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Резюме. 

Цель – разработать методику воспроизведения экспериментальной метастазирующей крысиной глиомы С6 с ис-

пользованием флюоресцентного красителя.

Опыт проводили на 10 самках крыс линии Wistar. Реализация цели достигалась за счет того, что культуру опухо-

левых клеток С6 суспензировали в питательной среде, затем к полученной суспензии добавляли флюоресцент-

ный краситель CellBrite™ Orange Cytoplasmic Membrane Dye и помещали в инкубатор. После инкубирования 

суспензии опухолевых клеток С6 с флюоресцентным красителем CellBrite™ Orange Cytoplasmic Membrane Dye, 

ее доставали и отмывали три раза. Образовавшуюся суспензию окрашенных живых опухолевых клеток в концен-

трации 10х109 вводили подкожно в надключичную область. Затем животному ставили внутримышечную инъек-

цию метпрезона в течение 10 дней. Через 3 месяца на месте введения культуры окрашенных опухолевых клеток 

С6 фиксировали новообразование. Новообразование и внутренние органы крысы забирали для проведения оцен-

ки миграции окрашенных опухолевых клеток С6 с целью подтверждения процесса метастазирования с помощью 

конфокального микроскопа. Из биоптатов опухоли и органов готовили препараты для иммуногистохимического 

подтверждения глиомной специфичности путем определения маркеров GFAP, S-100.

Ключевые слова: глиома, метастазирование, флюоресцентный краситель, крыса.

Abstract. 

The aim of this study is to develop a technique for reproducing experimental metastatic rat glioma C6 using a fluorescent 

dye.

The experiment was performed on 10 female Wistar rats. The goal was achieved by suspending a culture of C6 tumor 

cells in a culture medium, then adding a fluorescent CellBrite™ Orange Cytoplasmic Membrane Dye to the resulting 

suspension and placing it in an incubator. After incubating the C6 tumor cell suspension with CellBrite™ Orange 

Cytoplasmic Membrane Dye, it was removed and washed three times. The resulting suspension of colored living tumor 

cells in a concentration of 10x109 was injected subcutaneously into the supraclavicular region. The animal was then given 

an intramuscular injection of metpresone during 10 days. After 3 months at the site of introduction of colored tumor cells 

C6 culture neoplasm was fixed. The neoplasm and internal organs of the rat were taken to assess the migration of colored 

C6 tumor cells in order to confirm the metastasis process using a confocal microscope. Preparations from organ biopsies 

were prepared for immunohistochemical confirmation of gliomic specificity by determining GFAP and S-100 markers.

Key words: glioma, metastasis, fluorescent dye, rat.
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Известно, что новообразования различного 

генеза возникают в процессе хаотичного деления 

клеток, сопровождающегося атипичным тканевым 

ростом с образованием опухолей [1-3]. Причиной 

такого процесса является воздействие факторов 

различного генеза [4, 5]. 

Показано, что в гетерологичных (злокаче-

ственных) опухолях нарушена органотипическая, 

гистотипическая и цитотипическая дифференци-

ровка, что сопровождается их инфильтрирующим 

и быстрым ростом. Характеристикой злокаче-

ственных опухолей также является способность 

к метастазированию и рецидивированию. В про-

цессе метастазирования атипичные клетки мигри-

руют по кровеносным и лимфатическим сосудам, 

серозным оболочкам и образуют метастазы. В ме-

тастазах опухоль чаще всего имеет аналогичное 

строение, что и основной узел. В них возникают 

некроз, кровоизлияние, а размеры могут превы-

шать «материнскую» опухоль [6, 7]. 

Среди пациентов с онкологией злокаче-

ственные опухоли головного мозга составляют 

весомую долю. Глиальные опухоли встречаются в 

20,8% случаев у мужчин и 13,6% у женщин. Наи-

более часто среди глиом диагностируются опухо-

ли больших полушарий мозга (70,4% случаев) [9]. 

«Излюбленная» локализация полушарных глиом 

– лобная доля (8,6%), височная доля (12,8%) и те-

менная доля (8,6%) [9-12]. 

Для разработки новых методов изучения ме-

ханизмов канцерогенных процессов, контроля над 

процессом метастазирования и регрессии, подбо-

ра грамотных терапевтических подходов биоло-

гам и медикам необходимо иметь высоко воспро-

изводимые опухолевые модели. Одной из таких 

является крысиная глиома С6. На данный момент 

существует несколько доступных способов вос-

произведения крысиной глиомы [13-16]. Но в 

них описано только локальное развитие опухоли 

in situ. Кроме того, считают, что именно для этой 

экспериментальной глиомы процесс метастазиро-

вания не характерен.

Цель работы – разработать методику вос-

произведения экспериментальной метастазирую-

щей крысиной глиомы С6 с использованием флю-

оресцентного красителя.

Материал и методы

В эксперименте использовали 10 самок 

крыс линии Wistar массой 180-200 г, которые до 

начала манипуляций проходили двухнедельный 

карантин. Работа с животными осуществлялась 

в соответствии с требованиями биомедицинской 

этики.

Для воспроизведения экспериментальной 

метастазирующей глиомы с использованием флю-

оресцентного красителя культуру опухолевых 

клеток С6 суспензировали в питательной среде 

DMEM из расчета 10х109 опухолевых клеток в 1 

мл среды при комнатной температуре. Затем к по-

лученной суспензии добавляли 5 мкл флюоорес-

центного красителя CellBrite™ Orange Cytoplasmic 

Membrane Dye из расчета на 1 мл клеточной су-

спензии опухолевых клеток С6 и перемешивали. 

Выбор красителя обоснован тем, что этот флуо-

ресцентный краситель живых клеток выдерживает 

фиксацию метанолом и пермеабилизацию, позво-

ляет быстро окрашивать плазматические мембра-

ны, совместить окрашивание плазматических 

мембран с внутриклеточным окрашиванием с по-

мощью антител. Выбранный краситель является 

аминореактивным веществом, аккумулирующим-

ся в клеточной мембране. Окрашивание обладает 

высокой стабильностью, низкой токсичностью, 

краситель не переносится между клетками, что де-

лает его пригодным для длительных исследований 

по маркировке и отслеживанию клеток. 

Далее суспензию опухолевых клеток С6 по-

мещали в инкубатор при температуре 37°С на 30 

минут. После инкубирования суспензии опухо-

левых клеток С6 с флюоресцентным красителем 

CellBrite™ Orange Cytoplasmic Membrane Dye, 

ее отмывали путем центрифугирования при 1500 

оборотов в минуту в течение 5 минут при тем-

пературе 37°С. Образовавшуюся надосадочную 

жидкость удаляли и повторяли процесс отмывки 

по схеме 3 раза. После последней отмывки надо-

садочную жидкость удаляли и проводили опре-

деление жизнеспособности культуры клеток С6 

с применением трипанового синего. Для этого 

суспензию окрашенных опухолевых клеток С6 

смешивали с 0,5% раствором трипанового синего 

в соотношении 1:1 и выполняли подсчет количе-

ства неокрашенных (жизнеспособных) клеток с 

помощью камеры Горяева [17]. Затем рассчиты-

вали дозу введения окрашенной культуры клеток 

С6 в концентрации 10х109 клеток на крысу линии 

Wistar массой 180-200 граммов. 

Затем готовили инъекцию метпрезона, ис-

пользуя порошок для приготовления раствора для 

инъекций (40 мг) из расчета 0,001 мл на 1 грамм 

веса животного. 

Крысу, которой проводили инъекцию окра-
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шенной культуры живых опухолевых клеток С6, 

фиксировали вручную. Голову крысы отводили в 

сторону, надключичную область освобождали от 

шерсти, смазывали дезинфицирующим раство-

ром. С соблюдением правил асептики суспензию 

окрашенных живых опухолевых клеток в концен-

трации 10х109 вводили подкожно. Место инъекции 

плотно зажимали ватным тампоном, смоченным в 

дезсредстве, и удерживали. 

Затем животному ставили внутримышеч-

ную предварительно подготовленную инъекцию 

метпрезона. Место прокола зажимали ватным там-

поном, смоченным в дезсредстве, и удерживали.

Инъекции метпрезона проводили ежеднев-

но в течение 10 дней после введения культуры 

окрашенных опухолевых клеток С6. 

Через три месяца крысу умерщвляли под 

эфирным наркозом. На месте инъекции культуры 

окрашенных опухолевых клеток С6 фиксировали 

новообразование, которое забирали для получения 

гистологических срезов с помощью замораживаю-

щего микротома [18]. 

Затем проводили остальную часть вскры-

тия крысы для забора таких органов, как головной 

мозг, легкие, печень, селезенка. Гистологические 

срезы изготавливали с помощью замораживающе-

го микротома [18].

Оценку миграции окрашенных опухолевых 

клеток С6 для подтверждения процесса метаста-

зирования (визуализация контуров окрашенных 

клеток) в гистологических препаратах проводи-

ли с помощью лазерного сканирующего конфо-

кального микроскопа «Leica TCS SPE» (Leica-

microsystems, Германия), используя при этом 

аргоновый лазер для возбуждения флуоресценции 

в красной и зеленой областях спектра [19]. Место 

скопления опухолевых клеток (метастаз) выявля-

ли с помощью лазера путем возбуждения флуорес-

ценции с границами диапазона детекции 360-420 

нм. Обработку информации осуществляли в про-

грамме LAS AF.

Подтверждение развития высокозлокаче-

ственной глиомы и ее метастазирования прово-

дили иммуногистохимическим методом путем 

определения основных специфических глиомных 

маркеров GFAP, S-100 [4] в забранном материа-

ле системой визуализации 2-step plus Poly-HRP 

Anti Rabbit/Mouse IgG Detection System (with 

DAB Solution, Wuhan Elabscience Biotechnology 

Incorporated Company, Китай, E-IR-R213). 

Подсчет окрашенных клеток проводили с 

использованием светового микроскопа Leica DM 

2500 в непересекающихся полях зрения в 1000 

клетках каждого среза. Характеристику экспрес-

сии и оценку доли окрашенных клеток (Immune 

reactivity, IRS) давали по инструкции по примене-

нию «Иммуногистохимические методы исследо-

вания новообразований различного генеза» [18]. 

Статистическую обработку данных прово-

дили с помощью программы Statistica 10 с приме-

нением критерия Манна–Уитни и считали стати-

стически значимыми при p≤0,05. 

Результаты

Через 3 месяца после введения окрашенных 

опухолевых клеток глиомы С6 нами выявлено, что 

опухоли развились в месте инъекции. По форме 

опухоли овальной формы, размер 2-3 см3, разме-

щены в капсуле с хорошо развитой кровеносно-со-

судистой системой. При разрезе новообразования 

были плотной, упругой консистенции, красного 

цвета (рис. 1, 2). 

Гистологическая оценка показала: в сре-

зах опухоли обнаружены полиморфные округлые 

клетки со слабобазофильным ядром и фигурами 

митозов. Межклеточное вещество было представ-

лено нейропилем (рис. 3, 4). Гистологическое за-

ключение: глиобластома (глиома). 

Иммуногистохимический анализ выявил, 

что в биоптатах опухоли экспрессия GFAP соста-

вила 2+ (37,46%; 95% ДИ : 29,38-38,45; IRS=4), а 

S 100 - 1+ (15,63%; 95 % ДИ : 13,35-17,44; IRS=5).

Макроскопическое изучение остальных ор-

ганов показало: легкие и печень увеличены в раз-

мерах, имеют спайки. На поверхности органов 

визуализирутся множественные новообразования, 

выступающие за границы органов, размером от 0,3 

до 1 см3. Зафиксированные нами новообразования 

были плотной консистенции, серо-розового цвета, 

округлой формы, наполнены жидкостью (рис. 5, 6).

При оценке препаратов иммуногистохими-

ческим методом нами выявлено, что в биоптатах 

легких экспрессия GFAP составила 1+(17,66%; 

95% ДИ : 16,55-18,13; IRS=4), S 100 - 1+(14,56%; 

95 % ДИ : 12,57-15,43; IRS=5). В срезах печени 

GFAP - 1+ (19,24%; 95 % ДИ : 17,10-20,44; IRS=5); 

S 100 – 1+(13,82%; 95% ДИ : 12,78-14,11; IRS=5).

Макроскопический осмотр селезенки по-

казал, что она увеличена, зернистой структуры, 

цвет не изменен. Новообразований обнаружено не 

было. 

В свою очередь, головной мозг животных 

был стандартных размеров, оболочки тонкие, на 
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поверхности встречались темные вкрапления, на-

поминающие кровоизлияния. Плотность вещества 

мозга была обычная. При фронтальном разрезе 

мозга отчетливо выделялось серое и белое веще-

ство. Желудочки мозга были без расширений.

По результатам иммуногистохимическо-

го анализа экспрессии специфических маркеров 

GFAP и S 100 изменений в селезенке и головном 

мозге нами не выявлено.

В свою очередь, в препаратах биоптатов 

опухолей, легких и печени с помощью конфо-

кальной микроскопии выявлены скопления све-

тящихся окрашенных клеток (островки), которые 

располагались не организованно, беспорядочно 

и неравномерно, имели разную форму и интен-

сивность свечения. Островки клеток были раз-

общены между собой (рис. 7-9), а максимальный 

уровень свечения в них окрашенных клеток был 

отмечен нами в срезах опухоли и легких.

Обсуждение

В настоящий момент биологическое мо-

делирование опухолей головного мозга является 

востребованным [13-15, 20]. Ученые предлагают 

различные варианты получения опухолей, мак-

симально приближенных к человеческим [16, 

17, 20]. Известно, что глиобластомы развивают-

ся de novo и характеризуются высокой скоро-

стью роста, с преимущественной локализацией 

в полушариях головного мозга. Опухоль, име-

ющая астроцитарное происхождение, обладает 

диффузным ростом и может глубоко внедриться 

в здоровую ткань [9, 10, 21]. Однако в подавля-

Рисунки 1, 2 – Крысиная глиома С6 через 3 месяца после введения окрашенных опухолевых клеток.

Рисунки 3, 4 – Очаги некроза и кровоизлияния в опухолевой ткани, окруженные палисандром опухолевых 

клеток и кровеносными сосудами, окраска гематоксилин-эозином, х100, х400.
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ющем большинстве случаев эта опухоль растет 

медленно, инфильтративно, границу опухоли и 

здоровых тканей не всегда удается найти даже 

при помощи микроскопа [9, 10, 21]. Процесс ме-

тастазирования глиобластом чаще всего остается 

неподтвержденным. 

Представленная авторами модель не имеет 

аналогов на данный момент и прототипов и явля-

ется воспроизводимой, экономически доступной.

Заключение

Разработанная нами модель воспроизве-

дения экспериментальной метастазирующей 

крысиной глиомы С6 с использованием флюо-

Рисунки 5, 6 – Множественные новообразования, выступающие за границы легких и печени.

Рисунок 8 – Скопления светящихся окрашенных 

клеток в опухолевой ткани легких.

Рисунок 7 – Скопления светящихся окрашенных 

клеток в опухолевой ткани глиомы.

Рисунок 9 – Скопления светящихся окрашенных 

клеток в опухолевой ткани печени.
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ресцентного красителя может быть применена 

для проведения доклинических исследований на 

животных, разработки инновационных методов 

изучения молекулярно-генетических механизмов 

прогрессирования злокачественных глиальных 

новообразований и установления важных законо-

мерностей их метастазирования с точки зрения 

общебиологического процесса. С помощью этой 

модели могут быть разработаны принципиально 

новые подходы к диагностике и клеточной тера-

пии глиом высокой степени злокачественности.
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