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Методами цитоморфометрии и сканирующей цитофотометрии 
телевизионным способом исследовали изменения в клетках перевивной 
лимфобластоидной линии МТ-4 в течение четырех суток культивиро
вания. В суспензионной культуре определяли процент мертвых клеток, 
митотический коэффициент, площадь и периметр ядер, среднее число 
ядрышек в ядрах и распределение ядер по числу ядрышек в них. 
Измеряли массу ДНК в ядрах, выясняли распределение ядер по 
плоидности и соотношение эуплоидных и анэуплоидных клеток.

Оказалось, что клетки в процессе культивирования активно 
пролиферируют, медленно повышается количество мертвых клеток, 
резко уменьшается среднее число ядрышек в ядрах, а к четвертым 
суткам культивирования в подавляющем числе ядер ядрышки 
отсутствуют. Среднее содержание ДНК в ядрах клеток МТ-4 в первые 
сутки культивирования колеблется в пределах околотетраплоидного 
количества, затем значительно повышается и вновь падает до околодип- 
лоидного количества, а процент эуплоидных клеток на всем протяжении 
исследования, исключая вторые сутки, выше числа анэуплоидных и к 
четвертым суткам достигает 75% популяции, что приводит к положи
тельному балансу плоидности и вместе с уменьшением индекса накоп
ления ДНК свидетельствует о том, что при культивировании, в основ
ном, выживают эуплоидные клетки.

Изучению степени активности ядер в механизмах регуляции про
лиферации и дифференцировки клеток посвящено много работ 
[1,2,6,11,17], а в последние годы особое внимание уделяется морфо
функциональному состоянию ядер и ядрышек в процессе развития 
клеточных популяций. Показано, например, что размер, форма, 
количество и суммарная площадь ядрышек интерфазных ядер корре-
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лируют с пролиферативными показателями, уровнем дифференцировки 
нормальных, поврежденных и опухолевых клеток и содержанием белка 
в них [4,9-11]. Перспективны исследования функциональной морфологии 
ядрышкообразующих районов хромосом и интерфазных ядер, прово
димые как in vivo на нормальных и злокачественно измененных клетках 
[14,15], так и in vitro, в частности, на перевивных культурах трансфор
мированных клеток [2,3,8]. Ранее нами было проведено цитологическое 
исследование поведения клеток перевивных культур фибробластов 
мышей NIH ЗТЗ [12] и показано, что эуплоидные ядра клеток NIH 
ЗТЗ содержат от одного до трех ядрышек и не зависят от сроков 
культивирования. Исходя из этого, было интересно исследовать пове
дение ядер и ядрышек суспензионной культуры МТ-4 на разных сроках 
культивирования. В доступной нам литературе подобные сведения не 
были обнаружены.

Настоящее исследование посвящено выявлению и анализу изме
нений в поведении ядер и ядрышек клеток перевивной лимфоблас- 
тоидной линии МТ-4 динамики содержания ДНК в ядрах, изменений 
их размеров,пролиферативной активности клеток и определению 
соотношения эу- и анэуплоидных клеток в течение культивирования.

Материал и методы

Клетки перевивной лимфобластоидной линии МТ-4 выращивали 
в культуральных флаконах в среде RPMI - 1640 с 15% эмбриональной 
бычьей сывороткой. Пробы клеток брали ежесуточно в течение 4 дней. 
Суспензию клеток трижды отмывали бессывороточной средой путем 
центрифугирования-, осаждали на предметные стекла и фиксировали в 
96% этиловом спирте в течение 30 мин. Для выявления ДНК 
препараты окрашивали фуксином по Фельгену (гидролиз в 5 Н НО 
при 22° С в течение 60 мин). Определяли число мертвых клеток, мито
тический коэффициент и среднее число ядрышек в ядре. С помощью 
анализатора изображений методом телевизионного сканирования (об. 
100/1, 30) в ядрах измеряли массу ДНК (= 575 нм) в единицах плоид- 
ности (с), площадь и периметр [6]. Вычисляли распределение ядер по 
числу ядрышек в них и распределение клеток культуры по плоидности 
(в %). Определяли соотношение эу- и анэуплоидных клеток. В качестве 
эталона ДНК использовали лимфоциты крови доноров. Значения 
исследованных параметров выражали в условных единицах. Достовер
ность различий средних значений оценивали по f-критерию Стьюдента.
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Результаты и обсуждение

Как видно из табл. 1, число митозов в течение трех суток досто
верно (более чем в 2 раза) увеличивается, а к четвертым суткам резко 
уменьшается. Количество мертвых клеток, достаточно высокое с первых 
суток культивирования, держится на этом уровне в течение трех суток, 
а на четвертые сутки более чем в 2 раза увеличивается. Среднее 
число ядрышек на клетку по мере культивирования уменьшается и к 
четвертым суткам их число в 5 раз уменьшается по сравнению с пер
выми сутками. Меняется также распределение ядер по числу ядрышек 
в них. Основную массу клеток составляют безъядрышковые ядра (от 
63% в первые сутки культивирования до 90% на четвертые сутки). 
Наименьшее число составляют двуядрышковые клетки, количество 
которых постепенно уменьшается и к четвертым суткам полностью 
исчезает (рис.1).

Таблица 1
Процент митозов, мертвых клеток и среднего числа ядрышек в 

суспензионной культуре лимфобластоидных клеток МТ-4 в 
течение четырех суток культивирования

Время 
культивиро
вания

1-е сутки 2-е сутки 3-и сутки 4-е сутки

Число 
митозов, % 1.1 ±0.08 2.2±0.3 2.4±0.2 0.7±0.06

Мертвые 
клетки, % 13.1±0.2 9.0±0.1 8.8±0.1 26.3 ± 2.2

Ср. число 
ядрышек 0.51 0.26 0.14 0.10

Площадь ядер клеток МТ-4 в процессе трех суток культивиро
вания недостоверно увеличивается, а к четвертым суткам достоверно 
( р 0.001) уменьшается. Примерно та же тенденция наблюдается и в 
отношении периметра ядер. При этом отношение периметра ядер к их 
площади возрастает от 0.34 до 0.38, что свидетельствует о повышении 
физиологической активности популяции в процессе культивирования 
и совпадает с литературными данными [11]. Содержание ДНК в ядрах 
клеток в первые двое суток колеблется вокруг тетраплоидного коли
чества, что совпадает с кариологическим анализом, выявившим мо
дальное число хромосом равное 80-85 [4], затем резко падает и на 
третьи и четвертые сутки не превышает околотриплоидного количества, 
что четко коррелирует с распределением ядер по плоидности (рис.2).
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■ безъядрышковые клетки □ одноядрышковые клетки 

□ двуядрышковые клетки

Рис. 1. Распределение ядер клеток культуры МТ-4 по числу ядрышек 
в них (%)

Таблица 2
Содержание ДНК (с), площадь и периметр лимфобластоидных 
клеток линии МТ-4 в течение четырех суток культивирования

Время культивирования 1-и сутки 2-и сутки 3-и сутки 4-е сутки
ДНК (с) 3.5 3.6 2.7 2.6
Площадь 47.3±2.0 49.5± 4.1 48.1±2.7 37.8±2.9
Периметр 16.3±0.4 18.1 ±0.5 17.3± 0.4 14.5±0.6

Популяция клеток МТ-4, в основном, представлена ди- и тет- 
раплоидными ядрами, и только на вторые сутки культивирования 
появляются клетки с более высоким содержанием ДНК.

В первые двое суток культивирования число диплоидных клеток 
в популяции не превышает 4%, а затем оно резко возрастает и к 
четвертым суткам составляет около двух третей популяции. Умень
шается также количество анэуплоидных клеток, которые на третьи и 
четвертые сутки представлены триплоидными ядрами с «проме
жуточными» значениями количества ДНК , процент которых в
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Рис. 2. Распределение клеток культуры МТ-4 по плоидности в течение 
четырех суток культивирования

популяции на четвертые сутки не превышает 20% и, скорее всего, 
обусловлен прохождением клетками митотического цикла, в силу чего 
происходит резкое, примерно в два раза, уменьшение числа тетрап- 
лоидных и полное исчезновение октаплоидных клеток. Вследствие этого 
баланс плоидности ДНК (табл.З) на вторые сутки отрицательный, а во 
всех остальных случаях положительный, что свидетельствует о превы
шении процента эуплоидных клеток в популяции над анэуплоидными. 
Индекс накопления ДНК свидетельствует об уменьшении его содер
жания в ядрах клеток трех- и четырехсуточной культуры примерно на 
одну треть.

Таблица 3 
Динамика индекса накопления ДНК и баланса плоидности 

лимфобластоидных клеток линии МТ-4 в течение четырех 
суток культивирования

Время культивирования 1-е сутки 2-е сутки 3-и сутки 4-е сутки
Индекс накопления ДНК 3.42 5.18 2.88 2.66
Баланс плоидности 44 - 302 48 134
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Таким образом, в течение четырех суток суспензионная культура 
лимфобластоидных клеток линии претерпевает значительные измене
ния, особенно выраженные на четвертые сутки культивирования, кото
рые выражаются в достоверном уменьшении числа митозов в популяции 
клеток и увеличении количества мертвых клеток, что согласуется с 
данными , полученными нами при многопараметрическом исследовании 
в те же сроки монослоя ряда трансформированных культур челове
ческого происхождения [7]. В то же время в культуре МТ-4 среднее 
число ядрышек на ядро в течение четырех суток постепенно умень
шается и к четвертым суткам становится в 5 раз меньше исходных 
данных, тогда как во всех исследованных вариантах трансформиро
ванных клеточных линий среднее число ядрышек по мере культиви
рования незначительно увеличивается. Различно также распределение 
ядер по числу ядрышек в них. Так, во всех трансформированных линиях 
в ходе культивирования число ядрышек увеличивается, и чем более 
выражена трансформированность клеток, тем больше ядрышек в ядре, 
в некоторых случаях до 4 или 5. В то же время в суспензионной 
культуре МТ-4 число ядрышек в ядре по мере культивирования умень
шается и появляются безъядерные клетки. Среднее содержание ДНК 
в трансформированных культурах гепатокарциномы, аденокарциномы 
толстого отдела кишечника, рака гортани и эмбриональной почки в 
течение четырех суток культивирования постепенно уменьшается, но 
при этом остается в пределах околотетраплоидного количества, в то 
время как среднее содержание ДНК в ядрах суспензионной культуры 
клеток МТ-4 в первые сутки колеблется вокруг тетраплоидного коли
чества, а затем, постепенно уменьшаясь, к четвертым суткам достигает 
околодиплоидного количества. При этом процент эуплоидных клеток 
в этих культурах не превышает 40% популяции, в то время как в 
культуре клеток МТ-4 процент эуплоидных клеток на всем протяже
нии исследования, исключая вторые сутки, выше числа анэуплоидных 
и к четвертым суткам достигает 75% популяции, что приводит к поло
жительному балансу плоидности и вместе с уменьшением индекса 
накопления ДНК свидетельствует о том, что при культивировании, в 
основном, выживают эуплоидные клетки.

Поступила 04.02.08
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ՄՏ-4 շարունաակական Տ-լիմֆոբլաստոիդ բջիջների բջջաբանական 
ցուցանիշների փոփոխությունները կուլտիվացման ընթացքում

Լ.Օ. Աբրոյան, Լ.Հ. Հակոբյան, U.U. Ավեաիսյան, 
Ե.Մ. Կարալովա

Ցույց է տրված, որ կուլտիվացման ընթացքում տեղի է ունենում 

ՄՏ-4 լիմֆոբլաստոիդ գծի պրոլիֆերատիվ ակտիվության և բջիջների 
կորիզներում կորիզակների միջին թվի նվազում և կուլտիվացման վերջում 

հայտնաբերվում են առանց կորիզակի բջիջներ, բարձրանում է մեռած 

բջիջների տոկոսը: Առաջին օրը կորիզներում ԴՆԹ-ի միջին պարու

նակությունը տատանվում է տետրապլոիդ քանակի շրջանակներում, 

ապա' աստիճանաբար նվազելով, չորրորդ օրվա ընթացքում իջնում է մին

չև դիպլոիդ քանակը: Նույն ժամանակահատվածում էուպլոիդ բջիջների 

տոկոսը հասնում է պոպուլյացիայի 75%-ի:
Այս ամենը, ինչպես նաև ԴՆԹ-ի կուտակման ինդեքսի և կորի

զակների միջին թվի նվազումը, վկայում են, որ կուլտիվացման ընթացքում 

հիմնականում կենսունակ են մնում էուպլոիդ բջիջները:

Changes in cytological parameters of MT-4 continouous lymphoblastoid 
cell line at cultivation

L.O. Abroyan, L.H. Hakobyan, A. S. Avetisyan, E.M. Karalova

It has been shown that at cultivation of MT-4 continouos lymphoblastoid cell 
line decreases proliferative activity and an average number of nucleoli in a nucleus 
is decreased, and at the end of cultivation there appear notnucleolar cells and the 
percent of dead cells increases. Average DNA content in nuclei on the first day 
changes nearly three fold, then gradually decreases, by the fourth day decreases 
up to nearly diploid amounts. The percentage of euploid cells by the fourth day 
reaches 75% of population, and together with reduction of DNA index, the amount 
and the average nucleoli number this fact demonstrates that at cultivation, basi
cally, euploid cells survive.
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