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Резюме
В последние десятилетия большую актуальность для медицинских и фармацевтических исследований 
приобретают методы, основанные на клеточных технологиях. В данной работе было рассмотрено применение 
BioStation CT для непрерывного прижизненного наблюдения за культурой клеток асцитной карциномы Эрлиха 
в условиях воздействия разными концентрациями двух активных веществ (от 1,25 до 20 мг/л). В результате 
мониторинга состояния клеток карциномы в течение 4,5 суток было показано, что вещество № 2 не оказывает 
влияние на жизнеспособность клеток, тогда как вещество № 1 вызывает их гибель. При этом воздействие 
данного активного вещества имеет дозозависимый характер. Фотодокументирование с интервалом в 
2 часа позволило проследить различия в скорости разрушения клеток (интенсивная утрата целостности в 
первые сутки с дальнейшей стабилизацией числа живых клеток или постепенной дезинтеграцией клеток на 
протяжении всего эксперимента), а также различия во времени достижения 50 %-й гибели. Таким образом, в 
процессе исследования было продемонстрировано, что BioStation CT является перспективным оборудованием 
для токсикологических исследований и значительно расширяет возможности детектирования процессов, 
происходящих с живыми клетками, за достаточно протяжённый период времени. Благодаря тому, что данный 
прибор совмещает свойства CO2-инкубатора и микроскопа, что полностью исключает контаминирующее 
стрессовое влияние изменений условий окружающей среды во время экспозиции с тестируемым веществом, 
а также предоставляет возможность проводить фотодокументирование клеточной культуры в фазовом 
контрасте или с флуоресцентным окрашиванием в автоматическом режиме, BioStation CT делает возможным 
непрерывное, не ограниченное по срокам наблюдение с последующим анализом особенностей поведения 
клеток на всем протяжении эксперимента, что принципиально отличается от систем, допускающих только 
фиксирование конечного результата долгосрочного воздействия активным веществом.
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Abstract
In recent decades, the methods based on the cell technologies have become more relevant for medical and pharmaceutical 
research. In this paper, we considered the BioStation CT using for continuous in vivo observation of Ehrlich ascitic carcinoma 
cell culture under the influence of two active substances in different concentrations (from 1.25 to 20 mg/l). As a result of 
the carcinoma cells condition monitoring for 4.5 days it was shown that substance No 2 does not affect the cell viability 
while substance No 1 causes the carcinoma cell death, and this active substance effect is dose-dependent. Photodocumen-
tation at two-hour intervals allowed us to research differences in the rate of cell destruction (intensive disintegration in 
the first day with further stabilization of the living cells number or gradual cell death throughout the experiment), as 
well as differences in the time of 50 % mortality reaching. Thus in the study it was demonstrated that due to the fact that 
the BioStation CT combines the properties of a CO2-incubator and a microscope this device is promising for toxicological 
studies and significantly expands the detection possibilities of processes occurring with living cells for a sufficiently long 
time period making possible further analysis of the cell behavior characteristics throughout the experiment, and that is 
fundamentally different from the systems allowing only the final result fixation of long-term active substance exposure.
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ВВедение

Исторически традиционным подходом в ме-
дицине и фармакологии является использование 
мелких быстро размножающихся животных в ка-
честве модельных объектов. Особенно широко они 
применяются при токсикологических исследованиях 
для выявления потенциально опасных для здоровья 
человека соединений, а также для изучения харак-
тера воздействия исследуемого вещества на живой 
организм, оценки возможных рисков и установления 
критической дозы. Однако в последние десятиле-
тия более актуальными становятся исследования, 
основанные на клеточных технологиях [1, 2, 3, 4]. 
Работа с клеточной культурой, по сравнению с ис-
пользованием животных, имеет ряд очевидных пре-
имуществ, таких как отсутствие затрат на содержание 
животных, уменьшение длительности эксперимента, 
непосредственное наблюдение цитологического воз-
действия, возможность исследования механизмов, 
опосредующих токсический эффект тестируемого 
вещества, на клеточном уровне [5, 6, 7], а также воз-
можность использования культур клеток человека, 
что позволяет нивелировать межвидовые различия 
на молекулярно-генетическом и рецепторно-сигналь-
ном уровнях [5, 6, 8]. 

Сейчас успехи в сфере исследования клеточных 
культур привели к разработке инкубаторов для 
поддержания жизнеспособности клеток, способных 
обеспечивать не только температуру, близкую к 
температуре тела (37 °С), но и высокую влажность 
(80–90 %) и содержание СО2 (5 %) [2, 4]. Одной из 
последних разработок компании Nikon является 
BioStation CT, совмещающая в себе свойства СО2-
инкубатора и микроскопа. Данная станция делает 
возможным наблюдение за инкубируемой культурой 
клеток в автоматическом режиме без необходимости 
извлекать данную культуру из надлежащей среды и 
подвергать клетки дополнительному стрессу. В свя-
зи с этим данный инкубатор может быть применён 
для исследования цитотоксичности природных и 
вновь синтезированных соединений по отношению 
к клеточным культурам различного происхождения 
в течение всего времени воздействия вещества на 
клетки. 

Цель исследОВания

Оценить возможность использования BioStation CT 
для определения потенциальной цитотоксичности. 

Материалы и МетОды|

Исследование проведено на первичной культуре 
клеток асцитной карциномы Эрлиха, полученных 
из перепрививаемой культуры, поддерживаемой в 
белых лабораторных мышах. Культура данного пере-
прививаемого штамма приобретена в питомнике 
ФБУН «Государственный научный центр вирусоло-
гии и биотехнологии «Вектор» (посёлок Кольцово, 
Новосибирская область, Россия), ветеринарный 
сертификат 254 № 0336050 от 28.07.2010 г. Забор 
асцитной жидкости осуществлялся на log-фазе раз-
множения штамма асцитной карциномы Эрлиха. 

Полученную клеточную суспензию разводили в 
500 раз питательной средой DMEM, дополненной 
50 мкг/мл антибиотика гентамицина, после чего 
культивировали в течение 7 суток в 24-луночных 
планшетах при температуре 37 °С, влажности 80 %, 
содержании СО2 5 %, используя СО2-инкубатор 
BioStation CT (Nikon). Через 7 дней культивирования 
опухолевых клеток в соответствующие лунки были 
добавлены тестируемые вещества в разных концен-
трациях (потенциально токсичное вещество № 1, 
потенциальное индифферентное вещество № 2); 
в контрольные лунки вносили равное количество 
среды DMEM. Цитотоксичность исследуемых ве-
ществ определяли морфологически по нарушению 
целостности клеточной мембраны и выходу клеточ-
ного содержимого в среду, используя программный 
продукт Nis-Elements AR 4.1. Степень токсичности 
разных концентраций тестируемых веществ для кар-
циномных клеток сравнивали, используя показатель 
ЛД50. Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили с помощью лицензионного пакета 
прикладных программ Statistica 6.1.

результаты и Обсуждение

Одной из основных особенностей CO2-инкубатора 
BioStation CT, используемого в данной работе, яв-
ляется возможность проводить наблюдения за 
культивируемыми клетками в условиях темпера-
туры, влажности и содержания углекислого газа, 
необходимых для поддержания жизнеспособности 
клеток, что полностью исключает контаминирующее 
стрессовое влияние изменений условий окружающей 
среды во время экспозиции с тестируемым веще-
ством. Другая не менее важная особенность данного 
CO2-инкубатора определяется возможностью прово-
дить фотодокументирование клеточной культуры 
в фазовом контрасте или с флуоресцентным окра-
шиванием в автоматическом режиме, благодаря 
чему наблюдение можно производить непрерывно 
в течение нескольких суток с временными интер-
валами, устанавливаемыми самим исследователем. 
В данном случае фотодокументирование состояния 
клеток асцитной карциномы Эрлиха проводилось 
каждые 2 часа в пяти точках каждой лунки в течение 
102 часов. 

Выбранный временной интервал позволил про-
следить скорость гибели клеток, а также оценить 
характер изменения их численности при воздействии 
разных концентраций (от 1,25 до 20 мг/л) тестируе-
мых соединений (рис. 1, 2).

В результате проведённого исследования выяв-
лено, что инкубирование с разными концентрациями 
вещества № 2 (1,25 мг/л; 2,5 мг/л; 5 мг/л; 10 мг/л; 
20 мг/л) не оказало никакого заметного влияния на 
клетки карциномы Эрлиха (рис. 3, 4), что полностью 
соответствовало контрольной группе образцов. За 
время воздействия веществом № 2 количество до-
кументируемых клеток не изменялось, их целост-
ность не нарушалась, не было обнаружено заметных 
повреждений (рис. 3, 4).
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рис. 3.  Культура карциномных клеток через 2 часа после 
воздействия веществом № 2. 

Fig. 3.  Carcinoma cells in 2 hours after incubation with substance N 2.

рис. 4.  Культура карциномных клеток через 102 часа после 
инкубации с веществом № 2.

Fig. 4.  Carcinoma cells in 102 hours after incubation with substance N 2.
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рис. 1.  Цитотоксическое действие разных концентраций вещества № 1 (20 мг/л; 10 мг/л) на культивируемые клетки кар-
циномы Эрлиха. Приведены медианы, 1-е и 3-и квартили серии повторов. Данные представлены в процентном 
отношении к изначальному количеству живых клеток.

Fig. 1.  Cytotoxic effect of substance N 1 in different concentrations (20 mg/l, 10 mg/l) on cultivated Ehrlich carcinoma cells: median values, 
first and third quartiles; % to the initial number of living cells. 
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рис. 2.  Цитотоксическое действие разных концентраций вещества № 1 (5 мг/л; 2,5 мг/л; 1,25 мг/л) на культивируемые 
клетки карциномы Эрлиха. Приведены медианы, 1-е и 3-и квартили серии повторов. Данные представлены в про-
центном отношении к изначальному количеству живых клеток.

Fig. 2.  Cytotoxic effect of substance N 1 in different concentrations (5 mg/l, 2.5 mg/l, 1.25 mg/l) on cultivated Ehrlich carcinoma cells: 
median values, first and third quartiles; % to the initial number of living cells. 
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Однако в лунках, в которых клетки инкубирова-
лись с веществом № 1, наблюдались существенные 
изменения, которые носили дозозависимый характер. 
Карциномные клетки, подвергшиеся воздействию 
вещества № 1 в концентрации 20 мг/л, в первые 
сутки активно разрушались, утрачивая целостность 
клеточной мембраны с последующим выходом ци-
топлазматического содержимого в среду. Уже через 
6 часов инкубации количество погибших клеток 
достигало ЛД50. Кроме того, в среде прогрессивно 
увеличивалось количество клеточного дебриса, что 
в свою очередь также указывало на активный распад 
карциномных клеток. В последующие сутки скорость 
гибели снижалась, но, тем не менее, к концу экспе-
римента наблюдались лишь единичные клетки, не 
утратившие структурную целостность (рис. 5, 6, 7, 8).

рис. 5.  Культура карциномных клеток через 2 часа после 
воздействия 20 мг/л вещества № 1.

Fig. 5.  Carcinoma  cells  in  2  hours  after  incubation  with  20  mg/l 
substance N 1.

рис. 6.  Культура карциномных клеток через 28 часов воз-
действия 20 мг/л вещества № 1. 

Fig. 6.  Carcinoma cells  in 28 hours after  incubation with 20 mg/l 
substance N 1.

При анализе фотодокументации было отмечено, 
что гибель клеток карциномы Эрлиха в процессе ин-
кубации с веществом № 1 в концентрациях 20 мг/л 
и 10 мг/л обладала следующими особенностями: 
клетки активно гибли в 1-е сутки воздействия ак-
тивным веществом, тогда как на 2-е сутки и далее 
снижение их числа носило постепенный характер 
(рис. 1, 5, 6, 7, 8). В то же время при воздействии 
вещества № 1 в концентрациях 5 мг/л и 2,5 мг/л 
клеточная гибель была более выражена в первые 
часы и достигала 50 % раньше, чем при воздействии 
более высоких концентраций. При этом к концу 1-х 
суток количество клеток достигало стационарного 
состояния или лишь незначительно снижалось на 
3-и сутки (рис. 2, 9, 10).

рис. 7.  Культура карциномных клеток через 78 часов воз-
действия 20 мг/л вещества № 1. 

Fig. 7.  Carcinoma cells  in 78 hours after  incubation with 20 mg/l 
substance N 1.

рис. 8.  Культура карциномных клеток через 102 часа воз-
действия 20 мг/л вещества № 1.

Fig. 8.  Carcinoma cells in 102 hours after incubation with 20 mg/l 
substance N 1.
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рис. 9.  Культура карциномных клеток через 2 часа воздей-
ствия 5 мг/л вещества № 1.

Fig. 9.  Carcinoma  cells  in  2  hours  after  incubation  with  5  mg/l 
substance N 1.

рис. 10.  Культура карциномных клеток через 102 часа воз-
действия 5 мг/л вещества № 1.

Fig. 10.  Carcinoma cells in 102 hours after incubation with 5 mg/l 
substance N 1.

При инкубации клеток с низкой концентрацией 
вещества № 1 (1,25 мг/л) воздействие тестируемого 
вещества было минимальным: гибель карцином-
ных клеток отмечалась только в 1-е сутки, после 
чего их количество стабилизировалось и до оконча-
ния эксперимента не достигало 50%-й смертности 
(рис. 2, 11, 12).

рис. 11.  Культура карциномных клеток через 2 часа воз-
действия 1,25 мг/л вещества № 1.

Fig. 11.  Carcinoma cells in 2 hours after incubation with 1.25 mg/l 
substance N 1.

рис. 12.  Культура карциномных клеток через 102 часа воз-
действия 1,25 мг/л вещества № 1.

Fig. 12.  Carcinoma cells in 102 hours after incubation with 1.25 mg/l 
substance.

заключение

В данном исследовании была рассмотрена воз-
можность применения CO2-инкубатора BioStation CT 
для непрерывного прижизненного наблюдения за 
культурой клеток асцитной карциномы Эрлиха во 
время инкубации с двумя тестируемыми соедине-
ниями. Было показано, что данное оборудование 
является перспективным для токсикологических 
исследований и значительно расширяет возмож-
ности детектирования процессов, происходящих 
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с живыми клетками за достаточно протяжённый 
период времени. Также используемый инкубатор 
позволяет отмечать особенности поведения клеток 
(изменения скорости гибели, время достижения 
ЛД50) на всём протяжении эксперимента, в отли-
чие от систем, допускающих только фиксирование 
конечного результата долгосрочного воздействия 
активным веществом. 

Исследование проведено с применением оборудова-
ния ЦКП «Диагностические изображения в хирургии».
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