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ВЛИЯНИЕ ТРАНСФОРМИРУЮЩЕГО ФАКТОРА РОСТА β, 
ЭПИДЕРМАЛЬНОГО ФАКТОРА РОСТА 
И ИНСУЛИНА НА БИОСИНТЕЗ ДНК 
В МЫШИНЫХ ФИБРОБЛАСТАХ ЛИНИИ SWISS-3T3 
ПРИ НИЗКОЙ И ВЫСОКОЙ ПЛОТНОСТИ КЛЕТОК 
В МОНОСЛОЙНОЙ КУЛЬТУРЕ 

Обнаружено, что влияние разных сочетаний трансформирующего фактора роста β 
(0,05—50 Ό нг/мл), эпид ер шального фактора роста (5 0 нг/мл) и инсулина (1 мкг/мл) 
на биосинтез ДНК в мышиных фибробластах линии Swiss-ЗТЗ существенно отличается 
при низкой и высокой плотности клеток в монослойной культуре. 

Введение. Молекулярные механизмы, определяющие контактное инги-
бирование роста клеток, находящихся в плотных монослойных культу-
рах, пока малопонятны. Некоторые исследователи считают, что в усло-
виях конфлюента клетки «экранируют» доступ молекул стимуляторов 
роста к их специфичным рецепторам на поверхности соседних кле-
ток ',[1]. Обнаружено также, что с увеличением плотности клеток в 
культуре уменьшается количество клеточных рецепторов целого ряда 
полипептидных факторов роста [2, 3]. Кроме того, контактное ингиби-
рование пролиферации связывают с экспрессией отдельных гликопро-
теинов на поверхности клеток, хотя конкретные их функции пока изу-
чены недостаточно [4]. 

Мы исследовали эффективность разных сочетаний полипептидных 
факторов роста на биосинтез Д Н К в мышиных фибробластах линии 
Swiss-ЗТЗ в условиях жидкой и плотной культур. При этом учитыва-
ли, что отдельные факторы роста могут влиять не только на специфич-
ное связывание [5, 6], но и на рострегулирующее действие [7, 8] друг 
друга. Это относится и к трансформирующему фактору роста β 
(ΤΦΡ-β) , который в зависимости от типа клеток-мишеней [7] и усло-
вий их культивирования [8] может действовать в качестве стимуля-
тора или ингибитора биосинтеза Д Н К и пролиферации клеток, причем 
его регуляторные эффекты зависят от наличия в среде других полипеп-
тидных факторов роста. 

Материалы и методы. Фибробласты линии Swiss-ЗТЗ из нормаль-
ных эмбрионов мыши получены из Всесоюзной коллекции клеточных 
культур при Ин-те цитологии РАН (Санкт-Петербург) . Клетки куль-
тивировали в среде Игла, модифицированной Дальбекко («Flow Labo-
ratory», Великобритания) с добавлением 10 % сыворотки крови плодов 
крупного рогатого скота (Предприятие диагностических и лекарствен-
ных препаратов «Диалек», Минск). Клетки, суспендированные в куль-
туральной среде, содержащей 0,1 % сыворотки крови, высевали в 
24-луночные пластиковые планшеты («Flow Laboratory») . Количество 
клеток в жидкой культуре составляло 104/лунку, в плотной—10 5 /лун-
ку. В среду вносили различные количества ΤΦΡ-β (0,05—50,0 нг/мл), 
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эпидермальный фактор роста (ЭФР, 5,0 нг/мл), инсулин (1 мкг/мл) 
или разные сочетания названных факторов роста. Клетки инкубировали 
в СОг-термостате в течение 24 ч. В последние 18 ч инкубации в среду 
добавляли 3Н-тимидин (18,5 Бк /мл) . В дальнейшем клетки обрабаты-
вали по общепринятому методу [8], определяя радиоактивность в 
ТХУ-нерастворимом осадке с помощью сцинтилляционного счетчика 
M a r k I I I («Тгасог», Нидерланды). ΤΦΡ-β получен нами из тромбоци-
тов крови свиньи, как описано ранее [6]. Б работе использовали ЭФР 

Влияние Τ Φ Ρ - β и его сочетании 
с Э Ф Р и (или) инсулином на ин-
тенсивность включения 3 Н-тими-
д и н а в Д Н К м ы ш и н ы х ф и б р о б л а -
стов линии Swis s -ЗТЗ при разной 
плотности клеток В МОНОСЛОЙНОІІ 
культуре : а — п л о т н а я культура 
( І0 5 клеток /2 с м 2 ) ; б — ж и д к а я 
к у л ь т у р а (IO4 клеток /2 с м 2 ) ; 1 — 
Τ Φ Ρ - β ; Τ Φ Ρ - β + 3 Φ Ρ ; 3 — 
Т Ф Р - р + и н с у л и н ; 4 — Τ Φ Ρ - β + 
+ Э Ф Р + и н с у л и н . В е р т и к а л ь н ы е 
отрезки — 95 %-ные доверитель-
ные интервалы средних значении 

из подчелюстных слюнных желез мыши («Serva», Германия) и инсу-
лин из поджелудочной железы свиньи («Sigma», США). 

Результаты и обсуждение. Из данных, приведенных на рисунке, 
видно, что сам ΤΦΡ-β независимо от используемой концентрации не 
влияет на биосинтез Д Н К как в жидкой, так и в плотной культурах 
мышиных фибробластов линии Swiss-ЗТЗ. Инсулин в первом случае не 
оказывает воздействия на этот процесс, во втором — стимулирует его. 
В плотной культуре клеток ΤΦΡ-β в присутствии инсулина не влияет 
на биосинтез Д Н К . В то же время действие такого сочетания факторов 
роста на клетки, находящиеся в жидкой культуре, зависит от концент-
рации ΤΦΡ-β в среде. Так, при низких концентрациях (0,05—0,5 нг/мл) 
ΤΦΡ-β не обнаружено изменений в интенсивности биосинтеза Д Н К , 
тогда как при его относительно высоких концентрациях (5,0— 
50,0 нг/мл) наблюдается существенная стимуляция включения 3Н-ти-
мидина в Д Н К . 

Сам Э Ф Р достоверно не влияет на биосинтез Д Н К в фибробластах 
линии Swiss-ЗТЗ в плотной культуре, но стимулирует этот процесс в 
жидкой культуре. Между клетками исследуемой линии в зависимости 
от их плотности в культуре обнаруживаются существенные различия 
и в действии Э Ф Р в присутствии разных концентраций ΤΦΡ-β. Так, в 
плотной культуре ΤΦΡ-β достоверно не влияет на рострегулирующее 
действие ЭФР, тогда как в жидкой культуре с повышением концентра-
ции ΤΦΡ-β происходит ингибирование биосинтеза Д Н К , индуциро-
ванного ЭФР. 

При одновременном влиянии на исследуемые клетки Э Ф Р и инсу-
лина биосинтез Д Н К в них независимо от плотности в культуре оста-
ется на уровне, характерном для влияния самого инсулина. Добавление 
в эту тест-систему еще ΤΦΡ-β в условиях плотного высева клеток спо-
собствует ингибированию ростстимулирующего действия инсулина, 
причем этот эффект обнаруживается только в присутствии относитель-
но высоких концентраций ΤΦΡ-β (5,0—50,0 нг/мл). В то же время 
в условиях жидкой культуры достоверного влияния ΤΦΡ-β на ростсти-
мулирующее действие Э Ф Р и инсулина на клетки линии Swiss-ЗТЗ 
не отмечено. 

Таким образом, направленность и выраженность влияния ΤΦΡ-β,. 
Э Ф Р и инсулина на биосинтез Д Н К в мышиных фибробластах линии 
Smiss-ЗТЗ существенно зависит от плотности клеток в культуре. Kpo-
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ме того, обнаружено, что рострегулнрующие эффекты Э Ф Р и (или) 
инсулина могут модулироваться ΤΦΡ-β в разной степени в зависи-
мости от его концентрации в среде. 

Общеизвестно, что интенсивность пролиферации клеток в конфлю-
ентных культурах существенно ниже, чем в жидких культурах. Обна-
ружено также, что с увеличением плотности клеток в монослойной 
культуре у них уменьшается количество специфичных рецепторов ЭФР, 
ΤΦΡ-β, фактора роста фибробластов, фактора роста из тромбоцитов, 
инсулиноподобных факторов роста I и II [2, 3] . На основании этих 
данных выдвинуто предположение о том, что такое уменьшение коли-
чества рецепторов в расчете на одну клетку является одним из универ-
сальных механизмов ограничения ее способности в норме пролифери-
ровать в условиях высокой плотности на единицу площади под-
ложки [2, 3]. 

Показано, что в клетках линии BSC-I из почки обезьяны при боль-
шой плотности в культуре не только уменьшается специфичное связы-
вание ЭФР, но и почти теряется способность последнего стимулировать 
пролиферацию [9]. Аналогично фибробласты кожи человека в плотных 
культурах имеют значительно меньше рецепторов инсулиноподобного 
фактора роста I, чем в жидких культурах, и поэтому требуют сущест-
венно более высоких концентраций данного фактора роста для стиму-
ляции своей пролиферации [10]. 

Используя фибробластоподобные крысиные клетки линии 
NRK-49F, Риццино и соавт. [3] отметили, что при увеличении плотно-
сти клеток в стандартной 16-мм лунке планшета с 1,77· IO4 до 15,76· IO4, 
то есть примерно в 10 раз, величина относительного связывания ΤΦΡ-β 
уменьшается почти в 3 раза. Примерно такая же закономерность на-
блюдается и в случае использования клеток других типов. Упомянутые 
авторы, однако, не приводят данных о том, как в этих условиях изме-
няется рострегулирующее действие ΤΦΡ-β. 

По данным Гудмана и Маяка [4], ΤΦΡ-β ингибирует пролифера-
цию гладкомышечных клеток аорты крысы в жидких культурах 
((2,0—2,5)-IO3 клеток/см2) , но стимулирует ее в конфлюентных куль-
турах (5,0· IO4 клеток/см2) . Уровень специфичного связывания ΤΦΡ-β 
в первом случае более чем в 2 раза выше по сравнению со вторым. 
Необходимо отметить, что в жидких культурах этих клеток выявля-
ются два типа рецепторов — с высоким и низким сродством к ΤΦΡ-β. 
Кроме того, между гладкомышечными клетками из жидких и плотных 
культур существуют различия в составе молекулярных форм специфич-
ных рецепторов ΤΦΡ-β [4]. Из результатов этих исследований можно 
сделать вывод о том, что эффективность ростстимулирующего действия 
ΤΦΡ-β предопределяется не одним только количеством рецепторов дан-
ного фактора роста. По-видимому, существуют и другие механизмы, 
влияющие на направленность пролиферативного ответа клеток на дей-
ствие ΤΦΡ-β в условиях конфлюентной и жидкой культур. 

Имеются сведения о том, что отдельные полипептидные факторы 
роста могут менять уровень специфичного связывания друг друга. На-
пример, ΤΦΡ-β регулирует связывание ЭФР [5], а Э Ф Р и (или) инсу-
л и н — связывание ΤΦΡ-β [6]. Поэтому было целесообразно провести 
сравнительное изучение влияния ΤΦΡ-β, ЭФР, инсулина и разных соче-
таний этих факторов роста на интенсивность биосинтеза Д Н К в псев-
донормальных мышиных фибробластах линии Swiss-ЗТЗ в условиях 
плотной и жидкой культуры. Использование разных сочетний полипеп-
тидных факторов роста позволило учесть взаимное влияние каждого 
из них в отдельности на биологическое действие друг друга. 

Можно с уверенностью заключить, что среди известных факторов 
роста в последнее время наибольшим вниманием пользуется ΤΦΡ-β . 
Это обусловлено целым рядом его структурно-функциональных осо-
бенностей, среди которых необходимо в первую очередь выделить уни-
кальную способность этого фактора оказывать разнонаправленное 
влияние на пролиферацию не только клеток из разных тканей [7], но и 
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однотипных клеток, находящихся в разных условиях культивирова-
ния [8]. Среди условий, наиболее существенно влияющих на направ-
ленность и выраженность пролиферативного ответа клеток на действие 
ΤΦΡ-β, отмечают прикрепленность клеток к субстрату-подложке, кон-
центрацию сыворотки крови в культуральной среде, наличие В HGii 
других полипептидных факторов роста, продолжительность взаимодей-
ствия клеток с ΤΦΡ-β [7, 8, 11]. 

Как видно из результатов нашей работы, отдельные полипептид-
ные факторы роста оказывают взаимное влияние на рострегулирую-
щие свойства друг друга. Например, в условиях жидкой культуры био-
синтез Д Н К в мышиных фибробластах линии Swiss-ЗТЗ наиболее ин-
тенсивно происходит в присутствии инсулина и высоких концентраций 
ΤΦΡ-β, а наименее интенсивно — при действии Э Ф Р и высоких кон-
центраций ΤΦΡ-β. Эти закономерности не обнаруживаются в условиях 
плотной культуры клеток. Здесь биосинтез Д Н К осуществляется с мак-
симальной интенсивностью в присутствии инсулина, с минимальной — 
в присутствии ЭФР, причем в обоих случаях эти процессы мало зави-
сят от одновременного действия на клетки ΤΦΡ-β. Следовательно, в 
условиях жидкой культуры фибробласты линии Swiss-ЗТЗ более под-
вержены рострегулирующему влиянию ΤΦΡ-β, чем в условиях плотной 
культуры, а направленность этого регуляторного действия существен-
но зависит от влияния других полипептидных факторов роста, находя-
щихся в среде. 

Ранее нами [6] показано, что Э Ф Р и (или) инсулин по-разному 
влияют на уровень специфичного связывания ΤΦΡ-β псевдонормальны-
ми фибробластоподобными клетками линии NRK-49F и карциномными 
клетками линии А-549. В частности, под действием инсулина возра-
стает количество локусов связывания ΤΦΡ-β в клетках линии NRK-49F, 
а под действием Э Ф Р и инсулина — уменьшается. ЭФР вызывает уве-
личение количества локусов связывания ΤΦΡ-β в карциномных клетках 
линии А-549. Все это происходит без существенных изменений Kd 
рецепторов ΤΦΡ-β. 

Не исключено, что выявленные нами отличия в действии разных 
сочетаний полипептидных факторов роста на интенсивность биосинтеза 
Д Н К в псевдонормальных мышиных фибробластах линии Swiss-ЗТЗ 
также каким-то образом связаны с изменением количества рецепторов 
одних факторов роста под влиянием других. Выяснение таких механиз-
мов в первую очередь необходимо при изучении биологического дей-
ствия ΤΦΡ-β. Ведь этот фактор роста обладает исключительной поли-
функциональностью и может оказывать как стимулирующее, так 
и ингибирующее действие на пролиферативную активность клеток [11]. 

S u m m a r y . The i n f l u e n c e of d i f f e r e n t c o m b i n a t i o n s of t r a n s f o r m i n g g r o w t h 
f a c t o r β (0,05—50,0 n g / m l ) , ep ide rma l g r o w t h f a c t o r (5,0 n g / m l ) a n d insu l in (1 ц д / і п і ) 
on D N A b i o s y n t h e s i s in m o u s e f i b r o b l a s t s of Swis s -ЗТЗ line c o n s i d e r a b l e d i f fe r in mono-
layer c u l t u r e s w i th low and h igh cell dens i ty . 
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ГЕТЕРОГЕННОСТЬ ЛИНИИ 
СТРОМАЛЬНЫХ КЛЕТОК-ПРЕДШЕСТВЕННИКОВ 
КОСТНОГО МОЗГА ЧЕЛОВЕКА 

Изучали свойства колониеобразующих единиц фибробластов (КОЕф) при культивиро-
вании с фидером кролика. Линия стромальных клеток-предшественников костного мозга 
гетерогенна по своему пролиферативному потенциалу, что проявляется в различном 
отношении КОЕф к фидеру. Имеются две фракции КОЕф: фидерзависимая, дающая 
в культурах колонии только при добавлении фидера, и фидернезависимая, способная 
образовывать колонии в отсутствие фидера. Под воздействием фидера одна часть 
КОЕф, дающая в обычных условиях кластер, совершает несколько дополнительных 
делений и вырастает до колонии, другая часть КОЕф не способна образовывать в этих 
условиях колоний. Гетерогенность КОЕф с одной стороны, обусловлена свойствами 
самих КОЕф, а именно: их пролиферативным потенциалом, с другой — связана с влия-
нием микроокружения, создаваемого неприлипающей фракцией костномозговых клеток. 

Введение. Стромальные клетки-предшественники костного мозга чело-
века и животных, именуемые колониеобразующими единицами фибро-
бластов (КОЕф) , имеют свойства стволовых клеток, являются остео-
генными клетками-предшественниками и создают кроветворное микро-
окружение для созревания стволовых кроветворных клеток [1—3]. 
Экспериментально доказано, что образование участков костномозгово-
го кроветворения во взрослом организме наступает после того, как 
стромальные клетки-предшественники построят костную ткань, которая 
затем заселяется стволовыми кроветворными клетками. На решающую 
роль стромы костного мозга в кроветворении указывает также вторич-
ная аплазия костного мозга в результате радиационного поражения. 
Эта форма аплазии связана с гибелью стромальных элементов костно-
го мозга в месте поражения [3]. 

Основным способом изучения свойств стромальных клеток-предше-
ственников костного мозга человека является метод клонирования in 
vitro. Как установлено ранее, добавление в культуральную среду фи-
дера, представляющего собой летально облученные клетки костного 
мозга, значительно повышает эффективность клонирования КОЕф. 
Причем наиболее эффективным из изученных оказался фидер из кле-
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