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Введение. Высокий уровень заболеваемости колоректальным раком стимулирует поиск методов его своевременной диа-
гностики и эффективной терапии, что, в свою очередь, предполагает использование адекватных животных моделей на ста-
диях разработки и доклинических исследований� 
Методика. Для моделирования гетеротопических ксенографтов были использованы клеточные культуры колоректального 
рака человека линий DLD-1, HCT 116 и HT-29� В качестве носителей опухолевых моделей были взяты мыши линии BALB/c 
nude� Суспензию клеток вводили подкожно в область лопатки с помощью шприца� 
результаты. Полученные из Американской коллекции типовых культур (ATCC) клетки культивировали до достижения 
необходимого количества для моделирования ксенографтов (20 сут)� Клетки линии HCT-116 культивировались активнее 
и образовывали монослой в 3 раза быстрее, чем клетки линии DLD-1 и HT-29� Выживаемость мышей после проведения 
процедуры подкожной ксенотрансплантации составляла 100%� Образование ксенографтов объемом около 1 см3 наблю-
дали на 17-е – 26-е сут после прививания клеток� Приживаемость введённых клеток составила 100% для линии HCT-116� 
Для клеток колоректального рака человека линий DLD-1 и HT-29 приживаемость составила 75% и 60%, соответственно� 
заключение. При экспериментальном моделировании подкожных гетеротопических ксенографтов колоректального рака 
человека на мышах линии BALB/c nude была получена высокая степень воспроизводимости при  100%-ной выживаемо-
сти животных-носителей� 
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introduction. The high prevalence of colorectal cancer (СС) stimulates scientists and physicians to search methods for СС diag-
nosis and effective therapy, which requires appropriate animal models at the stage of development and preclinical studies� 
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Methods. CC cell cultures (DLD-1, HCT 116, and HT-29) were used for heterotopic xenograft modeling in BALB/c nude mice� The 
cell suspension was injected subcutaneously with a syringe� 
results. CC cells from ATCC (American Type Culture Collection) were cultivated until obtaining the required number of cells for 
xenograft modeling (20 days)� The HCT-116 cell culture developed more actively and formed a monolayer three times faster than 
DLD-1 and HT-29 cells� Survival of the mice after subcutaneous transplantation was 100%� Xenografts of approximately 1 cm3 volume 
formed at 17-26 days after grafting� Transplantability of the injected cells was 100% for HCT-116, 75% for DLD-1, and 60% for HT-29� 
conclusion. The experimental modeling of subcutaneous heterotopic CC xenografts in BALB/c nude mice showed a high level of 
reproducibility with absolute 100% – survival of recipient mice�
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Введение

Ключевым направлением при разработке совре-
менных препаратов для диагностики и терапии онко-
логических заболеваний, наряду с разработкой самой 
действующей субстанции или препарата, является экс-
периментальное моделирование опухолевого процес-
са на лабораторных животных. В настоящее время рак 
ободочной и прямой кишки трактуется совместно как 
рак толстого кишечника, но всё чаще к этим злокаче-
ственным новообразованиям применяют термин «ко-
лоректальный рак» (КРР). По данным Всемирной ор-
ганизации здравоохранения (ВОЗ), в мире ежегодно 
регистрируется более 500 тыс случаев колоректально-
го рака [1, 2]. При всех достижениях современной ме-
дицины КРР занимает лидирующие позиции в распро-
страненности, являясь во всем мире третьим среди он-
кологических заболеваний по частоте у мужчин и 
вторым по частоте у женщин [3]. Уровень смертности 
от этой патологии продолжает оставаться неутешитель-
но высоким [4, 5].

Согласно Методическим указаниям по изучению 
противоопухолевой активности фармакологических 
веществ [6], обязательными моделями солидных но-
вообразований для исследования противоопухолевых 

препаратов, ориентированных на применение в кли-
нике являются культуры клеток опухолей человека, 
адаптированных к росту in vivo и дающие подкожные 
ксенографты у иммунодефицитных мышей.

Моделирование КРР человека возможно при ис-
пользовании стандартизированных коллекционных 
культур клеток. Основной принцип   такого модели-
рования приведен в обзоре M. Perez с соавторами [7], 
причем инъекция суспензии опухолевых клеток может 
быть осуществлена как подкожно (гетеротопически), 
так и в слизистую толстой или слепой кишки мыши 
(ортотопически). Подкожное расположение ксено-
графта позволяет неинвазивно и максимально точно 
контролировать рост опухоли [8]. Также в ортотопи-
ческой модели оценка терапевтической эффективно-
сти более сложна по сравнению с опухолевой моделью 
подкожного введения клеток [9].

В данной статье материал относится к гетеротопи-
ческому подходу создания ксенографтов КРР с исполь-
зованием культур клеток, полученных из Американ-
ской коллекции типовых культур (АТСС). 

Цель исследования – освоение методик культиви-
рования различных линий колоректального рака че-
ловека с последующим подкожным ксенотрансплан-
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тированием полученных клеточных культур и оценка 
возможности создания модельных гетеротопических 
ксенографтов КРР человека на мышах линии BALB/c 
nude.

Методика

Все процедуры исследования соответствовали 
принципам надлежащей лабораторной практики [10]. 
Протокол исследования утвержден этической комис-
сией медицинского биофизического Центра им. А.И. 
Бурназяна. Для культивирования и последующей под-
кожной инъекции были взяты 3 линии клеток челове-
ческого КРР, полученные из ATCC: DLD-1, HCT 116 
и HT-29. После размораживания клетки переносили в 
промаркированные пробирки типа Эппендорф и цен-
трифугировали  при 3000 об/мин в течение 5 мин 
(MiniSpin plus, Eppendorf, Германия). Надосадок уда-
ляли, клетки ресуспендировали в 1 мл среды 
RPMI-1640 с глутамином gibco® (Thermo Fisher 
Scientific, США). В подготовленные, заранее промар-
кированные культуральные флаконы объемом 25 см3 

(Corning, США) добавляли по 7 мл приготовленной 
питательной среды (RPMI-1640 с глутамином, 20% (в 
финальной концентрации) фетальной телячьей сыво-
ротки gibco® (Thermo Fisher Scientific, США) и 
100-кратный раствор антибиотика пенициллин-стреп-
томицин (ООО «НПП «ПанЭко»). В культуральные 
флаконы с питательной средой вносили по 200 мкл су-
спензии клеток (около 2·105 клеток) и ставили все фла-
коны в CO2-инкубатор МСО-20AIC (Sanyo, Япония), 
поддерживающий заданную температуру 37 оС и кон-
центрацию углекислого газа 5%.

      В качестве носителей гетеротопических моде-
лей колоректального рака были использованы мыши 
самки линии BALB/c nude в возрасте 6-8 нед, массой 
тела 19±1,8 г, полученные из питомника лаборатор-
ных животных «Пущино» ФИБХ РАН. Мыши были 
включены в эксперимент после 3-дневной адаптации 
с последующей оценкой состояния здоровья по внеш-
ним и клиническим признакам. Иммунодефицитных 
мышей содержали в пластмассовых клетках, установ-
ленных в системе индивидуально вентилируемых кле-
ток (ИВК) GA30CAGES 6LAYERS×5 (3W, КНР), уком-
плектованной вентиляционным блоком с HEPA-
фильтром. Для кормления использован стерильный 
гранулированный корм марки «Чара», имеющий сер-
тификат соответствия – единственная в России диета, 
способная выдерживать стерилизацию паром в авто-
клаве, что делает ее незаменимой при содержании мел-
ких лабораторных грызунов SPF-категории [11], и пи-
тьевая вода [12], стерилизованная УФ. Доступ к воде 

и корму свободный. Температура и влажность воздуха 
поддерживается автоматически изолирующей систе-
мой (22-26 °C и 30-60%, соответственно). Перемеще-
ние животных вне системы ИВК осуществляли в изо-
лирующих клетках. Работу с животными проводили в 
ламинарном боксе системы vis-a-vis, (Бокс микробио-
логической безопасности БМБ-II-«Ламинар-С»-1,2 
(241.120), ЗАО «Ламинарные системы», Россия) обе-
спечивающем защиту продукта от оператора. Все ма-
нипуляции с животными, в том числе, связанные с их 
эвтаназией, выполняли согласно Европейской Кон-
венции по их защите, изложенной в директиве Евро-
пейского сообщества (86/609/ЕС) [13]. 

 Оценка роста клеточных культур in vitro и их подго-
товка к моделированию колоректального рака на мышах. 
Клетки культивировали до достижения необходимого 
количества для создания моделей КРР на мышах (20 
сут). Активный рост был отмечен в флаконах с клетка-
ми линии HCT-116, в которых уже на 4-е сут сформи-
ровался монослой. В флаконах с линиями клеток DLD-
1 и HT-29 монослой  формировался на 11-е сут. 

Для подготовки суспензии клеток для подкожной 
ксенотрансплантации сливали из культуральных фла-
конов питательную среду, промывали раствором Вер-
сена (ООО «НПП «ПанЭко») и добавляли по 3 мл 
0,25%-ного раствора Трипсина-ЭДТА (ООО «НПП 
«ПанЭко») для снятия прикрепленных клеток с по-
верхности флаконов. Оставляли на 5 мин. Открепив-
шиеся клетки переносили в промаркированные про-
бирки типа Эппендорф и центрифугировали при 150g 
в течение 5 мин. Надосадок удаляли. Клетки ресуспен-
дировали в питательной среде. К суспензии клеток 
каждой линии добавляли Matrigel® (Corning, США) в 
соотношении 1:1. Для каждой подкожной инъекции 
было взято около 3·106 клеток в 0,2 мл объема.

Гетеротопическая ксенотрансплантация клеток 
колоректального рака мышам линии BALB/c nude. Пе-
ред инъекцией клетки с мышами извлекали из систе-
мы ИВК и переносили в ламинарный бокс системы 
vis-a-vis, в котором проводили все последующие ма-
нипуляции с мышами. Интактным мышам подкож-
но в область правой лопатки вводили суспензию кле-
ток из заранее подготовленных шприцов. Животных 
рассаживали в промаркированные клетки, с обяза-
тельным указанием даты введения и наименования 
линии клеток, пола и количества животных. Разви-
тие моделируемых опухолевых очагов контролирова-
лили каждые 2 дня. 

Результаты наблюдения за мышами после подкож-
ного введения суспензии опухолевых клеток показа-
ли, что операция ксенотрансплантации хорошо пере-
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носится животными, выживаемость – 100%. Прижи-
ваемость подкожных ксенографтов КРР человека у 
мышей BALB/c nude в первой генерации составила 
100% для линии клеток HCT 116, 75% для линии кле-
ток DLD-1 и 60% для линии клеток HT-29. Формиро-
вание ксенографтов объемом ≥1 см3 регистрировали у 
опытных мышей, начиная с 17 суток после процедуры 
трансплантации для HCT 116 и с 26 суток для линий 
клеток DLD-1 и HT-29. 

Фотография мыши с подкожным ксенографтом 
КРР линии HCT 116 представлена на рис. 1. 

По достижении ксенографтов размером ≥1 см3, 
мышей подвергали эвтаназии, опухоли удаляли и по-
мещали в промаркированные пробирки с 10% раство-
ром формалина. Образцы ксенографтов мышей были 
переданы в патологоанатомическое отделение ФГБУ 
ГНЦ ФМБЦ им. А.И. Бурназяна ФМБА России на ги-
стологическое исследование. Образцы опухолевых тка-
ней мышей с ксенографтами DLD-1 и HCT 116 гисто-
логически соответствовали «низкодифференцирован-
ным аденокарциномам».

Образец опухолевой ткани мыши с ксенографтом 
HT-29 соответствовал «умереннодифференцирован-
ной аденокарциноме» (рис. 2). 

заключение

Была получена высокая степень воспроизводимо-
сти подкожных гетеротопических опухолей – моделей 
колоректального рака человека клеточных линий HCT 
116, DLD-1 и HT-29 на мышах линии BALB/c nude. 
Выживаемость опытных животных после ксенотран-
сплантации была 100%-ной.
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