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Аннотация. Методом световой микроскопии, путем подсчета  концентрации клеток в суспензии 
и определения уровня их жизнеспособности, оцениваемого по изменению целостности плазмалем-
мы, исследованы изменения фоточувствительности в условиях in vitro суспензии клеток асцитной 
карциномы Эрлиха (АКЭ), извлеченных на различных стадиях роста опухоли в перитонеальной 
полости мышей аутбредного стока NMRI, к действию красного света (665±15 нм; 18 Дж/см2) в при-
сутствии сенсибилизатора — метиленового голубого (МГ; 10-6; 10-5 и 10-4 моль/л). Установлено, что 
в названных условиях эксперимента наибольший модифицирующий эффект по отношению к клет-
кам опухоли обнаруживался при использовании МГ в концентрации 10-4 моль/л. Выявлена большая 
резистентность клеток АКЭ, извлеченных на 7-е сут роста, к цитотоксическому действию метилено-
вого голубого (10-4 моль/л) в темновых условиях и после облучения, по сравнению с таковой клеток 
неоплазмы, полученных на 5-е и 12-е сут пролиферации.

Ключевые слова: асцитная карцинома Эрлиха, жизнеспособность, метиленовый голубой, фо-
тодинамическое воздействие, фотосенсибилизатор.

Abstract. By light microscopy, by counting cell concentration in suspension and determining the 
level of their viability as measured by changes in the integrity of the plasmalemma, we examined the in 
vitro change of photosensitivity of cell suspension of Ehrlich ascites carcinoma (EAC) extracted from the 
peritoneal cavity of mice, outbred NMRI runoff, to the action of red light (665 ± 15 nm, 18 J/cm2) in the 
presence of a sensitizer methylene blue (MB; 10-6, 10-5 and 10-4 mol/l). We found that the most modifying 
effect on the tumor cells was detected by using MB at a concentration 10-4 mol/l in these experimental 
conditions. The most resistance of EAC cells to the cytotoxic effect of methylene blue (10-4 mol/l) under 
dark conditions, and after exposure, was detected at 7th day of tumor growth as compared to neoplasms cell 
obtained on the 5th and 12th days proliferation.

Keywords: Ehrlich ascites carcinoma, viability, methylene blue,  photodynamic action, photosensitizer.
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ВВЕДЕНИЕ
Повреждающий эффект генерируемых в био-

системах после введения экзогенного агента ак-
тивных форм кислорода и синглетного кислорода 
в настоящее время находит широкое применение 
в клинической практике в рамках метода фото-
динамической терапии злокачественных новооб-
разований и ряда патологий неопухолевого про-
исхождения, предполагающей использование 
красителя-сенсибилизатора, и, как правило, ви-
димого света [1]. Однако молекулярно-клеточные 
механизмы процессов, лежащих в основе эффекта 
резорбции опухолей в данном случае, исследованы 
далеко не полностью, поэтому представляется ак-
туальным проведение исследований на модельных 
системах, включающих клетки экспериментальных 

опухолей и экзогенные сенсибилизаторы, в услови-
ях фотодинамического воздействия. Эффективным 
генератором синглетного кислорода является кра-
ситель — метиленовый голубой (МГ) [1, 2].

Одной из трудностей элиминации неопласти-
ческих образований в условиях in vivo является 
одновременное наличие в опухолевой паренхиме 
пула пролиферирующих клеток, популяции по-
коящихся клеток, зон некроза, апоптотических 
и др. клеток, что обусловливает различную чув-
ствительность опухоли к терапевтическим воз-
действиям.

В связи с этим целью настоящей работы яви-
лось исследование чувствительности клеток экс-
периментальной опухоли — асцитной карциномы 
Эрлиха (АКЭ), находящихся на различных ста-
диях роста, к действию красного света в присут-
ствии МГ различных концентраций.
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МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
В качестве объекта исследования использова-

лись клетки АКЭ, пролиферирующей в перитоне-
альной полости мышей-самцов аутбредного стока 
NMRI в возрасте 2—3 мес., извлеченные на 5-е, 
7-е и 12-е сут после инокуляции опухоли. Далее 
клетки отмывались от асцитной жидкости путем 
двукратного центрифугирования при 300 g в те-
чение 5 мин в растворе Хенкса (рН 7,4). Опреде-
ление концентрации клеток в суспензии осущест-
вляли с использованием камеры Горяева.

В условиях темновой инкубации с красителем 
(1 ч) и облучения в его присутствии концентрация 
клеток в суспензии составляла 107 кл./мл. В каче-
стве источника излучения использовали аппарат 
«УЛОКС» (665±15 нм; 5 мВт/см2) [3]. 

После соответствующих модификаций клет-
ки помещались в среду RPMI-1640 (Биолот, Рос-
сия) c добавлением пенициллина и стрептомици-
на для дальнейшей инкубации при температуре 
37 °С. Концентрация клеток при этом составляла 
106 кл./мл.

Число жизнеспособных клеток в суспензии 
определяли методом эксклюзии трипанового си-
него [4]. Общую концентрацию лейкоцитов в 
крови мышей на различных стадиях роста АКЭ 
определяли (после лизиса эритроцитов) с исполь-
зованием камеры Горяева. Дифференциальный 
подсчет производили после окраски мазков крови 
красителем Романовского — Гимза.

Приготовление и анализ препаратов метафаз-
ных хромосом включали следующие этапы [5—
6]: остановку митоза на стадии метафазы путем 
добавления к клеточной суспензии колхицина и 
инкубирования образца в течение 2 ч при  темпе-
ратуре 37 °С; обработку клеток гипотоническим 
раствором (смесь растворов хлорида калия (0,56 
%) и цитрата натрия (1 %) в соотношении 1:1); 
фиксацию клеток смесью этилового спирта и ук-
сусной кислоты в соотношении 3:1; раскапыва-
ние клеточной суспензии с высоты 20—30 см на 
предметное стекло и дальнейшее высушивание на 
воздухе. Рутинную окраску хромосом  производи-
ли в течение 5—7 мин красителем Гимза (1 %), 
приготовленным на фосфатном буфере (рН 6,8). 
По окончании окрашивания препарат промыва-
ли дистиллированной водой в течение 1—2 мин, 
высушивали и анализировали под микроскопом с 
иммерсионным объективом ×90.

Обработку результатов экспериментов прово-
дили методами параметрической статистики с ис-
пользованием программы «Statistiсa».

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Нами исследованы изменения концентрации и 

уровня жизнеспособности клеток АКЭ, извлечен-
ных на различных стадиях роста опухоли (5-е, 7-е 
и 12-е сут после инокуляции в перитонеальную 
полость мышей), после их темновой инкубации (1 
ч), а также облучения красным светом (665 нм; 18 
Дж/см2) в присутствии МГ в концентрациях 10-6; 
10-5 и 10-4 моль/л. Далее образцы отмывались от 
модификатора и помещались в среду RPMI 1640 
для дальнейшей инкубации. Значения исследу-
емых показателей измеряли через 4, 24 и 48 ч. 
Концентрация клеток при модификации в присут-
ствии МГ составляла 10 млн/мл, в условиях куль-
тивирования в среде RPMI — 1 млн/мл.

На рис. 1 а и б представлены значения кон-
центрации клеток в суспензии и уровня их жиз-
неспособности после фотомодификации образцов 
АКЭ в присутствии МГ, извлеченных на 5-е сут 
роста опухоли. Из анализа данных, приведенных 
на рисунке, следует, что МГ в концентрациях 10-6; 
10-5 и 10-4 моль/л оказывает цитотоксическое дей-
ствие на клетки АКЭ, причем степень его выра-
женности увеличивается с ростом концентрации 
модификатора и в условиях облучения красным 
светом. Так, непосредственно после фотомодифи-
кации в присутствии МГ (10-4 моль/л) выявляет-
ся статистически значимое снижение жизнеспо-
собности клеток опухоли (рис. 1б, кривая 4б), в 
то время как для остальных образцов подобные 
изменения не обнаружены. Через 4 ч инкубации 
различия в уровнях концентрации и жизнеспо-
собности между группами образцов, инкубиро-
ванных с МГ в темновых условиях (рис. 1б, кри-
вые а) и облученных в его присутствии (рис. 1б, 
кривые б), возрастают: в первом случае значения 
исследуемых параметров статистически значи-
мо не отличались от контрольных величин, а во 
втором — регистрировалось снижение уровня 
жизнеспособности клеток, достигающее макси-
мального значения (17,6 %) в случае использо-
вания МГ (10-4 моль/л). Спустя 24 ч в образцах, 
инкубированных с МГ (10-4 моль/л), с помощью 
применяемого метода анализа клетки не выявля-
лись, а в случае суспензии клеток, облученных с 
красителем в аналогичной концентрации, наблю-
дался крайне низкий уровень жизнеспособности 
(10,9 %). Дальнейшее наблюдение за изменения-
ми исследуемых показателей позволило выявить, 
что через 48 ч в образцах, инкубированных с МГ 
(10-6 моль/л) и облученных в смеси с фотосенси-
билизатором (10-6 и 10-5 моль/л) (рис. 1а, группы 

Жизнеспособность клеток асцитной карциномы эрлиха на различных стадиях роста
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2а, 2б и 3б), происходило снижение концентрации 
клеток, а в случае использования МГ (10-4 моль/л) 
клетки не выявлялись (рис. 1а, группа 4). Таким 
образом, наибольшее модифицирующее действие 
на исследуемые характеристики клеток АКЭ в 
данных условиях оказал МГ (10-4 моль/л), облада-
ющий выраженным цитотоксическим действием 
в темновых условиях (что выявляется в случае 
долговременной инкубации (24 и 48 ч)), усилива-
ющимся  в результате индукции реакций фотосен-
сибилизированного окисления (непосредственно 

после облучения красным светом и 4 ч инкуба-
ции).

Несколько иной характер носили изменения 
исследуемых показателей в отношении клеток 
АКЭ, извлеченных на 7-е сут роста неоплазмы. 
Рис. 2 иллюстрирует изменения уровней концен-
трации клеток и их жизнеспособности после фо-
томодификации в присутствии МГ (10-4 моль/л) и 
последующей их темновой инкубации. В данном 
случае на протяжении 48 ч наблюдения не выяв-
лялось статистически значимых изменений кон-
центрации клеток в суспензии ни при темновой 
инкубации с красителем, ни после фотомодифи-
кации в его присутствии (рис. 2а). 

Рис. 2. Изменения концентрации (а) и уровня 
жизнеспособности  клеток АКЭ (извлеченных на 
7-е сут роста), оставшихся в суспензии к момен-
ту анализа (б), после облучения красным светом 
в присутствии МГ и последующего культивиро-
вания в среде RPMI 1640 в течение 4, 24, и 48 ч: 
1 — контроль (немодифицированная суспензия); 
2 — облучение (1 ч) без МГ; 3а — инкубация с 
МГ (10-4 моль/л); 3б — облучение с МГ; 0 — кон-
центрация (а) и жизнеспособность (б) клеток по-
сле помещения соответствующего модифициро-
ванного образца в среду RPMI 1640, это значение 
принято за 100 %. По оси ординат — концентра-
ция клеток в суспензии, % (а) и уровень их жиз-
неспособности, % (б); по оси абсцисс (б) — время 
инкубации, ч

Рис. 1. Изменения концентрации (а) и уровня 
жизнеспособности  клеток АКЭ (извлеченных на 
5-е сут роста), оставшихся в суспензии к момен-
ту анализа (б), после облучения красным светом 
в присутствии МГ и последующего культивиро-
вания в среде RPMI 1640 в течение 4, 24, и 48 ч: 
1 — контроль (немодифицированная суспензия); 
а — инкубация с МГ (1 ч); б — облучение с МГ 
в концентрациях (моль/л): 2 — 10-6; 3 — 10-5; 4 — 
10-4; 0 — концентрация (а) и жизнеспособность 
(б) клеток после помещения соответствующего 
модифицированного образца в среду RPMI 1640, 
это значение принято за 100 %. По оси ординат 
— концентрация (С) клеток в суспензии, % (а) и 
уровень их жизнеспособности (А), % (б); по оси 
абсцисс (б) — время инкубации, ч; * — отличия 
от контроля статистически значимы при уровне 
значимости 5 %
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Рис. 3. Изменения концентрации (а) и уровня 
жизнеспособности  клеток АКЭ (извлеченных на 
12-е сут роста), оставшихся в суспензии к момен-
ту анализа (б), после облучения красным светом 
в присутствии МГ и последующего культивиро-
вания в среде RPMI 1640 в течение 4, 24, и 48 ч 
(обозначения — см. на рис. 1)

Однако уровень жизнеспособности клеток 
при этом постепенно снижался (рис. 2б, кривые 
3а и 3б) и для образцов, облученных с МГ, через 
48 ч составил 29 %.

Таким образом, клетки АКЭ, извлеченные на 
7-е сут роста, в указанных условиях эксперимента 
обнаруживали меньшую чувствительность к дей-
ствию МГ (10-4 моль/л) как в темновых условиях, 
так и после фотодинамического воздействия на 
клетки в суспензии.

Далее нами были проведены эксперименты с 
использованием клеток АКЭ, находящихся в ста-
ционарной фазе роста (12-е сут). Результаты про-
веденных экспериментов приведены на рис. 3. 

В данном случае обращает на себя внимание 
сходный характер направленности изменений 
исследуемых показателей в отношении таковых 
образцов АКЭ, извлеченных на 5-е сут роста 
опухоли (в частности, аналогичное направление 
изменений для образцов с МГ (10-5 и 10-4 моль/л; 
рис. 3а, группы 3 и 4; рис. 3б, кривые 3 и 4), за 

исключением более резкого и генерализованного 
(для всех образцов, включая контрольные) сниже-
ния жизнеспособности через 4 ч культивирования 
и уменьшения концентрации клеток после их тем-
новой инкубации в присутствии МГ (10-6 моль/л).

Таким образом, нами показано модулирующее 
действие МГ различных концентраций на уровень 
целостности клеточных мембран АКЭ как в тем-
новых условиях, так и после фотодинамического 
воздействия на образцы. Кроме того, выявлена 
различная чувствительность опухолевых клеток 
на различных стадиях их пролиферации в пери-
тонеальной полости к используемым экзогенным 
воздействиям.

Метиленовый голубой — производное азади-
фенилметанов, относящееся к классу тиазиновых 
красителей [1]:

МГ в условиях его фотовозбуждения являет-
ся мощным генератором 1О2. Это дает основание 
к его использованию в качестве сенсибилизатора 
селективного окисления синглетным кислородом 
биологических соединений по двойным связям. 
В клетке МГ, по данным разных авторов, может 
накапливается в митохондриях, лизосомах, ядре; 
обладает способностью связываться с ДНК и дру-
гими макромолекулами и низкомолекулярными 
соединениями. В темновых условиях в клетке 
краситель способен окислять восстановительные 
эквиваленты (НАД(Ф)Н и др.) с образованием 
лейкоформы, которая впоследствии вступает во 
взаимодействие с растворенным кислородом, в 
результате чего образуется пероксид водорода 
и восстановленный МГ. Результатом этой реак-
ции может являться инициация цепи процессов, 
приводящих в конечном счете к изменениям 
клеточной жизнеспособности. Ранее нами было 
продемонстрировано модулирующее действие пе-
роксида водорода на уровень фрагментации ДНК 
клеток АКЭ [7].

Клетки АКЭ различных культивируемых 
штаммов характеризуются различным числом 
хромосом [8—9]. В процессе пролиферации в 
перитонеальной полости животного могут про-
исходить изменения уровня плоидности клеток, 
хромосомные перестройки, изменения проли-
феративного индекса клеток (максимальное зна-
чение достигается на экспоненциальной  стадии 
роста (5—7 сут), затем происходит его снижение 
на стационарной стадии (9—12 сут)). На рис. 
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4—5 представлены микрофотографии типичных 
клеток АКЭ в различных фазах клеточного цик-
ла и метафазные пластинки с различным числом 
хромосом на стадии интенсивной клеточной про-
лиферации (7-е сут). В ходе роста АКЭ по мере 
приближения к терминальной стадии в асцитной 
жидкости снижается концентрация клеток и про-
исходит накопление их дегенеративных форм: в 
результате увеличения числа аномальных мито-
зов растет количество двуядерных клеток; также 
наблюдается появление клеток с большой цен-
тральной вакуолью (перстневидные клетки), сме-
щающей ядро к периферии (рис. 6). Очевидно, 
подобная гетерогенность клеточной популяции на 
различных стадиях роста АКЭ будет обусловли-
вать их различную ответную реакцию на внешние 
воздействия.

Рис. 4. Клетки асцитной карциномы Эрлиха 
на различных стадиях клеточного цикла (7-е сут 
роста опухоли)

Рис. 5. Метафазные пластинки клеток асцит-
ной карциномы Эрлиха с различным числом хро-
мосом (7-е сут роста опухоли)

Кроме того, рост опухолевой массы в организ-
ме мышей осуществляется в условиях ее инфиль-
трации клетками иммунной системы, что может 
сказываться на изменении структурно-функци-
ональных характеристик неоплазмы. Так, про-
цесс пролиферации АКЭ сопровождался лейко-
цитозом: происходило постепенное увеличение 
содержания в крови нейтрофильных лейкоцитов 
с инверсией лейкоцитарной формулы на терми-
нальной стадии роста неоплазмы (16 сут), сопро-
вождающейся лимфопенией (рис. 7).

Рис. 6. Клетки асцитной карциномы Эрлиха на 
терминальной стадии роста опухоли (двуядерные 
и вакуолизированные (перстневидные) клетки)

Рис. 7. Изменения общей концентрации лейко-
цитов и их отдельных популяций в крови мышей с 
АКЭ на различных стадиях роста опухоли: по оси 
ординат — концентрация клеток; по оси абсцисс 
— время, прошедшее после инокуляции, сут; 0 — 
контрольные значения показателей (до импланта-
ции неоплазмы); * — отличия от контроля стати-
стически значимы при уровне значимости 5 %
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Изложенные факты могут являться одними из 
причин, определяющих неодинаковую чувстви-
тельность клеток АКЭ к действию экзогенных 
модификаторов. Исследованию механизмов про-
цессов, лежащих в основе указанных явлений, бу-
дут посвящены дальнейшие наши исследования.
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