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Использование диплоидных клеток человека как модели для изучения 
молекулярно-биологических процессов, привлекает внимание биохимиков, 
так как позволяет изучить механизмы воздействия химических препаратов 
на процесс старения и малигнизацию клеток человека; позволяет упростить 
решение проблемы старения и злокачественной трансформации; позволяет 
выяснить, является лп данный изучаемый биохимический параметр неотъ­
емлемой чертой старения или адаптивным нейрогуморальным изменением.

Вместе с тем, использование клеточных культур для решения этих 
проблем предполагает установление связи между состоянием клеток 
in vitro и in vivo. С этой целью исследованы изоферменты лактатдегпдро- 
геназы, КФ 1.1.1.27. (ЛДГ), как наиболее универсальной паспортной ха­
рактеристики функциональной активности генома клетки. На основании 
большого фактического материала можно утверждать, что не подлежат 
сомнению факты тесной корреляции спектра изоферментов ЛДГ с уров­
нем дифференцировки клетки ('), отчетливой тканевой специфичности 
спектра изоферментов ЛДГ (2), изменения соотношения изоферментов 
ЛДГ в процессе эмбриогенеза, связи синтеза ЛДГ с фазами митотического 
цикла клетки (3).

Изученные штаммы были получены из нормальных легочной, мышеч­
ной и кожной тканей 14,5-педельного эмбриона человека. Исходные ткани 
имели структуру, характерную для данных органов. Для дезагрегации 
тканей использовали метод трипсинизации. Клетки культивировали в 
двухкратной среде Игла («NBC») с добавлением 10% телячьей сыворотки. 
Пересев клеток производили два раза в неделю в отношении 1:2 в кон­
центрации 65 • 10;| клеток/мл. В результате были получены три штамма 
диплоидных клеток: легочный Л-63, кожномьтшечньтй КМ-172, кожный 
К-172. Полученные штаммы соответствовали всем требованиям, которые 
установлены для диплоидных клеточных штаммов Международным Коми­
тетом по клеточным культурам (4). Часть клеток на восьмом пассаже бы­
ла заморожена и хранилась при температуре жидкого азота в течение не­
скольких месяцев.

Морфологическое изучение культур клеток, проведенное на нативных 
и окрашенных гематоксилпном-эозипом препаратах, показало, что на 
первом пассаже культура клеток легочного штамма в основном состояла 
из фибробластоподобных клеток. Среди клеток кожномышечной культуры 
встречались миосимпласты, количество которых уменьшалось па .втором 
пассаже, а затем они исчезали вовсе. С первых пассажей монослой имел 
характерный для диплоидных клеток рисунок. С четвертого пассажа кле­
точные штаммы были морфологически неразличимы.

Для определения активности изоферментов ЛДГ клетки трижды про­
мывали раствором Хенкса, осадок ресуспендировали в экстракционной сре­
де (5) и гомогенизировали в гомогенизаторе Нейфаха (6) в течение 1 мин. 
и затем центрифугировали при 105 000 g в течение 1 часа при 4° (4). Над-



Таблица 1

Распределение изоферментов ЛДГ клеток человека в процессе культивирования 
(второй день роста; метод энзимэлектрофореза)

Таблица 2

Пас­
саж Клетки п *

Изоферменты, %

н4 н,м Н2М2 ПМз м4

Легкого 2 13,4 56,5 28,7 1,5 0
Мышцы 2 3,1 16,7 75,5 5,0 0
Кожи 2 7,9 39,3 49,9 3,0 0

4 Л-63 2 1,3 21,3 37,6 38,3 1,4
4 КМ-172 2 0 4,0 16,6 71,3 8,3
3 К-172 2 0 7,7 10.0 78,8 3,6
6 Л-63 2 1,4 38,1 10,3 48,9 1,3
6 КМ-172 2 0 10,2 15,9 71,5 2,3
5 К-172 2 0 12,4 10,9 66,8 10,0
8 Л-63 2 1,5 25,3 32.6 38,9 1,5
8 КМ-172 2 0 4,4 33,8 59,3 2,4
7 К-172 2 0 5.5 24,6 66.5 3,4

13 Л-63 ** 3 0,1 9,1+0,3 59,6+1,1 30,1 + 1,4 1,2+0,1
13 КМ-172 ** 3 0 5,4+0,5 43,8+0,2 46,1+0,7 4,7+0,1
12 К-172 ** 2 0 2,9 36,7 52,2 8,3
21 Л-63 ** 3 0 6,0+0,1 55,2+0,3 36,2+0,4 2,5+0,04
20 КМ-172 ** 3 0 4,2+0,1 46,5+0,9 44,2+0,8 5,1+0,1
18 К-172 ** 2 0 2,0 29,5 53,4 15,1
21 Л-63 3 0 12,4+0,3 52,2+0,5 32,1+0,1 3,3+0,3
21 КМ-172 3 0 5,2+0,3 46,3+0,8 40,9+0,5 7,7+0,9
21 К-172 2 0 1,5 31,0 48,2 19,2
25 Л-63 3 0 4,8+0,6 38,2+0,7 47,8+0,4 9,1+0.2
25 КМ-172 3 0 3,3+0,1 34,7+0,5 49,9+0,03 12,5+0,1
25 К-172 2 0 1,6 21,1 59,0 18,3
26 Л-63 ** 3 0 4,9+0,04 49,5+0,1 42,2+0,1 3,4+0,2
26 КМ-172 ** 3 0 3,9+0,1 43,2+0,1 46,8+0,3 6,1+0,4
26 К-172 ** 2 0 2,1 37,1 52,6 8,2
35 Л-63 ** 3 0 4,3+0,1 51,8+1,4 39,6+1,0 4,29+0,4
35 КМ-172 ** 3 0 3,0+0,2 34,5+0,9 32,6±1,1 9,9+0,1
35 К-172 ** 2 0 1,87 32,5 57,1 8,55
46 Л-63 ** 4 0 6,8+0,4 52,6+0,6 37,9+0,7 2,7+0,3
46 КМ-172 ** 4 0 6,7+0,4 52,3+0,4 38,3+0,4 2,7+0,1

* Число измерений.
** Размороженные субштаммы.

Распределение изоферментов ЛДГ в диплоидных клетках 
человека (второй день роста; метод ингибирования мочевиной)

Пассаж Клетки
Изоферменты, %

Н4 н3м Н2М2 нм3+м4

3 Л-63 1,4+0,1 1ь,5+1, / 37,6+1,7 4о,9+0,3
3 К-172 0 3,3 23,1 73,3
4 Л-63 6,1 18,5 25,8 49,6
4 К-172 0 5,7 26,1 68,8

осадочную жидкость хранили при 0° и при—70°. Активность фермента из­
меряли по методу Бергмейера (7) на спектрофотометре СФ-4, снабженном 
регистрирующей приставкой (8).

Данные о распределении изоферментов ЛДГ, полученные методом эн­
зимэлектрофореза в расщепленном полиакриламидном геле пред­
ставлены в табл. 1. На третьем и четвертом пассажах спектр изоферментов 
ЛДГ изучали также методом Чазова, основанном на ингибировании ЛДГ 
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различными концентрациями мочевины (|2). Эти данные представлены в 
табл. 2.

Из полученных результатов можно сделать следующие выводы: 1) ка­
чественная картина соотношения изоферментов ЛДГ в исходных эмбрио­
нальных тканях соответствует сведениям, известным из литературы (13); 
2) несмотря на то, что начиная с четвертого пассажа клеточные штаммы 
были морфологически неразличимы, при последующем культивировании 
клеток диплоидных штаммов не происходит унификации распределения 
изоферментов ЛДГ; 3) хотя и наблюдались некоторые колебания спектра 
изоферментов от эксперимента к эксперименту, различие распределения 
изоферментов клеток штаммов Л-63 и КМ-172 сохраняется вплоть до 46 
пассажа. Достоверность различия спектра изоферментов клеток этих штам­
мов на 4, 6, 8, 13, 21, 25'и 26 пассажах рассчитали методом парного срав­
нения и установили, что вероятность различия для изоферментов М4 и М3Н 
составляет более 0,99, для М2Н2 — более 0,92, а для МН3 — более 0,96; 
4) полученные различия пзоферментного состава были воспроизведены на 
размороженных Клеточных штаммах, поэтому это различие нельзя объяс­
нить методическими погрешностями культивирования клеток; 5) различие 
в распределении изоферментов ЛДГ изученных клеток было также под­
тверждено методом Чазова, принципиально отличным от метода эпзим- 
электрофореза.

Таким образом, наиболее вероятной причиной различия спектра изо­
ферментов ЛДГ штаммов Л-63 и КМ-172 можно считать разное тканевое 
происхождение, то есть морфологическая унификация клеток не свиде­
тельствует об унификации работы генома. Эти предположения согласуются 
с данными Кайн и Прайне (14), которые показали, что клоны клеток па­
ренхимы печени, имеющие морфологию фибробластов, сохраняют способ­
ность синтезировать сывороточный альбумин, что присуще только клеткам 
печени.
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