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Аннотация. В статье представлены результаты исследований, которые 

были проведены на клеточных культурах глиомы человека и рака ободочной 

кишки (линии A-172 и Caco-2 соответственно). В клетках индуцировали 
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гиперэкспрессию гена Klotho, после чего было отмечено достоверное снижение 

ряда параметров опухолевых клеток. 

Annotation.This article represents the results of research conducted on the 

cultures of glioma and cell culture of colon cancer (A-172 and Caco-2, respectively). 

In cells induced the overexpression of the gene Klotho, after which it was observed a 

significant decrease of the number of parameters of tumor cells. 
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Введение 

В настоящее время исследования с экспрессией гена Klotho проводят на 

различных культурах опухолевых клеток с целью выявления его влияния на  

жизнеспособность. Экспериментально было доказано, что гиперэкспрессия не 

только тормозит пролиферативные процессы, но и в некоторых случаях 

вызывает апоптоз клеток. Подобные результаты были получены в ходе опытов, 

поставленных на культурах клеток рака молочной железы [4] и рака легкого [2]. 

Ранее нами были проведены исследования на культуре клеток 

рабдомиосаркомы человека, в ходе которых было доказано, что снижается не 

только пролиферативная активность, но и концентрация нуклеиновых кислот, а 

также скорость их синтеза [1]. 

Цель исследования – изучение и сравнение влияния гиперэкспрессии 

гена Klotho на клеточные культуры A-172 и Caco-2. 

Материалы и методы исследования 

Исследования проводили на культуре клеток глиомы линии А-172  и 

культуре клеток рака ободочной кишки линии Caco-2, которые рассаживали на 

культуральные флаконы. Среда DMEM/HamF-12 (SigmaAldrich, США), на 

которой культивировали клеточные культуры, содержала 10% бычьей 

фетальной сыворотки (SigmaAldrich, США). Инкубировали при условиях 5% 

содержания СО2, t=37°C и 95% влажности. Исследования по каждой клеточной 

культуре состояли из серии опытов, проведенных на двух группах: опытной и 

контрольной.  

В опытной группе гиперэкспрессия гена Klotho была индуцирована за 

счет трансфекции плазмидой с геном секретируемой формы белка Klotho, 

контрольная группа оставалась без коррекции данным геном. Плазмиду 

выделяли из культуры E. coli, предоставленной лабораторией доктора HalDietz 

Университета Джона Хопкинса (США), с помощью набора (Zymo Research, 

D4015, США). Для трансфекции был использован комплекс поликатионных 

липидов Escort III (SigmaAldrich, США). В трансфекционной смеси 

соотношение ДНК к липидам - 1 мкг на 1 мкл. На контрольную группу 

воздействовали той же концентрацией поликатионных липидов, но уже без 

ДНК.  

Культуры высаживали на культуральные флаконы (25 см
2
, Orange, 

Бельгия) и ставили в инкубатор на 12 часов. После этого подвергли 
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липосомальной транфекции плазмидой с полезным геном секретируемой 

формы Klotho. После трансфекции культуры инкубировали в течение 8 часов, 

затем среду в культуральных флаконах меняли на стандартную ростовую и 

помещали в инкубатор сперва на 24 часа, затем на 48 и на 72 часа.  

Все полученные данные подвергались статистической обработке на 

программе RStudio (Version0.99.491 – RStudio, Inc.) с использованием пакета R 

версии 3.5.1. Достоверная разница различий подтверждалась посредством теста 

Шапиро-Уилка, что указывает на нормальное распределение количественных 

переменных. Также для более точного анализа данных статистическая 

обработка проводилась с помощью T-критерия Стьюдента (в случае 

нормального распределения) и U-критерия Манна-Уитни (при иных 

распределениях), при этом значение p<0.05 считалось статистически значимым. 

Результаты исследования и их обсуждение 

Для культуры клеток рака ободочной кишки человека линии Caco-2 в 

первые 24 часа достоверной разницы между контрольной и опытной группами 

выявлено не было (табл.1). Однако через 48 часов были обнаружены 

статистически значимые различия между группами, включенными в 

исследование. Так, количество клеток в контрольной группе составляет 12, в 

опытной – 10. 

Таблица 1. 

Результирующие количественные значения кривых роста (n=9) и 

результаты статистической оценки различий групп 

Время, ч. Опыт, 

кл. х 10
3
 / см

2
 

Контроль, 

кл. х 10
3
 / см

2
 

Отклонение от 

контроля, % 

P-значение 

24 8.5 9.28 -8.37 0.02 

48 10.52 12.97 -18.88 < 0.001 

72  22.27 24.44 -8.86 0.08 

 

Как следует из таблицы 1, в опытной группе было зарегистрировано 

снижение количества клеток на 8.37% относительно контрольных значений. 

Анализ различий исследуемых показателей позволил определить 

достоверное снижение количества клеток в опытной группе. Различия, 

выявленные в ходе анализа, обладают высокой степенью статистической 

значимости (p<0.001). 

Однако через 72 часа, к моменту завершения эксперимента, было 

замечено выравнивание показателей количества клеток. 

 

 

Схожая статистическая обработка данных была проведена и для культуры 

клеток глиомы человека линии A-172.В первые 24 часа, так же как и в случае с 

CaCo-2, разницы между контрольной и опытной группами не было выявлено. 

Позднее наблюдается прогрессирование различий между группами (табл. 2). 

Таблица 2 
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Результирующие количественные значения кривых роста (n=10) и 

результаты статистической оценки различий групп 

Время, ч. Опыт, 

кл. х 10
3
 / см

2
 

Контроль, 

кл. х 10
3
 / см

2
 

Отклонение от 

контроля, % 

P-значение 

24 7.09 6.81 4.13 0.63 

48 12.87 14.99 -14.13 0.002 

72 23.68 32.6 -27.36 <0.001 

 

По результатам исследования наблюдается увеличение различий между 

группами. Показатели, определенные на отметке в 72 часа, подтверждают 

ингибирующее действие гена Klotho.  

В пользу полученных нами результатов свидетельствуют литературные 

данные. В ходе эксперимента, проведенного на клеточной линии рака легких А-

549, были получены схожие результаты. Экспериментально было доказано, что 

индуцированная гиперэкспрессия гена Klotho замедляет пролиферацию клеток 

и вместе с тем стимулирует апоптоз. После этого было выдвинуто 

предположение о влиянии, оказываемом геном Кlotho на Bax и Bcl-2 гены, 

которые влияют на механизмы апоптоза в клетке [3]. 

Выводы:  

1. Гиперэкспрессия гена Klotho способствует снижению 

жизнеспособности клеток глиомы человека и клеток рака ободочной кишки 

человека.  

2. Снижение жизнеспособности в культурах клеток глиомы линии А-172 

и клеток рака ободочной кишки линии Caco-2 может быть обусловлено 

уменьшением пролиферативной активности, а так же стимуляцией апоптоза.  

3. Для культуры клеток рака ободочной кишки характерна особенность, 

проявляющаяся в способности к выравниванию показателей количества клеток 

после заметного снижения количества жизнеспособных клеток под действием 

Klotho. 

4. Изучение механизмов действия Klotho на опухолевые клетки в 

частности и организм в целом создает возможность принципиально нового 

способа диагностики и лечения онкологических и других заболеваний.  
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Аннотация. Представлены результаты исследований, проведенных на 

культурах мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток. 

Осуществлена трансфекция ММСК плазмидным вектором с геном HGF 

(фактора роста гепатоцитов) и показана возможность их 

трансдифференцировки в гепатоцитоподобные клетки. Полученные результаты 

позволяют проводить дальнейшие исследования по разработке технологии 

генно-клеточной терапии недостаточности функции печени. 


