
оригинальные исследования

32 ОБЗОРЫ ПО КЛИНИЧЕСКОЙ ФАРМАКОЛОГИИ И ЛЕКАРСТВЕННОЙ ТЕРАПИИ  2018/16/3

дейСтВИе ПРОтИВООПухОлеВОГО ПРеПАРАтА 
метОтРеКСАтА нА АСцИтную фОРму 
теРАтОКАРцИнОмы И ВыжИВАемОСтЬ мышей

УДК 576.3:602.9 
doi: 10.17816/RCF16332-35

 © П.А. Дыбан

ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург

Для цитирования: Дыбан П.А. Действие противоопухолевого препарата метотрексата на асцитную форму тератокарциномы 
и выживаемость мышей // Обзо ры по клинической фармакологии и лекарственной терапии. – 2018. – Т. 16. – № 3. – С. 32–35. 
doi: 10.17816/RCF16332-35

Поступила в редакцию 02.08.2018 Принята к печати 14.09.2018

Установлен дозозависимый эффект метотрексата на 
асцитную форму тератокарциномы CBA9H6 и мышей-
реципиентов, однако различные дозы метотрексата 
(6, 4 и 2 мкг/г массы тела животного) при многократ-
ном введении с интервалом в 48 и 24 ч не уни чтожают 
всю популяцию эмбриоидных телец. Так, при трех-
кратных и даже десятикратных ежедневных инъекци-
ях препарата в дозе 2 мкг/г массы тела в брюшной 
полости мышей сохраняется 1,6 ± 0,2 и 0,038 ± 0,01 % 
эмбриоидных телец (асцитная форма тератокарци-

номы) соответственно при выживаемости мышей 
93 ± 8,5 и 14 ± 3,0 %. Морфологический анализ модуса 
дифференцировки эмбриоидных телец, ретрансплан-
тированных ранее от опытных животных к интакт-
ным, показал, что метотрексат не оказал действия на 
гистобластические  потенции стволовых клеток тера-
токарциномы CBA9H6.

  Ключевые слова:  � действие метотрексата; асцит-
ная форма тератокарциномы CBA9H6; мыши CBA.
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The dose-dependent effect of a methotrexate is established as 
on an ascite form of a teratocarcinoma CBA9H6, and mice-
recipients, however various doses of the entered methotrexate 
(6; 4 and 2 mkg/g body weights of an animal), at repeated in-
troduction at an interval of 48 and 24 hours, don't destroy all 
population of embrioid bodies. So, at 3-fold and even 10-fold 
daily injections in a dose of 2 mkg/g of body weight in an 
abdominal cavity of mice 1,6 ± 0,2% and 0,038 ± 0,01% em-
brioid bodies (ascite form of a teratocarcinoma ) remain, 

respectively, at survival of mice 93,0 ± 8,5% and 14,0 ± 3,0%. 
The morphological analysis of a mode of a differentiation of 
embrioid bodies retransplantated from experimental animals 
to intact has shown earlier that the methotrexate hasn't had 
effect on histoblastic potentialities of stem cells of a terato-
carcinoma CBA9H6.

   Keyword:  � action of a methotrexate; ascite form of 
a tera tocarcinoma CBA9H6; mice.

ВВеденИе

Метотрексат, как антагонист фолиевой кисло-
ты, воздействует на дигидрофолатредуктазу, нару-
шая при этом пуриновый обмен, подавляет синтез 
ДНК и приводит клетки к гибели. Цитостатические 
свойства данного препарата используют как для ис-
следований в области клеточной биологии, иммуно-
логии, генной инженерии, так и в клинической он-
кологии при лечении больных со злокачественными 
опухолями [3–5, 8–10, 13].

Цель исследования. Представляет интерес иссле-
дования на клетках тератомы —  уникальном объекте, 
с одной стороны сходном по своим морфофункцио-
нальным свойствам с плюрипотентными клетками 
нормального зародыша, а с другой —  приобрет-
шем черты злокачественных опухолей [1, 7, 12]. 
Согласно классификации тератом мышевидных 
грызунов [1, 6], тератокарциномы, невзирая на воз-
можный модус их дифференцировки, относят к зло-
качественным тератомам. Известно, что при транс-
плантации в брюшную полость перевивных линий 
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тератокарцином не только происходит размноже-
ние ее асцитной формы (эмбриоидные тельца), но 
и возникают солидные формы, образующиеся в ре-
зультате прикрепления эмбриоидных телец к тканям 
животного-реципиента с последующим их ростом. 
В результате размножения клеток тератокарцино-
мы животные-реципиенты погибают [2, 11]. Необ-
ходимо отметить, что одни линии злокачественных 
тератом в той или иной мере имеют определенный 
модус дифференцировки, в то время как другие яв-
ляются нуллипотентными. Таким образом, изучение 
действия метотрексата на клетки тератокарциномы 
представляет интерес как с точки зрения экспери-
ментальной биологии [12], так и с практической точ-
ки зрения, обусловленной наличием данной патоло-
гии в клинической онкологии.

мАтеРИАлы И метОды ИССледОВАнИя

В работе была использована асцитная фор-
ма тератокарциномы (эмбриоидные тельца линии 
CBA9H6), ранее полученная проф. Грехемом из за-
родышей мышей линии СВА. В брюшную полость 
мышей-реципиентов (самцов линии СВА, весом 
18–20 г) трансплантировали по 5000 эмбриоидных 
телец. В первой серии опытов был изучен дозоза-
висимый эффект действия метотрексата фирмы 
«Лейерс» (Финляндия) на выживаемость животных 
и эмбриоидных телец, для чего использовали пре-
парат в дозе 2, а также 4 и 6 мкг/г массы тела мыши, 
который вводили внутрибрюшинно 3, 7 и 10 раз с ин-
тервалом 48 ч. Во второй серии опытов метотрексат 
в дозе 2 мкг/г вводили внутрибрюшинно ежеднев-
но на протяжении 3–10 суток. В качестве контроля 
использовали животных, которым внутрибрюшинно 
вводили физраствор. Жизнеспособность клеток те-

ратокарциномы оценивали стандартными метода-
ми. С целью проверки модуса дифференцировки 
стволовых клеток тератокарциномы, выживших по-
сле действия метотрексата, осуществляли их по-
следующие ретрансплантации в брюшную полость. 
Асцитные и солидные формы тератокарциномы 
подвергали гистологической обработке, а серий-
ные срезы окрашивали гематоксилином и эозином 
и азаном по Генденгайну.

РезулЬтАты ИССледОВАнИя

Результаты исследования действия метотрекса-
та на асцитную форму тератокарциномы (эмбрио-
идные тельца) и мышей-реципиентов суммированы 
в табл. 1.

Анализ полученных данных свидетельствует о вы-
раженном дозозависимом эффекте между количе-
ством вводимого через 48 ч препарата и гибелью 
асцитной формы (эмбриоидных телец) тератокарци-
номы, а также животных-реципиентов. Необходимо 
подчеркнуть, однако, что при различных вариантах 
введения метотрексата полностью уничтожить по-
пуляцию злокачественных клеток в условиях in vivo 
не удается. Так, при трехкратных и даже десяти-
кратных ежедневных инъекциях препарата в дозе 
2 мкг/г массы тела в брюшной полости мышей со-
храняется 1,6 ± 0,2 и 0,038 ± 0,01 % эмбриоидных 
телец соответственно при выживаемости мышей 
93,0 ± 8,5 и 14,0 ± 3,7 %.

Ретрансплантация асцитой формы тератокар-
циномы, на которую ранее воздействовали мето-
трексатом, интактным животным и последующий 
гистологический анализ выявили идентичность ги-
стобластических потенций стволовых клеток эмбри-
оидных телец.

Условия  
опыта

Введение метотрексата  
через

48 ч 24 ч 48 ч 24 ч

Доза  
(мкг/г)

6 4 2 2 6 4 2 2

Число  
введений

Выживаемость  
мышей (в %)

Количество жизнеспособных эмбриоидых  
телец тератокарциномы (в %)

3 80 ± 14,1 90 ± 12,1 98 ± 7,2 93 ± 8,5 1,1 ± 1,0 5,2 ± 1,0 7,3 ± 2,1 1,6 ± 0,2

7 25 ± 5,0 50 ± 8,6 86 ± 15,2 52 ± 10,0 0,4 ± 0,1 1,0 ± 0,2 4,5 ± 1,0 0,5 ± 0,1

10 0 25 ± 6,3 44 ± 8,2 14,0 ± 3,7 – 0,2 ± 0,2 1,6 ± 0,2 0,04 ± 0,01

 ■ Таблица 1. Действие различных доз метотрексата (в мкг/г) на жизнеспособность асцитной формы (эмбриоид-
ные тельца) тератокарциномы СВА9H6 и выживаемость мышей-реципиентов
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ОбСужденИе ПОлученных 
РезулЬтАтОВ

В работе были использованы разные временные 
параметры введения препарата, при этом учитывали 
ряд факторов, в том числе и время циркуляции ме-
тотрексата в организме, а также продолжительность 
цикла репликации клеток тератокарциномы. Примене-
ние в одной из схем ежедневных инъекций метотрек-
сата (по сравнению с интервалом 48 ч) обусловлено 
тем, что митотический цикл клеток тератокарцином 
колеблется в пределах от 11 до 20 ч [2], а период 
полураспада данного препарата составляет 5–9 ч 
при диапазоне абсорбции 50–100 % [3]. Необходи-
мо отметить, что согласно литературным данным [3] 
и через 48 ч после суточной инфузии метотрексата 
в крови выявлялось 0,05 % препарата. Установлен до-
зозависимый эффект метотрексата как на выживае-
мость мышей-реципиентов, так и на асцитную форму 
тератокарциномы. Несмотря на использование раз-
личных схем введения метотрексата (дозы препара-
та, интервал между инъекциями, количество инъек-
ций), в том числе и приводящих к массовой гибели 
животных-реципиентов, не удается уничтожить все 
100 % эмбриоидных телец (асцитная форма) терато-
карциномы CBA9H6. Проведенная нами ретрансплан-
тация тератокарциномных клеток показала, что после 
действия метотрексата модус их дифференцировки 
не изменился, то есть гистобластические потенции 
не отличались от исходной линии. Этот вывод имеет 
принципиальное значение. Дело в том, что асцитная 
форма злокачественных тератом может быть пред-
ставлена как стволовыми, так и дифференцирующи-
мися клетками, причем спектр дифференцировок и их 
степень характеризуют ту или иную линию созданных 
исследователями эмбриоидных телец (от плюрипо-
тентных до нуллипотентных) [1, 6]. Таким образом, 
метотрексат при данном варианте эксперимента и на 
данной линии тератокарциномы не оказал действия 
на гистобластические потенции стволовых клеток те-
ратокарциномы СВА9H6. Естественно, для подтверж-
дения или опровержения столь важного для биологии 
стволовых клеток предположения необходимы даль-
нейшие исследования на других линиях тератокарци-
ном с разным модусом дифференцировки.

Следует подчеркнуть, что в клинической практике 
отработаны и применяются схемы назначения мето-
трексата как химиотерапевтический способ лечения 
различных опухолей [3, 5, 8, 13], в том числе и при 
внутригонадном расположении озлокачествлен-
ных тератом. Наши же исследования, выполненные 
в условиях in vivo, заполняют определенный про-
бел в экспериментальной биологии и выполнены не 
на модели внутригонадной озлокачествляющейся 
тератомы, а на асцитной форме тератокарциномы 
(эмбриоидных тельцах), развивающейся вне гонады, 
то есть в брюшной полости животных-реципиентов. 
Полученные нами данные свидетельствуют о том, 
что использование более жестких по сравнению 

с клиникой схем введения препарата, в результате 
чего происходит и гибель определенного количества 
животных-реципиентов, не уничтожает на 100 % ас-
цитную форму тератокарциномы CBA9H6. Получен-
ные результаты могут составить основу для дальней-
ших исследований как в области биологии развития, 
так и в области биологии стволовых клеток.

зАКлюченИе

Тератокарциномы мышевидных грызунов могут 
не только служить моделями для изучения механиз-
мов патологического развития, но и быть использо-
ваны в экспериментальной онкологии для исследо-
вания действия различных препаратов на опухоли, 
в частности герминативные.
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