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Предполагается, что прямая диффузионная связь между цитоплазма­
тическим содержимым близлежащих клеток может иградь существенную 
роль в росте, дифференцировке и. функционировании органов и тканей 
С,2), однако механизм установления такой связи не известен. В литера­
туре описан ряд экспериментальных воздействий, . ухудшающих Связь 
между клетками через высокопрбницаемые межклеточные контакты: это 
уменьшение концентрации в среде ионов Са2+ или С1~, увеличение pH 
или тоничности среды, охлаждение, воздействие трипсином или гиалуро­
нидазой, механическое повреждение одной из клеток в связанной паре 
п т. д. (3~5). Описаны также морфологические структуры (типа «gap­
junction» и «septate-junction»), характерные для диффузионно связанных 
клеток: в местах таких контактов мембраны соседних клеток разделены 
щелью 20—40 А и содержат многочисленные гранулы (по-видимому, бел­
ковой природы), часто упакованные в гексагональную решетку (см. (6)).

В настоящей работе получены данпые в пользу того, что в условиях, 
когда культивируемые клетки самопроизвольно не образуют проницаемых 
межклеточных контактов (п.м.к.), установление таких контактов удается 
индуцировать добавлением в среду иона Lai+ в низких концентрациях.

Использовались культуры трех типов клеток: 1) МИТР — линия эпи­
телиальных клеток почки мыши, трансформированных вирусом SV-40, 
полученная ~8 лет назад в Лаборатории противоопухолевого иммунитета 
Института экспериментальной и клинической онкологии АМН СССР;
2) L — клетки подкожной соединительной ткани эмбриона мыши СЗН, 
обработанные метплхолантреном, переживающие в культуре ~25 лет;
3) RSK; — фибробластоподобные клетки крысы, полученные при дополни­
тельной трансформации вирусом саркомы Рауса споптапно трансформиро­
ванных клеток линии LWI3K2 (7). В некоторых опытах использовались 
нормальные фибробластоиодобпые клетки мышиных эмбрионов (НМФ) 
J—3-го пассажей. Клетки выращивали в матрицах в смеси среды 199, гидро­
лизата лактальбумипа п 10% сыворотки крупного рогатого скота. Для опы­
тов клетки пересевали в пеиициллиповые флаконы с покровными стеклами 
(1X2 см2) по 0,5—1-105 клеток/мл. В ряде опытов на однослоппую куль­
туру МПТР наносили «рану», т. е. удаляли часть мопослоя со стекла, 
позволяя оставшимся клеткам заполнять освободившееся пространство 
(8). В некоторых опытах клетки L или RSK4 в концентрации 0,5—1- 
-105 клеток/мл высевали па поверхность сформировавшегося мопослоя 
НМФ.

Для оценки установления п.м.к. в культуре покровные стекла с клет­
ками переносили из инкубационной среды в плексигласовую камеру 
объемом ~1 мл с солевым раствором, содержащим 140 м.У NaCl, 5 м/И КС1, 
1 мМ СаС12 и 20 мЛ7 трис-HCl буфер pH 7,2. В контрольных опытах смена 
инкубационной среды па сбалансированный солевой раствор не влияла на 
установление п.м.к. В ряде опытов солевой раствор модифицировали: по-
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выгнали концентрацию Са2+ до 30 мМ или добавляли 0,5—5 мЛ7 LaCl3. 
При комнатной температуре под контролем люминесцентного микроскопа 
МЛ-3 (ВИ; 400Х) из микроэлектрода, заполненного 0,1 М флуоресциином 
Na+0,1 М КС1, электрофоретпчески инъецировали (см. (9)) в одну из 
клеток флуоресцирующий краситель- (м.в. 330); в темном поле микроскопа 
наблюдали появление свечения в соседних клетках и подсчитывали случаи 
перетекания флуоресцентной метки по крайней мере в одну из соседних 
клеток в процентах от числа ппъекций.

Степень связанности клеток, %

Таблица 1

Тип плеток
Сроки после пересева, сутки

1 2 3 4 5 8 и

МПТР
в центре пласта 10 22 77 100

на краю «раны»
(Ю; I) (36; IV) (18;III)

25
(24; III)

12 _ _

L
в однородной куль- 0 0

(20;II)

10

(20; III)

0 0 30
туре (10;I) (Ю; I) (Ю; I) (Ю; I) (10; I) (Ю; I)

в смешал, культуре 60 — — — — — —
с НМФ

Rsiq
в однородной куль­

туре
в смешанной куль­

туре с ПМФ

(48; IV)

0
(4; I)

7
(14;I)

— 0
(17; III)

0 
(Ю; I)

Примечание. Степень связанности определяется отношением числа случаев перетека­
ния метки флуоресциина в соседние клетки к числу инъекций; в скобках арабские цифры — 
число инъекций, римские — число опытов (отдельных стекол с культурами).

Как видно из табл. 1, клетки МПТР, L и RSK4 в разной степени обла­
дают способностью устанавливать п.м.к. Наиболее выражена эта способ­
ность у МПТР. Клетки МПТР на 2 сутки после пересева образуют на 
стекле сплошной пласт, плотность клеток в котором в дальнейшем увели­
чивается и обычно стабилизируется па 5—6 сутки. В 1-е сутки, когда 
культура состоит из разрозненных островков клеток, п.м.к. (внутри таких 
островков) отсутствуют, в более поздние сроки п.м.к. встречаются чаще, 
и на 5 сутки все клетки оказываются связанными.

При нанесении «раны» на 4—5-суточный монослой МПТР через 1 сут­
ки после нанесения рапы, когда культура представляет собой пласт, плот­
ность клеток в котором увеличивается по мере удаления от края «раны», 
количество п.м.к. па краю такого пласта оказывается существенно ниже, 
чем в центральных областях.

Клетки L в однородной культуре редко образуют п.м.к., однако обра­
зуют эффективные п.м.к. с нормальными мышиными, фибробластами в ус­
ловиях смешанной культуры. В табл. 1 представлены также результаты, 
пз которых следует, что у клеток RSK; практически отсутствует способ­
ность самопроизвольно образовывать п.м.к. в однородных и смешанных 
культурах.

При добавлении в наружный солевощраствор небольших доз иона La3+ 
установление п.м.к. улучшалось, как видно из рис. 1, в молодых культурах 
МПТР и в прилежащих к краю «раны» участках взрослых культур МПТР, 
п.м.к. появлялись также в культурах L и RSK,,. Исключение составляет 
суточная культура клеток L. Во всех случаях действие La3+ обнаружива­
лось через несколько минут после смены среды. Характерно, что после 
удаления иона La3+ из среды клетки оставались связанными. В течение 
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30 мин. после удаления La клетки двухсуточной культуры МПТР остава­
лись связанными на 90%; в свежей культуре, внесенной для контроля в эту 
же среду, степень связанности клеток п.м.к. составляла 20% • Клетки L пос­
ле переноса в среду без La3+ в течение 15 мин. оставались связанными на 
40%, повышение в среде концентрации ионов Са2+ до 30 мМ не влияло на 
количество п.м.к.

Рис. 1. Зависимость образования п.м.к. от добавления в среду иона La3+. 1 — измере­
ния в среде, не содержащей ион La3 + ; 2 — в среде с La34" (цифры внутри столбиков — 
концентрация La3+ в таМ) ; 3 — измерения в среде нормального солевого состава 
pH 6,0. А — измерения в культуре МПТР (а — суточная культура, б — двухсуточная, 
в, г — край «раны» в четырехсуточной культуре); Б — измерения в культуре клеток L 
(а — суточная культура, б — пятисуточная ив — восьмисуточная); В — четырехсуточ- 
пая культура RSK4. Каждый столбик — среднее значение из 8—15 последовательных 
определений на одном стекле, все определения па одном стекле объединены в группы, 

обозначенные строчными буквами

В присутствии 30 мЛ7 Са2+ количество п.м.к. в четырехсуточной куль­
туре МПТР составляло 20% на краю «раны» и 70% в глубине монослоя, 
что не отличается от контрольных данных, приведенных в табл. 1. В че­
тырехсуточной культуре L-клеток степень связанности составляла 26% 
в присутствии 30 мТИ Са2+ (в контроле 10%). Таким образом, увеличение 
концентрации ионов Са2+ не эквивалентно добавлению низких концен­
траций La (~1 мМ).

По предварительным данным, количество п.м.к. увеличивалось при 
понижении pH среды до 6,0 (см. рис. 1 Б, б). В опыте на четырехсуточной 
культуре RSK4 снижение pH среды после действия La, вызвавшего появ­
ление 40% п.м.к., усиливало эффект до 100%; в свежей культуре, внесен­
ной в эту же среду (нормального солевого состава), регистрировалось 60% 
п.м.к., причем при переносе в среду с нормальным pH клетки немедленно 
разобщались.

Ранее при изучении п.м.к. у различных типов нормальных и опухоле­
вых клеток in vitro мы наблюдали, что способность к установлению п.м.к. 
при трансформации клеток может утрачиваться лишь частично или, не 
проявляясь при контакте с гомотпппымп клетками, обнаруживаться при 
контакте с клетками другого типа (4°). В настоящей работе способность 
к установлению п.м.к. меняется у клеток МПТР в зависимости от возраста 
культуры или от положения клеток в «раненом» пласте, в обоих случаях 
меньшее количество п.м.к. коррелирует с понижением плотности клеток в 
пласте, т. е. способность устанавливать п.м.к. оказывается нестабильной ха­
рактеристикой типа клеток.

Не совсем ясно, какую роль в установлении п.м.к. может играть ион 
La3+. Вообще лантаниды — сильные восстановители, близкие по химиче­
ским свойствам к щелочноземельным металлам, но биологические свойст­
ва La и родственных ему элементов пойти не изучены. На ряде объектов 
показано, что La не проникает внутрь клеток, а связывается (с насыще­
нием в области концентраций 1—2 мМ) на поверхности клеток (11_14); 
с этим свойством, в частности, связано использование La в электронной 
микроскопии как маркера внеклеточных структур (®). Связанный с клет­
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ками La не удаляется при переносе клеток в среду, лишенную La, а уда­
ляется только под действием ферментов — проназы (14) или фосфолипа­
зы С (13). Связываясь на поверхности клеток, La вытесняет связанный Са 
и при этом блокирует вход Са внутрь клетки (12,14).

Из ряда исследований ясно (3_5), что установление п.м.к. требует уча­
стия ионов Са2+, причем, по-видимому, на разных стадиях этого процесса: 
как при сближении клеток до расстояния 20—40 А и удерживании их на 
этом расстоянии, так и при перестройке структуры мембраны, создающей 
условия для перехода водорастворимых веществ из клетки в клетку, ми­
нуя внешнюю среду.

Аналогично иону Са2+ ион La, частично экранируя отрицательный за­
ряд поверхности и, таким образом, снижая электростатические силы от­
талкивания между клетками, может способствовать сближению подвиж­
ных участков поверхностей соседних клеток. При сближении на расстоя­
ние <2 р, когда во взаимодействии клеток начинает играть роль 
взаимодействие зарядов противоположного знака на противолежащих по­
верхностях, ион La3+ может участвовать в образовании межклеточных 
«мостиков» и, таким образом, фиксировать участки поверхностей сосед­
них клеток друг относительно друга, причем более эффективно, чем Са2+.

На всех исследованных объектах: нервных и мышечных клетках (“,12), 
культивируемых куриных эмбриональных клетках (13), асцитных опухо­
левых клетках Эрлиха (l4), La не оказывал повреждающего действия. 
В наших опытах при микроскопическом исследовании (875Х) окрашен­
ных гематоксилином препаратов также не обнаружено морфологических 
различий между контрольными и обработанными La клетками. Не исклю­
чено, что связывание на поверхности клетки La влияет па ультраструк­
туру мембраны. (Известно, что дестабилизация структуры мембраны ли- 
золецитином способна приводить как к слияпию клеток, так и к установ­
лению электрической связи между-клетками (15).)

Возможно, дальнейшее исследование особенностей действия La на 
п.м.к. расширит наши представления о молекулярной природе установле­
ния между клетками прямой диффузионной связи, минуя внешнюю сре­
ду, без слияния клеток между собой.

Московский государственный университет 
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