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Способ культивирования мононуклеаров 
периферической крови от пациентов с 
хроническим лимфолейкозом 
Изобретение относится к области медицины и 
биотехнологии, и может быть использовано для 
культивирования клеток периферической крови с 
целью получения увеличенного числа В-
лимфоцитов в стадии митоза у пациентов с 
хроническим лимфолейкозом. 
 
 Техническим результатом является повышение 
эффективности культивирования мононуклеаров 
периферической крови от пациентов с 
хроническим лимфолейкозом за счет сокращения 
сроков культивирования путем применения новых 
комбинаций дополнительных стимулирующих 
агентов, что позволит получать образцы 
биоматериалов больных хроническим 
лимфолейкозом с содержанием метафазных ядер 
В-лимфоцитов, пригодных для цитогенетического 
исследования и FISH-анализа. Способ 
осуществляют следующим образом. 
 
В лунку пластикового планшета для определения 
группы крови вносят 95 мкл 5% раствора уксусной 
кислоты и 5 мкл крови, перемешивают 
пипетированием пластиковой пипеткой Пастера. 
Переносят 5 мкл смеси в подготовленную камеру 
Горяева и под микроскопом на увеличении 10х 
подсчитывают клеточность материала. По 
пропорции высчитывают объем крови, в котором 
будет 2х106 кл/мл. 
 
Клетки крови помещают в среду для 

культивирования не позднее чем через 48 часов 
после взятия материала в вакуумную пробирку с 
гепарином. До начала исследования материал 
транспортируют и хранят при температуре +4°С. 
 
Собирают среду для культивирования следующим 
образом: 4 мл RPMI с гентамицином, 1 мл 
эмбриональной сыворотки, 200 мкл L-глутамина, 
200 мкл митогена CpG ODN 2006 в концентрации 
1 мкМ, 200 мкл митогена ТРА (12-O-
тетрадеканоилфорбол-13-ацетат) в концентрации 
100 нг/мл, 200 мкл человеческого IL-2 в 
концентрации 10 нг/мл. 
 
Добавляют рассчитанный объем крови. 
 
Помещают в инкубатор на 48 часов при 
температуре 37°С и 5% СО2. 
 
Через 48 часов культивирования в среду 
добавляют 125 мкл колцемида и культивируют в 
течение двух часов. 
 
Полученные указанным способом В-лимфоциты 
используют для цитогенетического исследования, 
а также для исследования другими генетическими 
методами, например, такими как флюоресцентная 
гибридизация in situ, секвенирование методом 
Сенгера для определения тактики лечения и 
прогноза течения болезни.  
 

Формула изобретения 
 
Способ культивирования мононуклеаров 
периферической крови от пациентов с 
хроническим лимфолейкозом путем 
культивирования всего пула клеток 
периферической крови пациентов в течение 48 
часов в CO2-инкубаторе при 37°C и 5% СО2 в 
среде, содержащей 4 мл RPMI с гентамицином, 1 
мл эмбриональной сыворотки, 200 мкл L-
глутамина, человеческий интерлейкин IL-2, 
отличающийся тем, что в культуральную среду 

дополнительно добавляют митоген СpG ODN 2006 
в количестве 200 мкл и концентрации 1 мкМ, 200 
мкл митогена ТРА (12-O-тетрадеканоилфорбол-
13-ацетат) в концентрации 100 нг/мл, 200 мкл 
человеческого интерлейкина IL-2 в концентрации 
10 нг/мл, через 48 часов культивирования в среду 
добавляют 125 мкл колцемида и культивируют в 
течение двух часов. 
 
 
 
 
 
 


