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Обработка культуральной посуды путем предварительного культивирования на ней различных актив-
ных клеточных линий имеет крайне богатую историю. Одной из линий клеток, которая способна выделять 
широкий спектр метаболитов, является линия клеток эмбриональной рабдомиосаркомы человека RD. Мета-
болиты клеток данной линии включают различные факторы роста и адгезии, которые потенциально способ-
ны повышать адгезию клеток к  культуральному пластику, миграцию клеток из эксплантов и пролиферацию. 
В настоящей работе описаны результаты исследования воздействия среды, прекондиционированной с клет-
ками RD, на миграцию и пролиферацию клеток в культуре первичных эксплантов кожи, мышц и печени. По-
мимо этого, данная  статья представляет результаты исследования влияния обработки пластиковой посуды 
клетками RD на показатели адгезии клеток меланомы SK-MEL-2, а также на миграцию и пролиферацию 
клеток в культуре первичных эксплантов кожи, мышц и печени. Установлено, что прекондиционирование 
среды, но не культурального пластика, статистически достоверно повышает пролиферацию клеток мышц 
в культуре первичных эксплантов. Также установлено, что прекондиционирование культуральной посуды 
повышает адгезию клеток SK-MEL-2. Полученные данные свидетельствуют, что метаболиты клеток RD об-
ладают биологической активностью, которая предоставляет возможность их применения в качестве компо-
нента культуральных матриксов, однако эта активность является избирательной и требует дополнительного 
изучения, чтобы установить ее пределы.
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Treatment of cultureware by preliminary culturing of different robust cell lines on it has rich history. One of the 
cell lines which are capable of secreting a wide spectrum of metabolites is the embryotic human rhabdomyosarcoma 
cell line RD. Metabolites of this line include different adhesion and growth factors which are potentially capable 
of increasing adhesion of cells to a culturware, cell migration out of explants and their proliferation. In the present 
work results of investigation of effect of RD cell-reconditioned medium on the cell migration and proliferation in 
the culture of primary explants of skin, muscle and liver are described. Besides that, this article presents results 
of studying of the effect of cultureware treatment with RD cells on the indicator of adhesion in melanoma SK-
MEL-2 cell line, as well as on the migration and proliferation of cells in culture of primary explants of skin, muscle 
and liver. It is found that medium, but not cultureware preconditioning increases muscle cells proliferation in the 
primary explants culture in the statistically significant manner. It is also found that cultureware preconditioning 
increases adhesion of SK-MEL-2 cells. Obtained results suggests that RD cells metabolites have biological activity 
which presents the opportunity of using them as an ingredient of culture matrixes, however this activity is selective 
and demands additional studies in order to establish its extends.
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По мере развития злокачественных 
новообразований раковые клетки приоб-
ретают ряд характерных изменений, вклю-
чающих способность к неограниченной 
пролиферации, не зависящей от паракрин-
ных и гуморальных факторов, способность 
к метастазированию и к инвазии в близле-

жащие ткани и способность стимулировать 
ангиогенез. Эти свойства злокачественных 
клеточных линий отражают изменения сиг-
нальных молекулярных путей, контролиру-
ющих пролиферацию, миграцию, адгезию 
и сенесцентность клеток. Многие из дан-
ных сигнальных путей в настоящее время 
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являются объектами пристального внима-
ния научного сообщества как потенциаль-
ные мишени противоопухолевых средств.

Адгезия клеток к субстрату и межкле-
точные контакты, таким образом, представ-
ляют собой важный фактор развития онко-
заболеваний.

В связи с тем, что основные злокаче-
ственные линии несут мутации, снижа-
ющие или полностью подавляющие сиг-
нальные пути, отвечающие за экспрессию 
белков клеточной адгезии, первоначально 
некоторые исследователи предполагали, 
что раковые клетки после малигнизации 
становятся независимыми от сигналов, 
передаваемых в клетку белками адгезии. 
Однако генетические и биохимические ис-
следования подтвердили, что факторы адге-
зии, такие как дизинтегрины, не просто уча-
ствуют в малигнизации, но и контролируют 
широкий спектр аспектов развития новооб-
разования  – от изначальной малигнизации 
до реактивации спящих метастазов [1].

Существуют данные, демонстрирую-
щие, что нарушения адгезии снижают онко-
генность. Так, дизинтегрины, выделенные 
из яда гадюковых змей, способны пода-
влять адгезию и метастазирование клеток 
линии SK-MEL-2 (меланома человека) in 
vitro, а также препятствовать развитию ме-
ланомы in vivo, блокируя интегрин-зависи-
мые сигнальные пути [2–4].

В настоящее время существует потреб-
ность в доступных методах изучения кле-
точной адгезии, а также ее роли как одного 
из механизмов развития онкологических за-
болеваний. В лабораторных условиях куль-
туры клеток часто находятся в нефизиоло-
гичных условиях, что может сказываться 
на их морфологии, метаболизме и, в резуль-
тате, на воспроизводимости результатов ис-
пытания противоопухолевых средств. Так, 
Vande Voorde и соавторы изучали влияние 
условий культивирования клеток линий 
BT549, MDAMB-468 и CAL-120 на обмен 
веществ в них. В результате было установле-
но, что такие особенности условий in vitro, 
как нефизиологически высокие концентра-
ции питательных веществ, гипероксия и от-
сутствие возможности удаления продуктов 
метаболизма, компрометируют результаты, 
уменьшая число жизнеспособных колоний 
и общую площадь клеток в полях зрения. 
Было также установлено, что даже времен-
ное прекондиционирование клеток в специ-
ально изготовленной среде с физиологиче-
ской концентрацией аминокислот способно 
увеличить пролиферативную активность 
клеток и снизить экспрессию белков-марке-
ров, указывающих на развитие гипоксиче-
ского фенотипа [5].

Одним из способов создания физио-
логических условий является обработка 
лабораторной посуды различными спо-
собами с целью придания ее поверхно-
сти свойств, способствующих прикрепле-
нию и нормальному росту клеток. Другим 
способом является прекондиционирова-
ние клеток, т.е. временное помещение их 
до начала эксперимента в условия, обеспе-
чивающие желаемое состояние. В качестве 
средства для обработки культурального 
пластика могу эффективно использоваться 
культуры других клеток, выделяющие раз-
личные межклеточные белки и факторы ро-
ста. Примерами таких клеточных линий яв-
ляются первичные культуры фибробластов 
и перевиваемая культура эмбриональной 
рабдомиосаркомы человека RD [6].

Цель исследования  – изучить воздей-
ствие лабораторной посуды, обработанной 
продуктами метаболизма клеток линии RD, 
на пролиферацию и миграцию клеток в куль-
туре первичных эксплантов кожи, мышц 
и печени, а также адгезию культур мелано-
мы человека SK-MEL-2. Также в ходе под-
готовки к исследованию были проведены 
исследования по влиянию культуральной 
среды, прекондиционированной выращива-
нием в ней клеток линии RD, на экспланты 
вышеобозначенных тканей.

Материалы и методы исследования
В работе использовались клеточные ли-

нии рабдомиосаркомы человека RD и ме-
ланомы человека SK-MEK-2, а также куль-
туры первичных эксплантов тканей кожи, 
мышц и печени. Клеточные линии были 
предоставлены ООО «БиоЛот» (РФ). Куль-
туры первичных эксплантов были получе-
ны от самцов беспородных мышей-альби-
носов. Выбор указанных трех видов тканей 
обусловлен их различным эмбриональным 
происхождением – из эктодермы, мезодер-
мы и эндодермы соответственно.

Отбор фрагментов ткани для культуры 
первичных эксплантов проводился следу-
ющим образом. Самцов беспородных мы-
шей-альбиносов наркотизировали парами 
диэтилового эфира, после чего умерщвляли 
путем цервикальной дислокации. С участ-
ка площадью 1 кв. см сбривали волосяной 
покров и обрабатывали его 70%-ным эта-
нолом, после чего отделяли фрагмент кожи, 
удаляли фасции и переносили полученный 
фрагмент в среду DMEM с добавлением 
гентамицина (4 мг/мл). Затем обрабатывали 
спиртом задние лапы, удаляли кожу и отби-
рали m. gastrocnemius и m. soleus, которые 
также переносили в DMEM с гентамицином. 
После этого проводили вскрытие брюшной 
полости, отбирали доли печени и переноси-
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ли в среду DMEM с гентамицином. Емкость 
с фрагментами тканей осторожно взбалты-
вали, чтобы обеспечить полное покрытие 
фрагментов антибиотиком. Оба экспери-
мента на первичных эксплантах проводили 
в трех повторениях, для каждого из которых 
использовалось одно животное.

Собранные таким способом фрагменты 
тканей асептически переносили в ламинар-
ный бокс и осторожно разделяли с помощью 
пинцета, скальпеля и ножниц на мелкие 
части величиной около 1 куб. мм, которые 
помещали в чашки Петри с обработанной 
поверхностью (JetBiofil, КНР). Питательная 
среда состояла из 90% среды DMEM и 10% 
фетальной телячьей сыворотки. В среду до-
бавляли гентамицин (0,4 мг/мл).

Культивирование клеток проводили 
в среде DMEM («БиоЛот», РФ) с добавле-
нием 10% FBS («Диаэм», РФ) и 1%-ного 
раствора пенициллина-стрептомицина 
(ThermoFisher, США). Клетки наращивали 
в CO2-инкубаторе при температуре 37°C 
и 5%-ном содержании углекислого газа. 
Для наращивания клеток использовали пла-
стиковые чашки Петри с обработанной по-
верхностью (JetBiofil, КНР).

Оценку активности метаболитов кле-
ток RD в прекондиционированных средах 
на первичных эксплантах проводили пу-
тем измерения индекса площади (ИП) экс-
плантов [7]. Экспланты тканей помещали 
в чашки Петри диаметром 3,5 см с обрабо-
танной поверхностью в количестве не бо-
лее 9 эксплантов на чашку. Экспланты каж-
дого вида ткани разделяли на две группы 
(n=40)  – экспланты контрольной группы 
культивировали в обычной среде, как опи-
сано выше, а экспланты эксперименталь-
ной группы  – в прекондиционированной 
среде. Прекондиционирование среды про-
водили   путем засевания в чашку Петри 
клеток линии RD в количестве 500 тыс. кле-
ток на чашку в среде DMEM, содержащей 
10% FBS и гентамицин, как описано выше.  
Спустя сутки культуральную среду собира-
ли и центрифугировали в течение 15 минут 
при 1 500 оборотах в минуту на центрифуге 
LMC-3000 (bioSan, Латвия). Освобожден-
ную таким путем от клеток и клеточного 
дебриса среду, содержащую метаболиты 
клеток линии RD, использовали в дальней-
шем исследовании. На третьи сутки экс-
планты фотографировали на микроскопе 
Zeiss Imager.Z1 (Zeiss, Германия). Индекс 
площади (ИП) рассчитывали как отноше-
ние площади всего эксплантата (вместе 
с зоной выселяющихся клеток) к площади 
центральной зоны эксплантата.  Для расче-
та ИП эксплантатов использовали програм-

му «AxioVision». Значения ИП выражали 
в процентах. Величину ИП в контрольных 
культурах (без добавления прекондициони-
рованной среды) принимали за 100%.

Оценку влияния обработки культураль-
ного пластика клетками линии RD на ми-
грацию и пролиферацию клеток в куль-
туре первичных эксплантов проводили 
путем прямого посева. Экспланты тка-
ней помещали в чашки Петри диаметром 
3,5 см с обработанной поверхностью в ко-
личестве не более 9 эксплантов на чашку. 
При этом экспланты каждого вида ткани 
разделяли на две группы (n=40) – эксплан-
ты контрольной группы культивировали 
на обычных чашках Петри, как описано 
выше, а экспланты экспериментальной 
группы – на прекондиционированных чаш-
ках. При этом обе группы эксплантов вы-
ращивали в обычной среде DMEM, содер-
жащей 10% FBS и гентамицин (0,4 мг/мл). 
Прекондиционирование чашек проводили 
путем засева в каждую чашку 300 тыс. 
клеток и их культивирования в ней в тече-
ние трех суток. На четвертые сутки клет-
ки RD удаляли из лунок посредством об-
работки раствором Версена в течение 
15 минут и троекратного отмывания PBS. 
Освобожденные таким образом от клеток 
и клеточного дебриса чашки использовали 
для культивирования эксплантов экспери-
ментальной группы. Степень миграции 
и пролиферации клеток оценивали по ин-
дексу площади. 

Оценку адгезии опухолевых клеток про-
водили методом, описанным Anguiano и со-
авторами, и с изменениями, описанными 
далее [8]. Тест проводили в 24-луночных 
плоскодонных планшетах с необработан-
ной поверхностью (JetBiofil, КНР). Лунки 
были разделены на три экспериментальные 
группы, а также группы негативного и по-
зитивного контроля (n=16). Лунки в экс-
периментальных группах были предвари-
тельно обсеяны клетками RD в количестве 
50 тыс. клеток на лунку, после чего клетки 
RD были оставлены для роста на трое су-
ток. На четвертые сутки клетки RD удаляли 
из лунок посредством обработки раствором 
Версена в течение 15 минут и троекратного 
отмывания PBS. После этого в лунки экс-
периментальной группы I не засевалось 
никаких клеток (0% адгезии), а в лунки 
групп II и III были засеяны клетки SK-
MEL-2 в количестве 100 тыс. клеток на лун-
ку, при этом в группе II клетки были смыты 
PBS через 20 минут, в группе III клетки смы-
вались через 2 часа. Краткое время адгезии – 
20 минут – было выбрано в ходе предвари-
тельных пробных экспериментов,   выбор 
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связан с тем, что клетки SK-MEL-2 облада-
ют высокой скоростью адгезии по сравне-
нию с линиями, использованными Anguiano 
и соавторами.   Негативная контрольная 
группа включала лунки, не подвергавшиеся 
никакой обработке клетками, однако под-
вергавшиеся всем остальным процедурам. 
Группа позитивного контроля включала 
лунки, не подвергавшиеся предварительной 
обработке клетками RD, но засеянные клет-
ками SC-MEL-2 так же, как эксперимен-
тальная группа III (без смывания).

После обработки клетками в соответ-
ствии с вышеописанным протоколом все 
лунки осторожно освобождали от остат-
ков ростовых сред, клетки фиксировали 
раствором формальдегида и окрашивали 
0,5%-ным водным раствором кристалли-
ческого фиолетового в течение 20 минут 
при комнатной температуре. После фик-
сации и окрашивания планшеты тщатель-
но промывали дистиллированной водой 
так, чтобы не повредить зафиксированные 
клетки. Затем в лунки на 60 минут добав-
ляли 500 мкл 5%-ного водного раствора 
ТВИН-20, чтобы растворить краситель, со-
держащийся в клетках, и измеряли оптиче-
скую плотность раствора при длине волны 
490 нм. Оптическая плотность полученных 
растворов пропорциональна количеству 
красителя, количество которого, в свою оче-
редь, зависит от числа клеток в лунках.

Статистическая обработка результа-
тов проводилась в программном обеспече-
нии MS Excel путем расчета двухпарного 
t-критерия с неравным отклонением.

Результаты исследования  
и их обсуждение

В ходе изучения активности кондицио-
нированной среды, содержащей продукты 
метаболизма клеток линии RD, в отноше-
нии клеток в культуре первичных эксплан-
тов тканей кожи, мышц и печени были по-
лучены следующие значения среднего ИП 
в экспериментальных группах: для кожи – 
98,90±2,1%, для мышц – 117,81±6,6%, для  
печени – 101,55±4,3%.

Статистическая обработка результатов 
подтвердила отсутствие статистически до-
стоверных отличий между контрольной 
и экспериментальной группами эксплантов 
кожи и печени. При этом было установлено, 
что повышение пролиферации ткани мышц 
носит достоверный характер (p=0,0487). Та-
кое положительное воздействие среды, со-
держащей метаболиты клеток RD, на клетки 
мышц может быть связано с тем, что линия 
RD представлена клетками рабдомиосарко-
мы и выделяемые ею в кондиционирован-

ную среду факторы роста могут быть спец-
ифичны в отношении клеток мышц.

Изучение влияние обработки культу-
ральной посуды клетками RD не выявило 
статистически достоверных отличий ни в од-
ной из групп, включая мышцы, в отношении 
культур ткани которых можно предполагать 
лишь наличие тенденции к увеличению. 
Индексы площади составляли 100,29±1,6%, 
106,90±3,7% и 103,33±6,5% для культур экс-
плантов кожи, мышц и печени соответствен-
но. Одним из возможных объяснений может 
являться использование в данной серии экс-
периментов обработанной культуральной 
посуды в противовес необработанной по-
суде, использованной для оценки адгезии 
опухолевых клеток. Таким образом, изме-
нения, вызванные на поверхности посуды 
клетками RD, оказались незначительными 
на фоне существующего покрытия пласти-
ка. Дальнейшие исследования с использова-
нием различных протоколов обработки по-
суды могут способствовать установлению 
причины подобных результатов. 

При проведении оценки адгезии опухо-
левых клеток были получены следующие 
значения спектрофотометрии (в условных 
единицах, у.е.): Негативный контроль  – 
58,93±0,19; Позитивный контроль  – 
66,56±0,41; Группа I  – 57,69±0,45; Группа 
II – 66,69±0,34; Группа III – 69,5±0,31.

Статистическая обработка результатов 
не выявила статистически достоверных раз-
личий между группой I и негативным кон-
тролем, а также между группой II и пози-
тивным контролем. Однако различия между 
группой III и позитивным контролем были 
статистически достоверны (p=0,032). По-
добное повышение оптической плотности 
позволяет предполагать, что за равный вре-
менной промежуток в группе III, которая 
включала обработанные лунки, произошла 
адгезия большего числа клеток. Вместе 
с тем отсутствие достоверных различий 
между группой II и позитивным контролем 
также свидетельствует о повышении адге-
зии, которая привела к равной оптической 
плотности при меньшем времени.

Заключение
Полученные данные свидетельствуют 

о том, что клетки RD способны экспрес-
сировать внеклеточные факторы роста и/
или адгезии, которые могут ускорить про-
лиферацию клеток мышц и адгезию опу-
холевых клеток других линий (в данном 
случае линии SK-MEL-2). Данные литера-
туры позволяют предположить, что данные 
факторы имеют белковую природу и могут 
быть эффективны также в отношении дру-
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гих клеточных линий. Изучение точного 
состава продуктов жизнедеятельности дан-
ных клеток и возможностей их применения 
для культивирования других клеточных 
линий в различных условиях представляет 
собой потенциальное направление дальней-
ших исследований.
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