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Введение
На сегодняшний день для ряда исследовате-

лей одной из важных задач является получение 
персонифицированной культуры клеток карци-
номы молочной железы [1, 7].

Учитывая морфологическую гетерогенность 
рака молочной железы, влияющей на ряд био-
логических процессов в клетках, на чувстви-
тельность опухоли к химиотерапии [6], при 
длительном культивировании клеток карцино-
мы молочной железы наблюдается появление 
различных клеточных популяций, которые ха-
рактеризуются изменением морфологических 
показателей [2, 5], изменением изначальных ха-
рактеристик опухоли [3]. При отработке мето-
дик получения персонифицированных культур 
клеток необходимо учитывать условия культи-
вирования [7], состав культуральной среды, ко-
торые во многом определяют рост, изменение 
морфологических свойств, жизнеспособность 
культивируемых клеток [4]. 

Цель работы
Оценка влияния состава культуральной сре-

ды на морфологические показатели культиви-
руемых клеток карциномы молочной железы с 
целью создания персонифицированной экспери-
ментальной модели.

Материалы и методы
Для проведения исследования использовался 

операционный материал карциномы молочной 
железы, который транспортировали в лабора-
торию в стерильной среде (PBS и 1%-ый раствор 
антибиотиков-антимикотиков).

Все операции, связанные с обработкой ма-
териала, проводились в стерильных условиях в 
ламинарном боксе БАВнп-01-«Ламинар-С»-1,2 
LORICA. 

Опухолевую ткань промывали в фос-
фатно-солевом буферном растворе (PBS, 
Gibco,1740576) на чашке Петри и измельчали с 
помощью хирургического скальпеля. Фрагмен-
ты образца вновь промывали PBS, помещали в 
50-мл пробирку (TPP, 91050), содержащую сме-
шанный раствор ферментов, и инкубировали 16 
часов в СО2 инкубаторе Sanyo (Panasonic) MCO-
18AC при температуре 37оС в атмосфере с 5% 
СО2, 95% влажности. После инкубации образец 
фильтровали с использованием сита для клеток 
100 мкм (Corning, 431752), затем центрифуги-
ровали при 1600 об. / мин. в течение 10 минут. 
Супернатант отбрасывали и осадок промывали 
в фосфатно-солевом буферном растворе(PBS) и 
центрифугировали при 1600 об. /мин. в течение 
5минут. Затем осадок ресуспендировали с пол-
ной питательной средой. Суспензию клеток ин-
кубировали в СО2 инкубаторе при температуре 
37оС с использованием питательной среды Игла 
DMEM (Биолот, Россия) с добавлением 5% эм-
бриональной телячьей сыворотки (Биолот, Рос-
сия) и 1% антибиотика-антимикотика, 1% амфо-
терицина B, 0,1% гентамицина до образования 
монослоя.

Далее к части культуры клеток добавляли 
инсулин в дозе 0,005 мг / мл и продолжали куль-
тивирование с проведением оценки морфофунк-

ционального состояния клеток в культурах с 
инсулином и без добавления препарата на про-
тяжении трех пассажей.

Смену культуральной среды осуществляли 
каждые 4-5 дней. 

Пересев клеточных линий проводили при 
достижении культурой 80-90% конфлюента один 
раз в 3-4 дня, вызывая дезинтеграцию монослоя 
8-минутной экспозицией в растворе трипсина и 
версена в соотношении 1:1.

Контроль за состоянием культуры проводи-
ли с помощью инвертированного микроскопа 
Eclipse TS100, Nikon при увеличении в 200 и 400 
раз.

Для оценки морфологических параметров 
клетки окрашивались по Романовскому-Гимзе и 
по Май-Грюнвальду (рис. 1). 

Линейные размеры ядер и самих клеток вы-
числялись с помощью окулярного микрометра 
МОВ-1-15x и светового микроскопа Micros MC50 
(Австрия) при увеличении х400 по формуле:

где t — линейные размеры объекта; 
       II-I — разность отсчетов; 
       β — линейное увеличение объектива.

На основании этих данных высчитывалась 
площадь ядер и клеток. Также определялось 
ядерно-цитоплазматическое соотношение по 
формуле:

где ЯЦО — ядерно-цитоплазматическое 
      отношение; 
      S я — площадь ядра; 
      S ц — площадь цитоплазмы.

Статистическую обработку результатов 
проводили, используя программы MS Exel и 
STATISTICA 6, для оценки значимости различий 
использовали критерий Манна-Уитни.

Результаты и обсуждение
При исследовании морфологических пара-

метров опухолевых клеток в процессе культи-
вирования были выявлены статистически зна-
чимые изменения показателей площади клеток, 
площади ядер и ядерно-цитоплазматического 
отношения (ЯЦО) в зависимости от условий 
культивирования.

 

Рис. 1. Измерение линейных размеров клеток с помо-
щью окулярного микрометра МОВ-1-15x и светового 

микроскопа Micros MC50 (Австрия). Увел. Х 400. 
Окраска по Романовскому-Гимзе
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При оценке показателей площади клеток и 
площади ядер в культурах клеток карциномы 
молочной железы, инкубированных с инсули-
ном и без добавления препарата, были выявлены 
статистически значимые различия между куль-
турами клеток. 

Так, показатель площади ядер в культуре без 
добавления инсулина на первом пассаже (Р0) 
составил 0,0033±0,0002, на втором пассаже (Р1) 
этот показатель достиг значения 0,0044±0,002 
и к третьему пассажу (Р2) достиг 0,0049±0,004 
(р≤0,05). 

Оценка этого показателя в культуре с до-
бавлением инсулина показала, что уже на Р0 
значение составило 0,0036±0,0007, в клетках Р1 
показатель достиг значения 0,0048±0,0003 и на 
третьем пассаже составил 0,0059±0,0002 (р≤0,05) 
(рис. 2).

Рис. 2. Различие между группами культуры клеток 
рака молочной железы с инсулином и без инсулина 
по площади ядер (* — различие групп с инсулином и 
без инсулина достоверно (р<0,05), на доверительных 

интервалах отложена величина ошибки среднего)

При оценке показателя площади клеток также 
были выявлены достоверные изменения. Так, зна-
чение этого показателя в клетках, культивируемых 
без добавления инсулина, на первом пассаже (Р0) 
составило 0,0096±0,0003, но на последующих двух 
пассажах (Р1 и Р2) значительно не изменилось и 
достигло значений 0,0103±0,0002 и 0,0,0104±0,0003 
соответственно. Тогда как в культуре клеток с 
добавлением инсулина показатель площади кле-
ток достоверно увеличивался на протяжении 
всех трех пассажей и составил 0,0089±0,0017 на 
первом пассаже (Р0), 0,0100±0,0003 — на втором 
(Р1), на третьем пассаже (Р2) достиг значения 
0,0107±0,0002 (р≤0,05) (рис. 3).

 

Рис. 3. Различие между группами культуры 
клеток рака молочной железы с инсулином и без 
инсулина по площади клеток  (* — различие групп 
с инсулином и без инсулина достоверно (р<0,05), 

на доверительных интервалах отложена величина 
ошибки среднего)

Результаты эксперимента показали, что на 
протяжении всего процесса культивирования 
наблюдалось увеличение значения ядерно-цито-
плазматического соотношения клеток, инкуби-
рованных с добавлением инсулина, по сравне-
нию с культурой без инсулина. 

Так, показатель ЯЦО клеток, культивируе-
мых без добавления инсулина, на первом пас-
саже (Р0) составил 0,35±0,021, на втором пасса-
же (Р1) этот показатель составил 0,42±0,020, на 
третьем (Р2) — 0,47±0,032 (р≤0,05).

При морфологической оценке клеток, куль-
тивируемых с добавлением инсулина, показатель 
ЯЦО значительно превышал таковой в культуре 
без добавления инсулина и в клетках Р0 соста-
вил 0,40 ± 0,022 с дальнейшим увеличением на 
Р1 до 0,48±0,028 и к Р2 увеличился до 0,55±0,023 
(р≤0,05) (рис. 4).

 

Рис. 4. Различие ЯЦО между группами культуры 
клеток рака молочной железы с инсулином и без 
инсулина (* — различие групп с инсулином и без 
инсулина достоверно (р<0,05), на доверительных 

интервалах отложена величина ошибки среднего)

Выводы
Опыт культивирования клеток рака молоч-

ной железы с добавлением в культуру инсулина 
выявил статистически значимые различия пло-
щадей ядер и клеток данных групп и тенден-
цию к увеличению ядерно-цитоплазматического 
отношения этих клеток, по сравнению с мор-
фологическими показателями клеток, культи-
вированных без добавления препарата, что сви-
детельствует о чувствительности данного типа 
клеток к инсулину. Таким образом, инсулин, не 
являющийся специфическим агентом для како-
го-либо типа культивируемых клеток, повышая 
накопление глюкозы и аминокислот клетками 
в культуре, влияет на процессы пролиферации 
и дифференцировки клеток, необходимых для 
поддержания роста культуры. Следовательно, 
изменение состава культуральной среды должно 
учитываться при дальнейшем культивировании 
клеток карциномы молочной железы с целью 
создания персонифицированных эксперимен-
тальных моделей. 



66

ISSN:2500-0667

Литература
1. Опыт культивирования клеток карциномы молочной железы люминального подтипа / Сазонов С. В., Брил-
лиант А. А., Бриллиант Ю. М., Демидов С. М. // Сборник научных работ «Клеточные технологии – практическому 
здравоохранению». – 2018. – С.115-128.
2. Шамшурина, Е. О. Морфологический анализ культуры клеток рака молочной железы / Шамшурина Е. О., Моги-
ленских А. С., Сазонов С. В. // Успехи молекулярной онкологии. – 2019. –Т.6, №4. – С.88-89.
3. Опыт культивирования клеток карциномы молочной железы тройного негативного подтипа / Шамшурина Е. 
О., Могиленских А. С., Сазонов С. В. [и др.] // Клеточные технологии – практическому здравоохранению: сборник 
статей VIII межрегиональной научно-практической конференции. – Екатеринбург, 2019. – С. 212-214.
4. Могиленских? А. С. Сравнение роста первичной культуры карциномы молочной железы в различных усло-
виях для культивирования. / Могиленских А. С., Седнева-Луговец Д. А.// VМеждународная научно-практическая 
конференция «Актуальные вопросы современной медицинской науки и здравоохранения» : Сборник статей. 
– Екатерирнбург, 2020. – С.128-132.
5. Нуркиев, А. Р. Сравнительная морфологическая оценка культивируемых клеток двух случаев карцином мо-
лочной железы / Нуркиев А. Р., Шамшурина Е. О. // V Международная научно-практическая конференция «Ак-
туальные вопросы современной медицинской науки и здравоохранения» : Сборник статей. – Екатерирнбург, 
2020. – С.132-137.
6. Внутриопухолевая морфлогическая гетерогенность рака молочной железы, как фактор, отражающий мета-
статический потенциал и чувствительность опухоли к химиотерапии./ Геращенко Т.С. , Завьялова М.В. [и др.] // 
ACTA NATURE. – 2017. – Том 9, № 1 (32). – С. 60-72.
7. Могиленских, А. С. Оптимизация условий культивирования первичной культуры карциномы молочной желе-
зы человека / Могиленских А. С., Сазонов С. В., Демидов С. М. // Материалы VI Петербургского международного 
онкологического форума «Белые ночи 2020». – С-Петербург, 2020.

Сведения об авторах
Е.О. Шамшурина — канд. мед. наук, доц. кафедры гистологии, цитологии и эмбриологии УГМУ.
Адрес для переписки: elshamshurina@gmail.


