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Цель исследования  — разработка метода 
получения ксеногенной опухолевой модели 
путем подкожной трансплантации пористо-
го металлического скаффолда, заселенного 
культуральными клетками карциномы лег-
кого человека.

Материалы и методы. Проведено исследо-
вание на 14 бестимусных самцах мышей Balb 
c/nude в возрасте 8-90 недель, массой 20-24 г. 
Всем животным подкожно в правую передне-
боковую область спины вводили культураль-
ные клетки человеческой карциномы легко-
го А549. В качестве носителей опухолевых 
клеток у животных основной группы (гр. 1, 
n=4) служили скаффолды с диаметром пор 
0,5 мм, изготовленные из титан-алюминий-
ванадиевого сплава при помощи промыш-
ленного 3D-принтера. Скаффолды были за-
сеяны 3×106 клеток культуры А549 и после 
инкубации в течение 7 дней имплантированы 
животным-реципиентам. В качестве сравне-
ния использовали результаты перевивки опу-
холевой культуры с матригелем (100 мкл) в 
двух группах животных с разной дозировкой 
клеточной суспензии: в максимальной для 
in vivo прививочной дозе (10×106 клеток на 
мышь, 2 гр., n=5) и половиной максимальной 
дозы (5×106 соответственно, 3 гр., n=5). Затем 
в течение 55 суток отслеживали динамику ро-
ста опухолей в группах подопытных мышей: 
обьемы ксенографтов рассчитывали по фор-
муле Шрека для эллипсоида. По окончании 
эксперимента животным была выполнена эв-
таназия методом цервикальной дислокации. 

Результаты. Контроль динамики объемов 
полученных ксенографтов показал, что наи-
большие значения показателя наблюдались у 
мышей с имплантированными скаффолдами. 
Самый медленный рост ксенографтов был от-
мечен у животных, получивших максималь-

ную прививочную дозу опухолевых клеток с 
матригелем. Результат гистологического ис-
следования показал соответствие опухолево-
го материала, полученного от всех животных, 
карциноме легкого А549.

Заключение. Использование металличе-
ского пористого скаффолда, предварительно 
инкубированного с клетками культуры А549 
и имплантированного подкожно бестимусным 
мышам Balb c/nude, позволяет получить хо-
рошо растущие ксенографты, гистологически 
соответствующие моделируемой опухоли.
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А549; подкожные ксенографты; бестимусные 
мыши; опухолевая модель; скаффолды; ма-
тригель

Введение

Важную роль в экспериментальной онколо-
гии играет выбор адекватной тест-системы, так 
как от спектра ее свойств и характеристик за-
висит возможность корректного моделирования 
изучаемых биологических процессов. В течение 
долгого времени классическим объектом в таких 
исследованиях остаются сингенные и ксеноген-
ные модели in vivo, создаваемые путем иноку-
ляции или трансплантации опухолевого матери-
ала экспериментальным животным. В настоящее 
время достаточно прочно утвердилось мнение 
относительно целесообразности проведения до-
клинических испытаний противоопухолевых 
средств in vivo с применением ортотопических 
patient derived xenograft  — так называемых 
PDX-моделей [1, 2]. В многочисленных иссле-
дованиях показано, что PDX наиболее полно 
воспроизводят возможные варианты терапевти-
ческого ответа, поскольку они сохраняют кле-
точную гетерогенность, архитектуру и молеку-
лярные характеристики человеческих опухолей 
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[2, 3]. Тем не менее, наиболее удобным и рас-
пространенным способом моделирования опухо-
левого процесса по-прежнему остается подкож-
ная ксенотрансплантация линий раковых клеток, 
позволяющая без больших временных затрат по-
лучать хорошо описываемую и легко контроли-
руемую экспериментальную модель [4, 5]. 

В целях оптимизации процесса приживления 
культуральных клеток в организме животных-
реципиентов применяют носители в виде гидро-
гелей или трехмерных матриц (скаффолдов) [6]. 
Такие носители позволяют не только уменьшать 
расход перевиваемого материала, но и получать 
ксенографты с фенотипическими характеристи-
ками, соответствующими донорским опухолевым 
тканям [7]. В ряде работ показано, что примене-
ние 3D-каркасов, заселенных злокачественными 
клетками, приближает исследователей к модели-
рованию не только клеточного фенотипа, но и 
тканевого, включая сложные опухоле-стромаль-
ные взаимодействия, ангиогенез, а также эпи-
телиально-мезенхимальный переход, инвазию и 
метастазирование [4, 8, 9, 10].

Скаффолды из натурального материала успеш-
но используются в качестве трехмерных матриц 
для изучения роста опухолевых клеток in vitro и 
моделирования микроокружения опухоли in vivo 
[11]. Однако остаточные антигенные свойства 
скаффолдов на основе ксеногенного внеклеточ-
ного матрикса остается главным препятствием 
к их широкому использованию [12, 13]. В каче-
стве альтернативы 3D-матрицам естественного 
происхождения получили распространение био-
совместимые неиммуногенные синтетические 
каркасы [14, 15]. Важными в выборе материала 
для носителя перевиваемых клеток в исследо-
ваниях in vivo являются такие характеристики, 
как хорошая приживляемость, отсутствие ток-
сичности и туморогенности. Скаффолды из ти-
тан-алюминий-ванадиевого сплава отвечают вы-
шеупомянутым требованиям [16, 17, 18], а их 
физические свойства обеспечивают возможность 
высокотемпературной стерилизации и повторно-
го использования. 

Целью исследования стала разработка и 
оценка эффективности метода получения ксе-
ногенной опухолевой модели путем подкожной 
трансплантации бестимусным мышам пористого 
металлического скаффолда, заселенного клет-
ками карциномы легкого человека в культуре 
А549.

Материалы и методы

Исследование было проведено на 14 самцах бестимус-
ных мышей Balb c/nude (рис. 1а) конвенционального содер-
жания в возрасте 8-9 недель, массой 20-24 г. Все манипуля-
ции с животными выполняли согласно правилам гуманного 
обращения и этики проведения исследований на позвоноч-

ных [19]. В эксперименте использовали минимальное коли-
чество особей, соблюдая правило 3R (replacement, reduction 
and refinement) [20].

Для получения подкожной опухолевой модели были 
использованы культуральные клетки карциномы легкого 
человека А549. Определение жизнеспособности и подсчет 
опухолевых клеток перед перевивкой осуществляли при 
помощи автоматического счетчика клеток EVE (Корея) по 
стандартной методике с трипановым синим.

В основной группе животных (1 гр., n=4) в качестве 
носителя злокачественных клеток были использованы 
скаффолды размером 8мм×4 мм×2мм с диаметром пор 5 
мм (рис. 2), созданные методом лазерного плавления вхо-
дящих в состав титана (90%), алюминия (6%) и ванадия 
(4%) (Ti6Al4V). Развитая шероховатая поверхность пор 
скаффолда создает условия для закрепления и роста кле-
точных колоний, а его пористопроницаемая структура обе-
спечивает проникновение питательных веществ из внеш-
ней среды (рис. 3).

Клетки культуральной линии рака легкого А549 засева-
ли в количестве 3×106 на каждый скаффолд и инкубирова-
ли в питательной среде RPMI в течение 7 суток при 37˚С, 
98% влажности и 5% содержании CO2. Затем скаффолды, 
заселенные клетками, имплантировали животным-реципи-
ентам под кожу правой передне-боковой поверхности тела 
(рис. 1б). Процедура подкожной имплантации скаффолда 
была проведена с применением анестезии комплексным 
анестетиком для животных Золетил 100 в сочетании с пре-
медикацией препаратом ксилазин.

В качестве сравнения использовали результаты пере-
вивки опухолевой культуры А549 с матригелем (100 мкл на 
животное) в двух группах мышей (2-я и 3-я гр., по n=5 в 
каждой) с разными дозировками клеточной суспензии. Жи-
вотным 2-й группы осуществляли подкожную инокуляцию 
злокачественных клеток в максимальном для перевивки in 
vivo количестве (10×106) [21, 22], тогда как в 3-й группе 
для этого использовали 50% от максимальной дозы (5×106 
клеток на мышь соответственно).

Затем в течение 55 суток отслеживали динамику роста 
опухолей в группах подопытных животных. Объемы ксено-
графтов рассчитывали по формуле Шрека для эллипсоида: 
V=а×в×с×π/6, где V  — объем опухоли (мм3), а, в, с  — 
максимальные диаметры эллипсоида в трех плоскостях 
(мм) [23]. По окончании эксперимента животных подвергли 
эвтаназии методом дислокации шейных позвонков и вы-
делили опухоли. Фрагменты опухолевых макропрепаратов 
поместили в 10% формалин на 24 ч, после чего готовили 
парафиновые блоки. Полученные из них микропрепараты 
окрашивали гематоксилином-эозином и проводили гистоло-
гическое исследование при увеличении ×200, ×400.

Статистический анализ результатов исследования вы-
полнили с помощью программы STATISTICA 12.0 (StatSoft 
Inc., США). Данные представлены в виде выборочного 
среднего значения, стандартного отклонения. 

Результаты

Контроль динамики объемов полученных 
ксенографтов на этапах исследования показал 
различные темпы опухолевого роста у живот-
ных изучаемых групп (рис. 4, табл.).

Очевидно, что с 14-х суток после перевивки 
опухолевого материала и на последующих эта-
пах замеров опухолевых узлов наибольшие зна-
чения их объемов наблюдались у мышей с им-
плантированными скаффолдами (1 гр.). На 48-е 
сутки эксперимента средний объем опухолей у 
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животных 3 гр. заметно превысил (почти в 2 
раза) значения данного показателя, полученного 
во 2-й гр., а на 55 сутки со дня перевивки опу-
холевого материала это соотношение составило 
уже 2,6 раза. Таким образом, самый медленный 
рост ксенографтов и наименьшие их объемы на 
этапах эксперимента (начиная с 41 суток) были 
отмечены у животных 2 гр., получивших макси-
мальную прививочную дозу опухолевых клеток 
А549 с матригелем. Среднегрупповые значения 
объемов опухолей на этапах наблюдения отра-
жены в табл.

Выделенные после эвтаназии подопытных 
животных макропрепараты опухолей представ-

ляли собой плотные образования с выраженной 
васкуляризацией, без участков некроза (рис. 
5а). В результате проведенного гистологическо-
го исследования микропреператы, полученные 
из ксенографтов мышей всех трех изучаемых 
групп, были охарактеризованы как низкодиф-
ференцированная немелкоклеточная карцинома 
солидного строения (рис. 6), что соответствует 
паспортной характеристике использованной для 
превивки культуральной клеточной линии кар-
циномы легкого человека А549. Отличительной 
характеристикой микрокартины опухолей, вы-
росших на скаффолдах, являлась инвазия в жи-
ровую ткань.

Таблица. Среднегрупповые значения объемов опухолей на этапах наблюдения

Группы
животных

Объем опухолей (мм3) на этапах наблюдения (сутки после перевивки)

14 сут. 28 сут. 41 сут. 48 сут. 55 сут.

I (n=4) 91±17,35 250±51,32 586±60,25 961±83,16 1233±123,87

II (n=5) 45,88±4,86 44,91±5,11 95,95±16,89 168,43±43,03 237,19±57,91

III (n=5) 45,75±3,98 39,81±7,61 126,5±11,08 333,88±31,82 611,64±79,72

Рис. 1. Мыши линии Balb c/nude, использованные в исследовании: а) интактное животное; б) животное в процессе имплантации 
скаффолда, заселенного культурой клеток карциномы легкого А549

Рис. 2. Скаффолды, полученные методом лазерного плавления титана, алюминия и ванадия (Ti-6Al-4V): а) макроструктура; б) размеры
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Рис. 3. Микростуктура пористого скаффолда (электронная микроскопия): а) ×10000; б) ×500

Рис. 4. Динамика роста ксенографтов в изучаемых группах животных (объемы опухолей на этапах эксперимента)

Рис. 5. Подкожный ксенографт рака легкого А549, выросший на титановом скаффолде: а  — вид животного основной группы на 55-е 
сутки после имплантации скаффолда; б  — макропрепарат опухоли
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Обсуждение результатов

Получение животных опухолевых моделей с 
использованием злокачественных клеток челове-
ческого происхождения является необходимым 
звеном в обеспечении платформы для экспери-
ментальной онкологии. Разрабатываемые ксено-
генные модели in vivo должны отвечать задачам 
конкретного исследования, обеспечивать реше-
ние поставленной проблемы. Помимо адекватно-
го моделирования биологии ксеногенной опухо-
ли, важными аспектами являются стабильность 
и скорость злокачественного роста, включая 
время выхода опухолевых узлов. Последнее об-
стоятельство имеет принципиальное значения в 
планировании сроков эксперимента, что связано 
с наличием животных необходимого возраста и 
веса, а также другими экономическими состав-
ляющими процесса научного исследования.

Результаты, полученные в ходе нашего ис-
следования, продемонстрировали эффективность 
перевивки человеческих опухолевых культураль-
ных клеток карциномы легкого на пористом ме-
таллическом носителе. Мы полагаем, что пред-
варительная 7-дневная инкубация скаффолда 
со злокачественными клетками ex vivo способ-
ствовала сокращению латентного периода выхо-
да опухоли после трансплантации опухолевого 
материала под кожу животных-доноров. Исполь-
зование такого подхода к перевивке клеточного 
материала может позволить быстрее получать 
опухоли необходимого размера и сокращать сро-
ки проведения исследований. 

Помимо значительного уменьшения расхода 
культуральных злокачественных клеток для эф-
фективной перевивки животным-реципиентам и 
получения хорошо растущей опухолевой моде-
ли, применение металлического пористого скаф-
фолда позволяет обходиться без дорогостоящего, 
требующего определенных условий использова-

ния матригеля. В свою очередь, механическая 
прочность и возможность высокотемпературной 
стерилизации скаффолдов делают возможным 
их повторное использование, что также способ-
ствует снижению расходов на проведение иссле-
дований.

Кроме того оказалось, что при подкожной 
перевивке опухолевых клеток с матригелем в 
качестве носителя использование их в меньшем 
от рекомендованной дозы количестве позволяет 
получить лучший результат. Это выражалось в 
достижении к 55 дню эксперимента опухолями 
у животных 3-й группы больших (в 2,5 раза) 
размеров по сравнению со 2-й группой. Медлен-
ный рост ксенографтов во 2 группе животных 
может быть связан с высокой плотностью зло-
качественных клеток в ограниченном объеме ма-
тригеля [24], следствием которой являлось кон-
тактное ингибирование их роста и размножения. 

Заключение

Таким образом, использование металлических 
пористых скаффолдов, предварительно инкуби-
рованных с клетками культуры А549 в исходном 
количестве 3×106 и имплантированных подкож-
но бестимусным мышам Balb c/nude, позволяет 
получать ксеногенную опухолевую модель, ха-
рактеризующуюся быстрым экспоненциальным 
ростом и гистологически подтвержденным соот-
ветствием моделируемой опухоли. Применение 
максимальной прививочной дозы клеток А549 
для перевивки с матригелем является нецеле-
сообразным ввиду очевидного отставания роста 
опухолевых узлов от показателей в группах жи-
вотных не только с трансплантацией опухолево-
го материала на скаффолдах, но и с инокуляцией 
клеток в меньшем на 50% количестве в сочета-
нии с аналогичным носителем.

Рис. 6. Микропрепараты подкожных ксенографтов карциномы легкого А549, выросших на скаффолдах  
(окраска гематоксилином-эозином): а  — ×200; б  — ×400
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Aim of the study  — the development of a method for 
obtaining a tumor xenograft model by a subcutaneous trans-
plantation of a porous metal scaffold populated with cultured 
human lung carcinoma cells.

Material and methods. The study included 14 athymic male 
Balb c/nude mice aged 8-90 weeks, weighing 20-24 g. All 
animals received injections with cultured human A549 lung 
carcinoma cells subcutaneously into the right anterolateral area 
of the back. In animals of the main group (gr.1, n=4), scaffolds 
with a pore diameter of 0.5 mm made of titanium-aluminum-
vanadium alloy using an industrial 3D printer served as carriers 
of tumor cells. Scaffolds were seeded with 3 million A549 
culture cells, and were implanted into the recipient animals 
after the 7-day incubation. Results were compared with the 
results of the tumor culture transplantation with Matrigel (100 
mcL) in two groups of animals with varying cell suspension 
dosages: the maximum vaccination dose for in vivo (10×106 
cells per mouse, gr.2, n=5) and half the maximum dose (5×106 
respectively, gr.3, n=5). Then, the dynamics of tumor growth in 
the groups of experimental mice was monitored for 55 days: 
xenograft volumes were calculated using the Shrek’s formula 
for an ellipsoid. At the end of the experiment, the animals 
were euthanized by cervical dislocation.

Results. Monitoring of the dynamics of xenograft volumes 
demonstrated the maximal values in mice with implanted scaf-
folds. The slowest xenograft growth was registered in animals 
with the maximum vaccination dose of tumor cells with Matri-
gel. Histological study showed that tumor material obtained 
from all animals corresponded to A549 lung carcinoma.

Conclusions. Porous metal scaffolds, previously incubat-
ed with A549 culture cells and implanted subcutaneously in 
athymic Balb c/nude mice, allows obtaining rapidly growing 
xenografts with histologically confirmed correspondence to the 
original tumor.

Key words: A549 cell culture; subcutaneous xenografts; 
athymic mice; tumor model; scaffolds; Matrigel


