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Переход культуры клеток из логарифмической фазы роста в стацио­
нарную связан с глубокими перестройками внутриклеточного метаболиз­
ма, свидетельствующими о том, что покоящиеся клетки стационарных 
культур находятся в особом физиологическом состоянии, отличном от со­
стояния пролиферирующих клеток (’). Существенные различия обнару­
жены в составе и структуре поверхностной мембраны стационарных и 
пролиферирующих клеток (2), в том числе и в проявлении антигенов 
групп крови. Так, в культуре клеток почки кролика RK 13 наибольшее 
число клеток, положительных по антигену группы крови А (А+) было от­
мечено в период быстрого роста культуры (3). Имеются данные о том, что 
в культуре клеток мастоцитомы мыши P815Y пролиферирующие клетки 
являются В-положительными (В+), тогда как антиген Н у них не выяв­
ляется; в непролиферирующих же клетках наблюдается обратное соотно­
шение (4). На основании приведенных сведений можно предположить, 
что антигены групп крови вовлекаются в процесс функциональной и 
структурной перестройки клеточной поверхности при смене состояний по­
коя и активной пролиферации клеток. Однако вопрос этот до настоящего 
времени специально не изучался.

В настоящей работе было исследовано проявление антигенов групп 
крови А и В в культуре диплоидных фибробластов эмбриона человека в 
процессе ее перехода из экспоненциальной фазы роста в стационарную, а 
также в ранние сроки последействия пролиферативного стимула в ста­
ционарной культуре клеток. В последнем случае предполагалось выяс­
нить, является ли активация поверхностной мембраны клеток под воз­
действием индуктора условием, достаточным для перехода клеток к про­
лиферации.

В опытах использовали культуры фибробластов, полученные от двух 
эмбрионов человека (одна на 4-м, вторая на 16—18-м пассажах). В пени;- 
циллиновые флаконы с покровными стеклами наливали по 2 мл сус­
пензии клеток (50 тыс/мл) в среде Игла с 10% сыворотки крупного рогато­
го скота и 100 мкг/мл каиамицина. Через сутки после посева исходную 
среду заменяли па среду Игла без сыворотки. Для индукции синтеза ДНК 
в стационарной культуре клеток питательную среду на 12—14-е сутки 
роста культуры заменяли свежей, содержавшей 10% сыворотки.

Выявление антигенов групп крови А и В проводили методом непря­
мой иммунофлуоресценции. Покровные стекла с клетками промывали в 
растворе Хепкса, затем покрывали каплей сыворотки человека против со­
ответствующей группы крови (Ortho Diagnostics, England) и инкубиро­
вали в течение 1 часа. После двукратного промывания в растворе Хенкса 
клетки покрывали каплей сыворотки кролика против у-глобулинов чело­
века, меченной изотиоцианатом флуоресцеина. Сыворотку предваритель­
но абсорбировали ацетоновым порошком печени крысы. После инкубации 
в течение 1 часа и двукратного промывания покровные стекла накладыва­
ли на предметные клетками вниз. Инкубацию клеток с сыворотками и 
промывание препаратов проводили при 4° С.
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На окрашенных препаратах определяли процент клеток, ооладающих 
специфическим поверхностным свечением. Влажные препараты просмат­
ривали на микроскопе МЛ-3 при ультрафиолетовом и фазовоконтрастном 
освещении. На каждый срок подсчитывали по 200—300 клеток на 4—о 
препаратах. Клетку считали специфически окрашенной, если на ее пе­
риферии можно было наблюдать хорошо различимое зелено-желтое све­
чение в виде сплошного кольца, сектора или линии. Клетки, связавшие

Рис. 1. Число аптиген-положительпых клеток и индекс меченых клеток 
в культуре эмбриональных фибробластов человека. 1 — меченые клетки, 
2 - А+-КЛСТКИ, 3 — В+-клетки. Стрелкой обозначено время смены среды
Рис. 2. Усиление проявления антигенов групп крови А и В при индукции 
пролиферации клеток в стационарной культуре. 1 — А+-клетки, 2 — 

В+-клетки

краситель в виде точек или пиноцитозных гранул, не считались окрашен­
ными. Диффузно окрашенные клетки не учитывались, поскольку такой 
тип окрашивания свидетельствует о гибели клетки (5).

Контролем серологической специфичности служила антисыворотка, 
истощенная равным объемом А- и В-положительных эритроцитов челове­
ка. Другим доказательством специфичности реакции было отсутствие 
окрашивания фибробластов китайского хомячка перевиваемой линии 431. 
Показателем темпа пролиферации культуры служило число клеток, всту­
пивших в период сиптеза ДНК. Для определения этого показателя клет­
ки метили Н3-тпмидипом (2 мкС/мл; удельная активность 4,1 С/ммоль) в 
течение 30 мин. до фиксации. На автографах, полученных по методике, 
описанной ранее (6), определяли индекс меченых клеток (из 1000 клеток 
па каждый срок).

Максимальный темп пролиферации в культуре эмбриональных фибро­
бластов человека наблюдался на 2-е сутки роста, когда индекс меченых 
клеток был равен 20%. В это же время достигало максимума число А+- и 
В+-клеток (63 и 80% соответственно). Ни в одном из экспериментов пе 
наблюдалось окрашивания всех клеток, что, возможно, свидетельствует о 
присутствии в составе клеточных популяций клеток, негативных по ан­
тигенам групп крови (7,8). В последующие дни роста культуры проявле­
ние антигенов уменьшалось, достигая наименьших значений к 7-м сут­
кам (А+=26%; В+=38%). К этому времени культура клеток находилась 
уже в стационарной фазе роста (индекс меченых клеток пе превышал 
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3%). Низкий уровень проявления антигенов сохранялся, с небольшими 
вариациями, вплоть до 14-х суток роста культуры (А+=24%; В+=35%; 
индекс меченых клеток 2,8%) (рис. 1).

Таким образом, в настоящей работе показано уменьшение числа А+- и 
В+-клеток при выращивании эмбриональных фибробластов человека без 
смены среды, что согласуется с результатами опытов Доусон и Френкса 
(3) и Томаса (4), обнаруживших уменьшение соответственно А+- и 
В+-клеток в стационарной фазе роста клеточных культур.

Наблюдавшееся снижение числа антиген-положительных клеток в ста­
ционарной культуре может являться результатом феномена «маскирова­
ния» антигенов поверхности. Показано, что в стационарной культуре фиб­
робластов хомячка липни NIL содержание и скорость синтеза форссма- 
новского липидного гаптена выше, а проявление его ниже, чем в пролифе­
рирующей культуре. «Маскированные» форссмановские антигены удает­
ся обнаружить при обработке клеток версеном (9). Увеличение проявле­
ния антигенов происходит и при обработке клеток некоторыми фермента­
ми (10). Возможным объяснением этих данных может быть предположе­
ние о пространственных изменениях компонентов клеточной поверхности 
в зависимости от состояния клеток (“).

При индукции пролиферации в стационарной культуре клеток индекс 
меченых клеток через 24 часа после смены среды увеличивался до 10%. 
Одновременно в стимулированной культуре резко повышалось, приближа­
ясь к максимальным значениям, и проявление антигенов групп крови: 
числа А+-клеток через 24 час. после смены среды было равно 54%, 
В+-клеток — 73% (рис. 1). Увеличение числа антиген-положительных 
клеток начиналось сразу же после смены среды: уже через 30 мин. коли­
чество А+-клеток возрастало до 47,5%, а В‘ — до 66%. Этот процесс про­
должался в течение, по меньшей мере, 2 час. (рис. 2), что свидетельствует 
об асинхронном ответе клеток на пролиферативпый стимул.

Как видно из данных рис. 2, через 2 час. после смены среды число ан­
тиген-положительных клеток приближалось к максимальным значениям, 
отмеченным для пролиферирующей культуры (А+=55%; В+=79%). Оче­
видно, что при индукции клеточной пролиферации в процесс изменения 
поверхностной мембраны клеток, приводящий к выявлению антигенов А 
и В, включалась подавляющая часть клеток популяции.

Если сопоставить индекс меченых клеток через 24 часа после смены 
среды (10%) с числом клеток, реагирующих па смену среды проявлени­
ем антигенов, то можно видеть, что только небольшой процент реагирую­
щих клеток в дальнейшем переходит к пролиферации. В связи с этим ин­
тересны данные Шоделла и Иссельбахера (1Z), показавших, что другая 
ранняя реакция клеток па пролиферативный стимул — изменение про­
ницаемости поверхностной мембраны — не ведет сама по себе к последую­
щему размножению клеток. К такого же рода ранним реакциям клеток на 
воздействие индуктора, типичным, но недостаточным для последующей 
пролиферации, следует, очевидно, отнести также происходящие в первые 
часы после смены среды ускорение синтеза РНК (13,14) и возрастание 
концентрации белковых SH-групп (15).

Таким образом, в настоящей работе показано, что антигены групп 
крови А и В вовлекаются в процессы изменения клеточной поверхности, 
обусловленные переходом культуры клеток из одной фазы роста в дру­
гую. На основании полученных результатов индукция клеточной проли­
ферации в стационарной культуре представляется комплексным процес­
сом, включающим в себя раннюю активацию поверхностной мембраны 
клеток, которая, однако, является недостаточным условием для перехода 
клеток к синтезу ДНК и последущему размножению.
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