ММ14 являются мы-

шиными миозин-негативными миобласта-

ми, стабильными при наличии в питатель-

ной среде FGF2 и дифференцирующимися 

в мышечные трубочки при его отсутствии. 

В ходе дифференцировки in vitro происхо-

дит диссоциация фенотипов: большая 

часть клеток быстро (6-7 часов) начинает 

экспрессировать мышечно-специфические 

белки, меньшая часть дифференцируется 

со значительной задержкой [33]. 
Заключение 

В настоящее время культуральный 

метод широко используется при исследо-

вании процессов слияния миобластов и ре-

генерации скелетной мышечной ткани в 

норме и патологии. Исследования позво-

ляют в режиме реального времени наблю-

дать ответ клеток на различные воздейст-

вия, проводить манипуляции с геномом, 

например, трансфекцию, используя мень-

шие усилия и материальные затраты, по 

сравнению с подобными экспериментами 

in vivo. При помощи клеточных культур 

проводятся исследования, направленные на 

изучение патофизиологии и поисков под-

ходов к лечению наследственных заболе-

ваний мышц, таких как спинальная мы-

шечная атрофия и мышечная дистрофия 

Дюшенна [34], а также в экспериментах по 

восстановлению скелетной мышечной тка-

ни с помощью методов тканевой инжене-

рии [35]. Миобласты также находят своё 

применение за пределами изучения скелет-

ной мышечной ткани. К примеру, сущест-

вует возможность индуцировать скелетные 

миобласты к дифференцировке in vitro в 

кардиомиогенном направлении для тера-

пии ишемической болезни сердца [36]. 

Кроме того, предложены способы культи-

вирования миобластов в крупных масшта-

бах с целью получения из них биомассы, 

которая может быть использована для из-

готовления пищевых продуктов [37]. Таким 

образом, роль культивирования элементов 

мышечной ткани довольно значительна. 
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