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Резюме. Материалы и методы. Полученные в ходе операции образцы подвергались диссоциации и поме-
щались в различные условия для культивирования в 48-луночные планшеты. После 7 дней клетки фиксировали 
и окрашивали флуоресцентным красителем DAPI, подсчет клеток производился в программе ImageG. Резуль-
таты. При морфологической оценке клеток было выделено две группы прикрепленных клеток: близко распо-
ложенные друг к другу клетки треугольной формы, ядра плотно прилежат друг к другу — эпителиоподобный 
фенотип и клетки с многочисленными отростками, ядра расположены далеко друг от друга — фибробластопо-
добный фенотип. В ходе эксперимента производился контроль на 1-е, 5-е и 7-е сутки. В среде Epicult™, также 
как и в среде Mammocult™, видно увеличение количества клеток и формирование клетками «маммосфер» при 
исследовании 1 осадка, покрытие коллагеном. Заключение. Проблемы при культивировании двухмерной кле-
точной культуры можно решить использованием подложки-коллагена, а также использованием обогащенной 
среды или коммерческой среды.
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Введение
При получении первичной культуры клеток человека часто возникают проблемы при выделении клеток из 

хирургического материала (низкое качество материала, шок клеток при переходе из одной среды в другую), при 
поддержании клеточной культуры в стабильном состоянии (раннее старение), при получении нужной популя-
ции клеток. 

Первой проблемой при первичном культивировании карциномы молочной железы (КМЖ) был чрезмерный 
рост фибробластов, которые быстро приспосабливаются к условиям in vitro и размножаются быстрее, чем эпи-
телиальные клетки [1]. Более 20 лет назад McCallum H. M. и Lowther G. W (1996) разработали методику, при ко-
торой образец опухоли разрезали на тонкие пласты и собирали клетки, выделяющиеся в питательную среду. При 
использовании методики авторы смогли выделить 10 клеточных линий из 135 опухолей молочной железы [2, 3]. 

Нуштаева А.А. (2019) в своей работе описала метод, при котором клетки получали из транспортировочной сре-
ды, объединенной с раствором после промывания и измельчения образцов ткани. Данные клетки, полученные 
без использования коллагеназы, проявляли большую адегезивную способность (36 часов в среднем, в отличие 
от ферментативно полученных клеток — 72 часа в среднем) и имели эпителиоподобный фенотип клеток среди 
фибробластоподобных [4].

Вторая проблема, которая возникает в ходе культивирования, это поддержание эпителиальной природы клеток 
в ходе нескольких пассажей и подбор соответствующей питательной среды. Наиболее популярным решением 
является среда, дополенная ингибитором Rho-киназы (ROCK) [5].
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В 2016 году Janik К. и соавт. сравнивали рост культуры клеток рака молочной железы в коммерческой среде 
EpiCult и тканеспецифичной среде ВСMP (DMEM: F12, дополненная человеческой сывороткой (2%; Sigma-
Aldrich), пенициллин/стрептомицин (1%), гентамицин (0,2%), EGF (10 нг/мл), аденин (20 мкг/мл), CHTX (8,4 
нг/мл), HEPES (15 мМ ), инсулин (5 мкг/мл), гидрокортизон (0,32 мкг/мл) и ингибитор ROCK (10 мкМ)). Было 
показано [6], что в коммерческой среде наблюдается меньший рост клеток, даже при условии добавления инги-
битора ROCK (рис. 1). 

 

Рис 1. Схема экспериментального рабочего процесса — различные попытки культивировать первичные эпите-
лиальные клетки молочной железы.

Almari А.М. и др. (2016) также сравнивали действие на рост культуры клеток рака молочной железы двух сред 
— EpiCult и CRC (F, содержащей 25% питательной смеси Ham-F-12 с добавлением 25 нг/мл гидрокортизона, 
5 мкг/мл инсулина, 0,1 нмоль/л холерного токсина, 0,125 нг/мл эпидермального фактора роста, 10 мкг/мл ген-
тамицина, 250 нг/мл) и 5 мкмоль/л ингибитора ROCK Y-27632). Было обнаружено, что использование CRC не 
только увеличивало количество полученных культур, но также уменьшало загрязнение их фибробластами (рис. 
2). Однако, при создании аллотрансплантанта более быстрое развитие было показано с EpiC-культивируемыми 
клетками. Хотя использование CRC способствует сохранению архитектуры эпителиальных клеток, но не приво-
дит к лучшему сохранению транскриптома рака в процессе культивирования [7]. 

Среды, с которыми проводились исследования, содержали помимо ингибитора ROCK, гидрокортизон и холер-
ный токсин.

Esparza-López J. и соавт. (2016) в своей работе не использовали в среде для роста первичной культуры холер-
ный токсин, рост клеточной линии осуществлялся на основе среды RPMI 1640 с добавлением 2,0 мМ глютами-
на, 0,005 мг/мл инсулина, 5,0 нг/мл EGF, 0,5 мкг/мл гидрокортизона, 5,0 мкг/мл трансферрина, 0,1 мкМ изопро-
теренола, 0,01 мкМ этаноламина и 0,01 мкМ о-фосфоэтаноламина [8]. 

Помимо этих сред, используются также готовые коммерческие среды, такие как Mammocult™ [9-12].
Третьей проблемой, существующей при культивировании клеток КМЖ, является плохая адгезивность к по-

верхности эпителиальных клеток. Это привело к разработке различных стратегий, в которых используются не 
только специальные обогащенные среды, но и питающий слой [13, 14]. Для поддержки роста эпителиальных 
клеток в культуре необходимо создание подложки, на которой эти клетки смогут поддерживать стабильный рост 
популяции. Часто используется фидерный слой — живые клетки, например, фибробласты, которые выделяют 
необходимые факторы роста для эпителиальной культуры. Таким способом было получено несколько первич-
ных опухолей с доказанной эпителиальной природой [15, 16]. 

Однако, используемые в качестве такого слоя клетки также могут трансформироваться и подвергаться старе-
нию, а подготовка такого слоя занимает длительное время. Более того, не всегда есть техническая возможность 
подготовить данное покрытие. Могут быть использованы и другие варианты – применение покрытия поверх-
ности коллагеном или коммерческие покрытия [6]. 
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Эксперимент, проведенный Janik К. и др., (2016) показал (рис 1.), что первичные клетки рака молочной железы 
одинаково эффективно размножаются на фидерном слое и на коммерческом покрытии Geltrex®, однако, по-
сле второго пассажа все меньше клеток прикрепляется к фидерному слою. При замене покрытием Geltrex® на 
коллаген I — существенных изменений не было обнаружено, что позволяет использовать покрытие коллагеном 
взамен дорогостоящего покрытия Geltrex® [6]. 

В данной работе был проведен эксперимент по сравнению культивирования клеток на коммерческих обога-
щенных питательных средах — Epicult и Mammocult при использовании различных осадков и покрытий — ад-
гезивного, коллагена и неадгезивного покрытия. Среда Mammocult™ это бессывороточная культуральная среда, 
оптимизированная для культивирования маммосфер из нормальных первичных тканей молочной железы чело-
века, Epicult™ также бессывороточная среда, но оптимизированная для получения монослоя эпителиальных 
клеток. 

Материалы и методы исследования
В ходе операций было получено два биоптата карциномы молочной железы справа. 
Полученные образцы в течение двух-трех часов транспортировали в лабораторию в стерильных условиях, 

измельчались до однородной массы и помещались в среду для диссоциации (4 мг/мл коллагеназы, 1 мг/мл ги-
алуронидазы, 0,1% трипсина, DMEM:F-12). После инкубирования около 20 часов при 37°C в отсутствии CO2 
полученная масса делилась на осадки. Для получения первого осадка пробирку центрифугировали при 0,7 RPM 
и получали осадок 1(1 ос.), предположительно, обогащенный эпителиальными клетками. Супернатант центри-
фугировали 3 минуты 0,2 RPM , затем снова переносили супернатант и центрифугировали 5 минут при 1,4 RPM. 
Полученные осадки смешивали, ресуспендировали с трипсином и с раствором Хэнкса с 2% FBS(HF), центрифу-
гировали 5 минут при тех же оборотах получали осадок 2. 1 осадок и 2 осадок растворяли в диспазе и ДНКе в 
течение 1-2 минут до получения тягучей массы, смешивали с HF и центрифугировали при 1,4 RPM . Далее оба 
осадка разводили с полной средой Mammocult и и 5% FBS и Epicult c 5%FBS, клетки высаживали в 48-луночные 
планшеты адгезивные, часть из которых была предварительно покрыта коллагеном (1:45) и на неадгезивные 
планшеты. На второй день не прикрепившиеся клетки собирали и центрифугировали, меняли среду на бессыво-
роточную. После 7 дней клетки фиксировали и окрашивали флуоресцентным красителем DAPI, подсчет клеток 
производился в программе ImageG. Статистическая обработка производилась в программе MS Exel.

Результаты и их обсуждение 
В ходе эксперимента производился контроль на 1-е, 5-е и 7-е сутки. В среде Epicult™, также как и в среде 

Mammocult™, видно увеличение количества клеток и формирование клетками «маммосфер» при исследовании 
1 осадка, покрытие коллагеном (рис. 2). 

 	  

Рисунок 2. Рост клеток первичной культуры на 5-е сутки (А) и (В) — среда Epicult™ и Mammocult™, и на 7-е 
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сутки (Б) и (Г) среда Epicult™ и Mammocult™, покрытие коллаген, 1 осадок, ув. ×100
При подсчете клеток в двух экспериментах наибольшее количество наблюдалось на среде Epicult™ при по-

крытии коллагеном и на адгезивном флаконе. При культивировании в среде Mammocult™ рост клеток на обоих 
покрытиях был меньше. Однако, при статистической оценке между данными покрытиями существенных разли-
чий обнаружено не было. В целом меньшее количество клеток наблюдалось во втором осадке на всех покрытиях 
(рис. 3). 

 

Рисунок 3. Среднее количество клеток в двух экспериментах. 
При морфологической оценке клеток было выделено две группы прикрепленных клеток: близко расположен-

ные друг к другу клетки треугольной формы, ядра плотно прилежат друг к другу — эпителиоподобный фенотип 
и клетки с многочисленными отростками, ядра расположены далеко друг от друга — фибробластоподобный 
фенотип. (рис. 4)

 	

 

Рисунок 4. Морфология клеток в первичной культуре карциномы молочной железы. Окраска Dapi, ув. ×100

Заключение
Общая схема эксперимента представлена на рис. 5. Больший рост клеток был обнаружен в лунках с покрытием 

коллагеном на двух коммерческих средах.
 
При сравнении покрытия коллагеном и использования адгезивного флакона без покрытия было показано, что 

использование коллагена способствует ускорению роста и прикрепления клеток. В то время как использование 
разных коммерческих сред, таких как Epicult и Mammocult, существенной разницы при культивировании не дает 
и использование любой из этих сред приводит к положительному результату [17, 18] .

Таким образом, проблемы при культивировании двухмерной клеточной культуры можно решить использова-
нием подложки-коллагена, а также использованием обогащенной среды или коммерческой среды.



253						      JOURNAL OF URAL MEDICAL ACADEMIC SCIENCE 2020, Vol. 17, No. 3

vestnikural.ru

on-line ISSN 2500-0918

Cellular and Molecular Technologies, Gene Engineering

Рисунок 5. Схема эксперимента
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Abstract. Obtaining a primary culture of human breast carcinoma is accompanied by various difficulties: obtaining 
the required cell population, early aging, poor culture adhesion. The aim of the study is to compare the growth of 
the primary culture on nutrient media — Epicult and Mammocult using different precipitates and coatings-adhesive, 
collagen and non-adhesive coating. Materials and methods. The samples obtained during the operation were dissociated 
and placed under various conditions for cultivation in 48-well plates. After 7 days, the cells were fixed and stained 
with DAPI fluorescent dye, and the cells were counted using the ImageG program. Results. During the morphological 
evaluation of cells, two groups of attached cells were identified: closely spaced triangular cells, nuclei tightly adjacent to 
each other - epithelial phenotype and cells with numerous processes, nuclei located far from each other - fibroblast-like 
phenotype. During the experiment, control was carried out on the 1st, 5th and 7th days. In the Epiculttm medium, as well 
as in the Mammoculttm medium, an increase in the number of cells and the formation of «mammospheres» by cells in 
the study of 1 sediment, covered with collagen, is observed. Conclusion. Problems in the cultivation of two-dimensional 
cell culture can be solved by using a support – collagen, as well as using an enriched medium or a commercial medium.
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