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Ранее было показано [1], что при распластывании на стекле нормаль-
ных эмбриональных фибробластов мыши происходит активация обра-
зования микротрубочек (МТ) в клеточном центре, т. е. количество их 
в радиально распластанных и поляризованных клетках превышало со-
ответствующую величину для клеток монослойной культуры. Кроме 
того, на этих стадиях активные центриоли были ориентированы пре-
имущественно перпендикулярно плоскости субстрата. В настоящей ра-
боте мы провели электронно-микроскопическое исследование клеточного 
центра при распластывании L-клеток, чтобы выяснить, характерны ли 
для сильно трансформированных фибробластов закономерности пове-
дения центриолей, обнаруженные в нормальных клетках. 

Материалы и методы. В работе использована перевиваемая культура L-клеток 
(трансформированные фибробласты мыши). Клетки выращивали на среде, состоящей 
из девяти частей среды 199, девяти частей 0,5 %-ного гидролизата лактальбумина, 
двух частей сыворотки крупного рогатого скота с добавлением пенициллина и стреп-
томицина. Клетки отделяли от поверхности стекла с помощью трипсина и суспендиро-
вали в среде культивирования. Каплю суспензии наносили на покровное стекло, после 
чего клетки свободно оседали на его поверхность. Фиксацию для просвечивающей 
электронной микроскопии проводили по стандартной методике [3] через 20 мин (на-
чальное прикрепление), 2 ч (радиальное распластывание), 1 сут (поляризация) и 
3 сут (монослой) после прикрепления клеток к стеклу. Следует отметить, что стадия 
радиального распластывания в L-клетках выражена плохо [4], и поэтому выделение 
ее носит несколько условный характер. L-клетки фиксировали также в суспензии. 
Для лучшего выявления МТ на срезах клетки в указанные выше сроки перед фиксаци-
ей обрабатывали раствором неионного детергента тритон Х-100. Обработка детергентом 
и процедура подготовки материала для электронной микроскопии описаны ранее [1, 
2]. Серийные срезы залитых в эпон клеток изготавливали на ультратоме LKB III. 
Плоскость резания была параллельна плоскости субстрата с точностью до 1—2°. Срезы 
монтировали на покрытие формваровой подложкой бленды с отверстием 2X1 мм и 
окрашивали цитратом свинца по Рейнольдсу. Препараты просматривали и фотографи-
ровали на электронных микроскопах HU-11B и HU-12 при ускоряющем напряжении 
75 кВ и JEM-100CX при ускоряющем напряжении 80 кВ. 

МТ, отходящие от центриолей, подсчитывали на серийных срезах, проходящих 
через клеточный центр в обработанных детергентом клетках. Методика подсчета МТ 
различной длины на серийных срезах описана нами ранее [1]. Отдельно учитывали 
три группы МТ: а) короткие, не выходящие за пределы окружности диаметром 0,8 мкм, 
в середине которой находится центриоль, и продолжающиеся не более чем в двух со-
седних срезах; б) средние, один раз пересекающие окружность диаметром 0,8 мкм; 
в) длинные, один раз пересекающие окружность диаметром 2 мкм, в середине которой 
находится центриоль. Если МТ пересекала обе окружности, ее учитывали дважды — 
как среднюю и как длинную. МТ, два раза пересекающие указанные окружности, не 
учитывали. Использованная методика исключает повторный учет одной и той же МТ па 
серийных срезах и дает возможность дифференцированного подсчета МТ различной 
длины в районе клеточного центра. 
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Общую сумму МТ каждой группы делили на число просчитанных серийных сре-
зов и использовали этот параметр для сравнения активности центриолей на разных 
этапах распластывания L-клеток. 

Результаты и обсуждение. В L-клетках, находящихся внутри моно-
слоя, каждая содержит две центриоли, располагающиеся вблизи друг 
от друга, формируя единый клеточный центр. По отношению к МТ цент-
риоли неравнозначны — одна из них, имеющая придатки, является ос-
новным центром схождения МТ, т. е. активной (рис. 1, а, см. вклейку). 
Количество МТ, отходящих от активных центриолей в L-клетках, нахо-

Т а б л и ц а 1 
Количество микротрубочек, отходящих от активных центриолей на разных стадиях 
распластывания L-клеток 
The average number of microtubules radiating from the active centrioles at different 
stages of spreading 

Количество микротрубочек на срез, М±т 

Стадия распластывания 
Короткие Средние Длинные 

Монослой (11) 0,66±0,15 4,0±0,86 3,0±0,69 
Суспензия (21) 2,5=1=0,31 2,7+0,33 1,6±0,16 
Начальное прикрепление (12) 3,1 ± 0 , 5 2 2,3±0,33 1,0+0,17 
Радиальное распластывание (12) 2,28±0,40 4,22±0,36 3,15+0,42 
Поляризация (8) l,6=fc0,17 4,83=1=0,65 3,7=1=0,40 

П р и м е ч а н и е . В скобках указано число просчитанных серий срезов. 

Т а б л и ц а 2 
Положение клеточного центра в L-клетках на различных стадиях распластывания 
The position of the centrosome in L-cells at different stages of spreading 

Стадия распластывания 

Положение клеточного центра 

Выше 
ядра Сбоку от ядра Ниже ядра 

Количество 
клеток с ра-
зошедшимися 
центриолями 

Монослой (14) 2 5 7 0 
Суспензия (5) — — — 1 
Начальное прикрепление (15) 4 6 5 3 
Радиальное распластывание (15) 3 8 4 1 
Поляризация (13) 0 10 3 0 

П р и м е ч а н и е . В скобках указано количество изученных клеток. 

дящихся внутри монослоя, составляет 0,66±0,15 коротких, 4,0±0,86 
средних и 3,0+0,69 длинных МТ/срез { М ± т ) (табл. 1). Перицентри-
олярные сателлиты обнаруживаются на активной центриоли не всегда. 
От неактивных центриолей МТ практически не отходят (рис. 1,6, см. 
вклейку). На неактивных центриолях перицентриолярные сателлиты 
всегда отсутствуют. Ресничек в L-клетках обнаружено не было. Кле-
точный центр располагается, как правило, под ядром или сбоку от 
него (табл. 2). Из 27 изученных центриолей лишь 4 располагались под 
углом более 75° к плоскости субстрата. 

В суспендированных L-клетках структура клеточного центра не-
сколько изменяется (рис. 2, а, см. вклейку). Почти в четыре раза по 
сравнению с клетками монослоя возрастает число коротких МТ; коли-
чество длинных МТ, наоборот, падает примерно вдвое (табл. 1). Дан-
ные изменения статистически достоверны (р<0,01) . Уменьшение числа 
средних МТ в суспендированных клетках по сравнению с клетками мо-
нослойной культуры статистически недостоверно (р>0,05) . 

В L-клетках, зафиксированных на стадии начального прикрепления, 
число коротких МТ, отходящих от активных центриолей, достигает 
максимума, в то время как число средних и длинных МТ — минимума 
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(табл. 1, рис. 2,6, см. вклейку). Клеточный центр в это время распола-
гается примерно с равной вероятностью над ядром, сбоку от него или 
под ним (табл. 2). На стадии начального прикрепления встречаются 
иногда клетки с разошедшимися центриолями (разошедшимися мы счи-
таем центриоли, удаленные друг от друга более чем на 2 мкм). Из 
29 изученных центриолей лишь одна располагалась под углом более 
75° к плоскости субстрата. 

На стадии радиального распластывания в L-клетках центриоли 
располагаются чаще всего сбоку от ядра, с меньшей вероятностью — 
выше или ниже его (табл. 2). Лишь в одной клетке нам встретились 
разошедшиеся центриоли. В L-клетках на стадии радиального расплас-
тывания 2 из 30 центриолей располагались по отношению к плоскости 
субстрата под углом более 75°. В радиально распластанных L-клетках 
количество отходящих от активных центриолей коротких МТ не отли-
чается достоверно от такового в клетках на стадии начального при-
крепления (табл. 1, рис. 2, в, см. вклейку). Количество же средних и 
длинных МТ возрастает и достигает уровня, наблюдавшегося в клетках 
монослойной культуры (табл. 1, рис. 2, в). 

В поляризованных L-клетках центриоли обнаруживались в основ-
ном сбоку от ядра, реже — под ним и не обнаруживались над ядром 
(табл. 2). В девяти из 13 изученных клеток центриоли располагались 
между ядром и ведущим краем клетки, в трех клетках — между ядром 
и боковым краем, и в одной — позади ядра. Три из 27 центриолей рас-
полагались под углом более 75° к плоскости субстрата. В поляризован-
ных L-клетках количество коротких МТ уменьшается по сравнению с 
радиально распластанными L-клетками, но по-прежнему достоверно 
превышает соответствующую величину для клеток монослойной куль-
туры (вероятность случайности различий в обоих вариантах ρ<0 ,01) . 
Количество средних и длинных МТ, отходящих от активных центрио-
лей, не отличается достоверно от соответствующих величин, полученных 
для клеток на стадии радиального распластывания и в монослое 
(табл. 1, рис. 2, г, см. вклейку). 

Анализ поведения клеточного центра при распластывании, поляри-
зации и движения нормальных фибробластов и клеток линии ЗТЗ поз-
волил выявить следующие закономерности [1, 2]. Во-первых, при сус-
пендировании росших в монослое клеток резко меняется соотношение 
коротких и длинных МТ, отходящих от активных центриолей: коротких 
становится в 60 раз больше (от 0,1+0,03 до 6,2+1,18 МТ/срез), а ко-
личество длинных уменьшается в два раза (с 4,2+0,48 до 2,1 + 
+0,46 МТ/срез). Таким образом, при округлении фибробластов в про-
цессе отделения от подложки длинные МТ разрушаются, но одновре-
менно около центриолей появляется большее количество коротких МТ. 
Это может свидетельствовать об активации клеточного центра. Рост 
МТ за пределы клеточного центра становится возможным лишь после 
прикрепления фибробластов к субстрату. Максимально интенсивное 
образование МТ наблюдали на стадиях радиального распластывания и 
поляризации. При суспендировании L-клеток также происходит увели-
чение числа коротких МТ, но меньшее, чем в нормальных фиброблас-
тах (в четыре раза). На стадиях радиального распластывания и поля-
ризации L-клеток наблюдается рост МТ за пределы клеточного цент-
ра, но число их достигает лишь уровня, обнаруженного в монослое, 
и практически не превышает его. 

Сравнивая количество МТ, отходящих от активных центриолей, в 
ряду монослой — суспензия — радиальное распластывание — поляризо-
ванные клетки, мы должны отметить, что изменения, происходящие в 
клеточном центре L-клеток, выражены гораздо слабее, чем в нормаль-
ных фибробластах [1]. В частности, количество длинных и средних МТ 
в распластывающихся и поляризованных L-клетках практически не от-
личается от такового в клетках монослоя, в то время как в нормальных 
фибробластах число этих МТ увеличивается в два раза. Это свидетель-
ствует о том, что в отличие от нормальных фибробластов в L-клетках 
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количество отходящих от активных центриолей протяженных МТ не 
зависит от того, контактируют клетки друг с другом или разобщены. 

Активность центриолей в тот или иной период распластывания фиб-
робластов характеризуется суммарным количеством отходящих от них 
коротких и средних МТ. Последние либо связаны с центриолями, либо 
начинаются в непосредственной близости от них. При подсчетах эти 
группы МТ не перекрываются (см. «Материалы и методы»). Длинные 
МТ могут быть не связаны с центриолями и располагаться на некото-
ром удалении от них [1]. Кроме того, при подсчетах они могут час-
тично перекрываться с группой средних МТ (см. «Материалы и ме-
тоды»). При сравнении суммарного числа коротких и средних МТ, 
отходящих от активных центриолей на различных стадиях расплас-
тывания нормальных фибробластов, видно, что минимальное количество 
МТ обнаруживается в клетках монослойной культуры, а максималь-
ное— на стадии радиального распластывания. В L-клетках минималь-
ное и максимальное количество МТ, отходящих от активных центрио-
лей, наблюдается на тех же стадиях. Однако в L-клетках суммарное 
количество коротких и средних МТ на стадии радиального распласты-
вания (6,5+0,54 МТ/срез) хотя и превышает на 40 % соответствующую 
величину для клеток монослойной культуры (4,66+0,87 МТ/срез), но 
не отличается от нее статистически достоверно. В случае нормальных 
фибробластов сумма коротких и средних МТ на стадии радиального 
распластывания (8,6+0,94 МТ/срез) достоверно (в 2,5 раза) больше, 
чем в клетках монослоя (3,5+0,43 МТ/срез) [1]. Таким образом, в 
нормальных фибробластах, находящихся в контакте друг с другом в 
монослое, активность клеточного центра тормозится по сравнению с 
одиночными клетками. В L-клетках в условиях монослойной культуры 
достоверного снижения активности клеточного центра не происходит. 
В пользу этого заключения свидетельствует также тот факт, что в 
монослойной культуре L-клеток от активных центриолей отходит в 
6,6 раза больше коротких МТ, чем в клетках монослоя нормальных 
фибробластов. 

Вторая обнаруженная нами закономерность касается ориентации 
центриолей. В нормальных фибробластах и клетках линии ЗТЗ актив-
ные центриоли располагаются преимущественно перпендикулярно плос-
кости субстрата на стадии радиального распластывания и при поляри-
зации клеток [1, 2]. Такая же ориентация сохраняется в поляризован-
ных и движущихся нормальных фибробластах. В L-клетках ориентации 
центриолей преимущественно перпендикулярно плоскости субстрата ни 
на одной стадии не обнаружено. 

В-третьих, в поляризованных фибробластах центриоли располага-
ются между ядром и ведущим краем клетки [1, 2, 5—7]. Результаты 
исследований поляризованных L-клеток подтверждают эту законо-
мерность. 

Феномен неслучайного расположения активных центриолей по от-
ношению к плоскости субстрата представляется на сегодняшний день 
совершенно загадочным. Впервые ориентация центриолей преимущест-
венно перпендикулярно плоскости субстрата была обнаружена в рас-
пластывающихся после митоза клетках линии СПЭВ [8]. Предположе-
ние о наличии аналогичной ориентации центриолей в мигрирующих 

ибробластах было сделано при изучении их расположения в клетках 
ТЗ [5]. Ориентация активных центриолей преимущественно перпенди-

кулярно плоскости субстрата обнаружена нами в мышиных эмбрио-
нальных фибробластах на стадиях радиального распластывания и 
поляризации, а также для клеток ЗТЗ при поляризации на краю пласта 
[1, 2]. В фибробластах неслучайное расположение центриолей коррели-
ровало с активацией образования длинных МТ в клеточном центре. 
Интересно отметить, что в эпителиальных клетках, изученных в таком 
же эксперименте (распластывание и поляризация на стекле), ни уси-
ления образования МТ, ни перпендикулярной ориентации центриолей 
к плоскости субстрата мы не обнаружили [9]. Аналогичная картина 
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наблюдается и в L-клетках. На основании вышеизложенного мы по-
лагаем, что неслучайная ориентация активных центриолей в фибро-
бластах связана не просто с наличием отходящих от них протяженных 
МТ, как предполагалось ранее [5J, а с усиленным оОразованием и элон-
гацией МТ в клеточном центре. 

В последние годы вновь делаются попытки сравнить поведение 
центриолей и системы цитоскелета в нормальных и трансформирован-
ных клетках [10]. Рассматривая под этим углом зрения упорядоченное 
расположение центриолей и сравнивая нормальные фибробласты, клет-
ки ЗТЗ и L-клетки, мы можем предположить, что оно связано со сте-
пенью трансформации клеток. В нормальных фибробластах активные 
центриоли ориентированы преимущественно перпендикулярно плоско-
сти субстрата на стадии радиального распластывания и в поляризован-
ных клетках [1]; в слабо трансформированных клетках линии ЗТЗ такая 
ориентация в процессе распластывания есть, но в поляризованных дви-
жущихся клетках она отсутствует [2]. В L-клетках ни при распластыва-
нии, ни в поляризованных клетках перпендикулярной ориентации цент-
риолей к плоскости субстрата нет. Если указанная закономерность 
подтвердится и для других типов нормальных и трансформированных 
фибробластов, то можно будет надеяться связать поведение центриолей 
с проявлением нормального или опухолевого фенотипа. 

BEHAVIOUR OF CENTROSOME IN THE SPREADING 
OF THE TRANSFORMED FIBROBLASTS 

G. O. Gudima, I. A. Vorobjev, Yu. S. Chentsov 

Μ. V. Lomonosov State University, Moscow 

S u m m a r y 

In L-strain fibroblasts at all stages of spreading (primary attachment, radial spreading, 
polarization, monolayer) centrioles are randomly oriented to the substrate plane. In po-
larized cells centrioles are located between the nucleus and the leading edge. In suspen-
ded cells short microtubules appear near the centrioles in a number exceeding that in mo-
nolayer culture cells. The outgrowth of microtubules from the centrosome is observed in 
radially spread and polarized L-cells. In contrast to normal murine fibroblasts the num-
ber of long and middle microtubules radiating from the active centrioles does not dif-
fer significantly in the radially spread, polarized and monolayer culture L-cells. This fact 
confirms the suggestion that the orientation of centrioles perpendicular to the substrate 
plane which is observed during the spreading and polarization of fibroblasts is con-
nected with the intensified growth of microtubules from the centrosome. On the basis of 
a comparative analysis of the centrosome behaviour in normal, slightly transformed 
(3T3) and strongly transformed (L) fibroblasts the orientation of the active centrioles 
perpendicular to the substrate plane and the activation of microtubule formation in the 
centrosome during spreading and polarization is supposed to be dependent on a degree 
of morphological transformation of fibroblasts. 
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