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(57) Спосіб одержання абсорбційних ентероцитів 
порожньої кишки птиці, який відрізняється тим, 

що спочатку видаляють порожню кишку птиці, 
промивають її фізіологічним розчином NaCl-
HEPЕS при рН 7,4 для видалення вмісту, після 
чого відділяють порожню кишку від брижі, визна-
чають її загальну довжину, знаходять середину, 
від якої відміряють рівновіддалені точки у краніа-
льному та каудальному напрямах та відрізають 
ділянку кишки, довжина якої складає третину від 
загальної, яку потім розрізають на фрагменти по 2-
3 см, та розтинають вздовж, після чого підготовле-
ні відрізки порожньої кишки інкубують протягом 20 
хв. в розчині такого складу (мМ/л): NaCl – 80, 
КН2РО4 – 3, тріс-НСl – 20, маніт – 37, ЕГТО – 0,1, 
натрію цитрат – 27, сироватковий альбумін – 1 
мг/мл при 37 ºС, при рН 7,4, при співвідношенні 
середовище інкубації/кишечник – 2 мл/г; після за-
вершення інкубації ізольовані клітини із середо-
вища осаджують центрифугуванням впродовж 3 
хв. при 500 g із дворазовим промиванням розчи-
ном інкубації. 

 
 

 
Винахід належить до галузі ветеринарії, зок-

рема до виділення абсорбційних клітин зі слизової 
оболонки порожньої кишки птиці як матеріалу для 
вивчення транспортних процесів. 

Спосіб застосування заявлюваної схеми в лі-
тературі не описано. 

Аналоги заявлюваної схеми відсутні, тому при 
пошуку і розробці ефективної методики виділення 
абсорбційних клітин курчат контролем-еталоном 
була методика виділення загальної фракції кишко-
вих епітеліоцитів хімічним (цит-
рат/етилендіамінтетраоцтова кислота) методом. 
Вказана схема включає в себе такі етапи: 

1) промивання ділянки порожньої кишки фізіо-
логічним розчином (NaCl-HEPES, рН 7,4); 

2) витримка промитої ділянки порожньої кишки 
10 хв. в середовищі "А" такого складу (мМ): NaCl – 
96; КСl – 1,5, натрію цитрату – 27; дигідрофосфату 
калію – 5,6, при 37°С, рН 7,3 (співвідношення се-
редовище/кишечник – 2 мл/1 г); 

3) витримка підготовленої ділянки порожньої 
кишки 15 хв. при постійному струшуванні в розчині 
"Б" такого складу (мМ): NaCl – 140; дигідрофосфат 
натрію – 16; етилендіамінтетраоцтова кислота 
(ЕДТО) – 1,5; дитіотреітол – 0,5, рН розчину "Б" 
7,3, температура 37°С, співвідношення середови-
ща до кишечнику – 2 мл/1 г. 

Після завершення інкубації ізольовані епітелі-
оцити порожньої кишки осаджують центрифугу-
ванням впродовж 3 хв. при 500 g з дворазовою 
промивкою розчином „Б". 
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До основних недоліків даного способу виді-
лення ентероцитів порожньої кишки належить 
отримання всіх клітин зі слизового шару порожньої 
кишки (власне ентероцити, слизові клітини, М-
клітини, ентероендокринні клітини тощо), а також 
клітин з власної пластинки ворсинок порожньої 
кишки (фібробласти, лейкоцити, тощо). Також слід 
зазначити, що використання ЕДТО призводить до 
незворотної втрати транспортної функції плазмо-
леми, що унеможливлює вивчення транспортних 
процесів. 

В основу винаходу поставлена задача ство-
рення ефективної схеми виділення фракції абсор-
бційних ентероцитів хімічним методом зі збере-
женням їх транспортних властивостей. 

Поставлена задача досягається за рахунок за-
стосування як хелатуючого агента етиленгліколь-
діамінтетраоцтова кислота (ЕГТО), скорочення 
часу інкубації відрізків порожньої кишки в розчині 
хелатуючого агента під контролем біохімічних та 
морфологічних критеріїв. 

Для кращого розуміння опису матеріалів заяв-
ки наводиться конкретний приклад. 

Приклад 1. Одержання ізольованих абсорб-
ційних клітин порожньої кишки курчат-бройлерів 
для вивчення транспортних властивостей їх плаз-
молеми. 

Об'єктом дослідження були курчата-бройлери 
кросу "Конкурент-3" 14-добового віку, які утриму-
вались у клітках з 1-добового віку на збалансова-
ному за всіма показниками раціоні, який змінював-
ся згідно технологічного графіку. Евтаназію курчат 
проводили шляхом декапітації, вранці, без попе-
реднього голодування, після чого видаляли поро-
жню кишку, промивали її фізіологічним розчином 
(NaCl-HEPES, pH 7,4) для видалення вмісту. Для 
виділення ентероцитів порожню кишку відділяли 
від брижі, визначали її загальну довжину, знахо-
дили середину, від якої відміряли рівновіддалені 
точки у краніальному та каудальному напрямах та 
відрізали ділянку кишки. При цьому довжина кишки 
складала третину від загальної. Отриману ділянку 
кишки розрізали на фрагменти по 2-3 см та розти-
нали вздовж. Підготовлені відрізки порожньої киш-
ки інкубували протягом 90 хв. в розчині такого 
складу (мМ): NaCl - 80; КН2РО4 - 3; тріс-НСl - 20; 
маніт - 37; ЕГТО - 0,1; натрію цитрат -27; сироват-
ковий альбумін - 1 мг/мл при 37 °С , рН 7,4 (спів-
відношення середовище інкубації/кишечник - 
2мл/г). Після завершення інкубації ізольовані клі-
тини із середовища осаджували центрифугуван-
ням впродовж 3 хв. при 500 g із дворазовим про-
миванням розчином інкубації. 

Результати досліджень показали, що виділен-
ня ентероцитів зі слизової оболонки курчат-
бройлерів у середовище інкубації впродовж всього 
періоду спостереження відбувається нерівномірно 
(табл. 1). Це свідчить про різні властивості клітин 
та наявність осі «ворсинки-крипти». Так, на 5-й та 
10-й хвилинах інкубації відрізків порожньої кишки в 
середовищі виділення інтервальний та відсотко-
вий вихід білку ентероцитів майже не відрізнявся, 
а на 20-у хвилину збільшився у 2,2 рази (Р<0,05). 
При цьому, у період з 10-ї по 20-у хвилини інкуба-
ції виділилось 18 % від загальної кількості всіх 

ентероцитів порожньої кишки, що є найбільшим 
значенням за весь період спостереження. 

На 30-й хвилині інкубації відрізків порожньої 
кишки, незважаючи на збільшення концентрації 
білка ентероцитів в середовищі виділення, інтер-
вальний та відсотковий вихід білка цих клітин зме-
ншився на 39 % (Р<0,05). Подібне явище ми пов'я-
зуємо з більшою адгезивною здатністю 
базолатеральної мембрани ентероцитів цієї фрак-
ції. На 40-й хвилині інкубації відрізків порожньої 
кишки відмічалося невірогідне підвищення всіх 
показників, які характеризують вихід ентероцитів. 
Надалі, вихід білка ентероцитів на 50-у та 60-у 
хвилини інкубації невірогідно знижувався. При 
цьому, у проміжок часу від 50-ї до 60-ї хвилини він 
був мінімальний за весь період спостереження 
(4,27±0,10 мг/г нативного кишечника). На 70-у хви-
лину інкубації відрізків порожньої кишки вихід ен-
тероцитів збільшився, в порівнянні з показником 
попереднього часового інтервалу, у 2,7 раза 
(Р<0,05). Надалі, до 90 хв., вихід білка ентероцитів 
знижувався, при чому на 90-у хвилину він склав 
лише 1,04±0,24 мг/г нативного кишечника, що схо-
же з показниками, отриманими на 60-у хвилину. 

Таким чином, динаміка відшарування ентеро-
цитів зі слизової оболонки порожньої кишки курчат 
бройлерів характеризується нерівномірністю з 
наявністю 3-х піків максимуму - на 20-у, 40-у та 70-
у хвилини та мінімуму - на 60-у та 90-у хвилини. 

З метою контролю за чистотою одержаних у 
процесі виділення фракцій клітин, а також їх функ-
ціональної характеристики, використовується ви-
значення активності маркерних ферментів зрілих 
абсорбційних ентероцитів - лужної фосфатази 
(ЛФ), сахарази (Сах), амінопептидази (АП). Проте, 
вірогідні маркерні властивості має не показник 
окремого ферменту, а їх поєднання. Це зумовлено 
зміною ферментативного спектру плазмолеми 
абсорбційних ентероцитів при їх подальшій дифе-
ренціації, а отже і міграції у напрямку до верхівки 
ворсинки. В цьому ракурсі додаткову складність 
щодо валідації маркерних показників абсорбційних 
клітин порожньої кишки курчат-бройлерів має ди-
ференціація ентероцитів не лише у криптах, а й 
відсутність змін активності ЛФ у осі «ворсинки-
крипти». Тому ми досліджували показники актив-
ності ЛФ та Сах гомогенату ентероцитів, які виді-
лялись в інкубаційне середовище у вказані часові 
параметри. 

Так, кумулятивна активність ЛФ знижувалась 
впродовж всього терміну виділення клітин слизо-
вої оболонки порожньої кишки курчат-бройлерів 
(рис. 1), що може вказувати на зниження ступеня 
диференціації ентероцитів у осі «ворсинки-
крипти». Окремо слід виділити значне зниження 
цього показнику на 10-й хвилині інкубації - у 4,2 
рази (Р<0,05) у порівнянні з 5-ю хвилиною інкубації 
та підвищення на 20-й хвилині інкубації - на 7% 
(Р<0,05) у порівнянні з 10-ю хвилиною. 

Динаміка інтервальної активності ЛФ характе-
ризується поступовим зниженням від 5-ї до 90-ї 
хвилин інкубації відрізків порожньої кишки з наяв-
ністю 3-х піків максимуму: на 5-у, 20-у та 40-у хви-
лини (див. рис. 1). Оскільки ЛФ тонкого кишечнику 
локалізується не тільки в плазмолемі, а й в ендоп-
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лазматичній сітці, ми вважаємо, що основним 
джерелом ферменту є лізовані диференційовані 
ентероцити, які розташовані на верхівці ворсинки і 
часто знаходяться в стані апоптозу . 

На 10-й хвилині інкубації відрізків порожньої 
кишки курчат-бройлерів інтервальна активність ЛФ 
знизилась у 4,2 рази (Р<0,05), а на 20-у хвилину - 
підвищилась майже у 3,0 рази (Р<0,05). Ми вважа-
ємо, що саме за 20 хв. інкубації відбувається від-
шарування основної маси абсорбційних ентероци-
тів, які розташовані у верхній третині ворсинок. 
Аналогічна локалізація ЛФ встановлена за допо-
могою гістохімічних методик у дванадцятипалій 
кишці курей. 

На 30-й хвилині інкубації інтервальна актив-
ність ЛФ знизилась на 44 % (Р<0,05) у повірянні з 
20-ю хвилиною інкубації, що може вказувати на 
меншу ступінь диференціації фракції клітин, отри-
маних за цей часовий інтервал. На 40-у хвилину 
інкубації відрізків порожньої кишки, інтервальна 
активність ЛФ знизилась на 44 % (Р<0,05), а на 50-
у хвилину підвищилась на 12 % (Р<0,05), що може 
бути обумовлено присутністю іншого ізозиму цього 
ферменту в плазмолемі отриманої фракції клітин. 
Надалі описаний показник знижується у 35,0 разів 
(Р<0,05), що вказує на виділення в середовище з 
50 хвилиною інкубації мало- та недиференційова-
них клітин. 

Динаміка кумулятивної та інтервальної актив-
ності Сах гомогенату ентероцитів порожньої кишки 
курчат-бройлерів (рис. 2) має ті ж тенденції, що і 
встановлена для ЛФ. Це вказує на наявність чітко 
сформованої осі «ворсинки-крипти» в порожній 
кишці курей. 

Так, кумулятивна активність Сах гомогенату 
ентероцитів порожньої кишки курчат-бройлерів 
поступово знижувалась впродовж всього часу ви-
ділення. При цьому найбільш значне зниження 
цього показнику відмічалось з 5-ї по 20-у хвилини 
інкубації (в 4 рази, Р<0,05). 

Слід зазначити, що показники інтервальної ак-
тивності Сах значно перевищують показники куму-
лятивної активності цього ферменту. Відмічений 
феномен відрізняється від такого для ЛФ і свід-
чить про вищу сахаразну активність ентероцитів 
порожньої кишки курчат-бройлерів у порівнянні з 
фосфомоноестеразною. Динаміка інтервальної 
активності Сах характеризується нерівномірністю і 
наявністю 2-х піків максимуму - на 20-у та 60-у 
хвилини інкубації. Найменше значення цього пока-
зника встановлено на 5-10-й, 40-50-й та 70-90-й 
хвилинах інкубації. При цьому мінімальні значення 
інтервальної активності Сах відповідають макси-
мальному значенню цього показника ЛФ, що підт-
верджує дещо різний ензимний склад плазмолеми 
ентероцитів порожньої кишки, які знаходяться на 
різних етапах диференціації. Підтвердженням цьо-
го явища можна вважати відсутність єдиної напра-
вленості корелятивного зв'язку між показниками 
інтервальної активності ЛФ та Сах ентероцитів 
порожньої кишки впродовж всього періоду виді-
лення цих клітин. 

Найбільше значення інтервальної активності 
Сах відмічено на 20-у хвилину інкубації відрізків 
порожньої кишки, що співпадає з найбільшим зна-

ченням цього показника ЛФ. Це свідчить про те, 
що клітини, які виділяються у часовий інтервал 10-
20 хвилин є поліфункціональними абсорбційними 
ентероцитами, оскільки на даному етапі диферен-
ціації вони суміщають високу сахаразну та фос-
фомоноестеразну активність. 

Після 20-ї хвилини інкубації відрізків порожньої 
кишки курчат-бройлерів інтервальна активність 
Сах різко знижувалась: на 30-у хвилину - на 26 % 
(Р<0,05) у порівнянні з 20-ю хвилиною, а на 40-у 
хвилину - у 4,0 рази (Р<0,05) у порівнянні з 30-ю 
хвилиною, залишаючись майже незмінною і на 50 
хв. Це свідчить про виділення зі слизової оболонки 
порожньої кишки менш диференційованих клітин. 

На 60-у хвилину виділення ентероцитів зі сли-
зової оболонки порожньої кишки курчат-бройлерів 
інтервальна активність Сах збільшилась у 3,7 рази 
(Р<0,05), що може свідчити про високий ступінь 
диференціації цих клітин. На 70-у хвилину інкубації 
відрізків порожньої кишки кумулятивна активність 
Сах знизилась у 4,5 рази (Р<0,05) і до 90-ї хвилини 
вірогідно не змінювалась. 

Особливу увагу слід приділити низькій інтер-
вальній активності ЛФ і Сах на 50-й хвилині інку-
бації відрізків порожньої кишки курчат-бройлерів, 
при чому цей показник обох ферментів максима-
льно наближений до такого на 90-й хвилині інку-
бації. Також, слід зазначити, що епітеліоцити по-
рожньої кишки, отримані на 60-й та 90-й хвилинах, 
виділялися зі слизової оболонки в найменшій кіль-
кості серед усіх фракцій - 4,27±0,10% та 
4,43±1,01% (див. табл. 1). Тому передбачається, 
що отримані на 50-й хвилині виділення ентероци-
ти, за функціональними властивостями та ступе-
нем диференціації схожі з криптальними клітина-
ми, які виділяються на 90-й хвилині. Не 
виключено, що місце локалізації на ворсинці енте-
роцитів, отриманих на 50-й хвилині інкубації, є 
додатковим місцем проліферації цього типу клітин. 
Дане твердження, в певній мірі, підтверджує вста-
новлений факт диференціації ентероцитів не лише 
у криптах. Фізіологічне пояснення цьому феномену 
можна знайти у значній довжині ворсинок порож-
ньої кишки курей та нетривалим періодом життя 
ентероцитів. Тобто, якщо б проліферація ентеро-
цитів порожньої кишки курей відбувалась лише у 
криптах, то можливо ці клітини не встигали за свій 
життєвий цикл (впродовж терміну диференціації) 
пройти шлях від крипти до верхівки ворсинок. Крім 
того, ми не виключаємо, що розташування двох 
просторово віддалених локусів диференційованих 
ентероцитів на ворсинках порожньої кишки курчат-
бройлерів забезпечує більш ефективні процеси 
пристінкового травлення. 

Таким чином, встановлення сахаразної та фо-
сфомоноестеразної активності ентероцитів порож-
ньої кишки курчат-бройлерів вказує на наявність 
двох фракцій клітин, які є диференційованими ен-
тероцитами, а також передбачається наявність 
двох локусів проліферації ентероцитів. 

Отримані результати свідчать про посилення 
цитолізу ентероцитів порожньої кишки курчат-
бройлерів в середовищі виділення зі збільшенням 
терміну інкубації, на що вказує підвищення актив-
ності ЛДГ. 
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Динаміка кумулятивної та інтервальної актив-
ності ЛДГ в середовищі інкубації відрізків порож-
ньої кишки має одну тенденцію (див. рис. 3), чим 
вона відрізняється від встановленої динаміки ак-
тивності ЛФ та Сах. 

Кумулятивна активність ЛДГ в середовищі ви-
ділення ентероцитів порожньої кишки має найбі-
льші значення на 5-й та 70-90-й хвилинах. Ці дані 
можуть свідчити про значну нестійкість клітин, 
отриманих у вказані часові періоди. 

Інтервальна активність ЛДГ має більш вира-
жену динаміку, ніж кумулятивна. При цьому слід 
відмітити значне зниження цього показника від 5-ї 
до 10-ї хвилин інкубації - в 11,0 разів (Р<0,05), що 
підтверджує наше передбачення про виділення у 
перші 5 хвилин значної кількості клітин у стані 
апоптозу. Надалі інтервальна активність ЛДГ збі-
льшувалась, найбільш виражено на 40-й та 50-й 
хвилинах інкубації - у 2,6 разу (Р<0,05) та 2,3 разу 
(Р<0,05), відповідно, у порівнянні з попередніми 
часовими інтервалами. Отримані дані можуть вка-
зувати на значне посилення цитолізу ентероцитів 
в середовищі виділення і недоцільність їх відбору 
для отримання мембранних фракцій після 50-ї 
хвилини інкубації. 

Використання морфологічних методів дослі-
дження для контролю за отриманням ізольованих 
епітеліальних клітин дозволяє підтвердити ряд 
передбачень, висунутих при встановленні ферме-
нтативних властивостей клітинних фракцій. Для 
цієї мети, паралельно з відбором суспензії клітин 
із середовища інкубації, ми проводили відбір фра-
гментів порожньої кишки для виготовлення гістоп-
репаратів (див. рис. 4). 

При цьому встановлено поступове відшару-
вання ентероцитів зі слизової оболонки порожньої 
кишки, оскільки час є основним лімітуючим факто-
ром у вивільненні епітеліоцитів за напрямком осі 
«ворсинки-крипти». Так, морфологічно помітним 
відшарування ентероцитів порожньої кишки було 
вже на 5-й хвилині інкубації відрізків порожньої 
кишки курчат-бройлерів: за цей період у середо-
вище виділення вивільнились клітини з верхівок 
ворсинок. На 10-й хвилині інкубацій відрізків поро-
жньої кишки процес відшарування ентероцитів 
продовжився. Слід зазначити, що при цьому не 
відбувалось морфологічно вираженої руйнації 
власної пластинки ворсинок порожньої кишки, за-
вдяки чому не відбувається забруднення суспензії 
ентероцитів іншими клітинними елементами. 

У період з 10-ї по 20-у хвилини інкубації виві-
льнення епітеліоцитів в середовище виділення є 
більш помітним, що співпадає з показниками інте-
рвального виходу білка ентероцитів (див. табл. 1). 
При цьому, за 20 хв. інкубації відрізків порожньої 
кишки в середовище виділились ентероцити з 
верхньої третини ворсинок, які за даними інтерва-
льної активності ЛФ та Сах (див. рис. 2 та 3) мож-
на класифікувати як поліфункціональні абсорбційні 
ентероцити. 

Надалі відшарування ентероцитів із підслизо-
вої основи ворсинок порожньої кишки відбувалось 
за описаною тенденцією, причому до 50-ї хвилини 
інкубації на підслизовій основі залишились кліти-
ни, що розташовані в нижній третині ворсинок. 
Тому, за даними інтервальної активності ЛФ та 
Сах, ми можемо вважати, що термінальна зона 
епітеліоцитів, розташованих у нижній половині 
ворсинок порожньої кишки курчат-бройлерів може 
бути представлена недиференційованими кліти-
нами, які проліферуються і мігрують при цьому у 
напрямку верхівок ворсинок. 

Ті клітини, що вивільнились в середовище ви-
ділення з 50-ї по 60-у хвилини інкубації відрізків 
порожньої кишки мають високу сахаразну актив-
ність (див. рис. 2) і розташовані у нижній третині 
ворсинок. Тому, цей локус можна вважати додат-
ковим місцем розташування абсорбційних ентеро-
цитів на ворсинці. Наше передбачення щодо зрі-
лості даної фракції клітин підтверджується 
значним підвищенням активності ЛДГ в середови-
щі виділення на 60-у хвилину інкубації відрізків 
порожньої кишки, що може вказувати на значну 
кількість апоптозних ентероцитів. 

Із 70-ї хвилини інкубації відрізків порожньої 
кишки курчат-бройлерів починається виділення в 
середовище малодиференційованих криштальних 
клітин (див. рис. 2), що підтверджується низькими 
показниками активності ЛФ та Сах. 

Також необхідно відзначити, що на 60-у хви-
лину інкубації відрізків порожньої кишки курчат-
бройлерів починається деструктуризація ворсинок, 
що проявляється закругленням їх верхньої части-
ни. Надалі вказана тенденція посилюється, відмі-
чається агрегація ворсинок на 80-у хвилину інку-
бації та їх руйнація на 90-у хвилину інкубації. 
Описані явища призводять до забруднення енте-
роцитарних фракцій клітинами, що розташовані у 
власній пластинці ворсинок порожньої кишки (фіб-
робласти, лейкоцити, тощо). 
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Таблиця 1 

 
Вихід білка ентероцитів порожньої кишки курчат-бройлерів в залежності  

від часу інкубації в середовищі виділення, М ± m, n = 4 
 

Час інкубації, хв. 
Білок ентероцитів, мг/г нати-

вного кишечнику 

Інтервальний вихід білка 
ентероцитів, мг/г нативного 

кишечнику 

Вихід білка ентероцитів за 
часом, % 

5 1,87±0,08 1,87±0,08 7,97±0,38 

10 3,77±0,10* 1,90±0,03 8,12±0,18 

20 8,01±0,17* 4,25±0,23* 18,12±0,87* 

30 10,60±0,15* 2,59±0,11* 11,07±0,53* 

40 13,72±0,11* 3,12±0,26 13,34±1,16 

50 16,30±0,09* 2,58±0,11 11,02±0,46 

60 17,30±0,11* 1,00±0,02* 4,27±0,10* 

70 19,96±0,15* 2,66±0,13* 11,35±0,59* 

80 22,37±0,10* 2,42±0,08 10,31±0,33 

90 23,41±0,14* 1,04±0,24* 4,43±1,01* 

 
Примітка: *- дані вірогідні (Р<0,05) у порівнянні з попереднім часовим відрізком 
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