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Роль аутофагии в развитии и прогрессировании гепатоцеллюлярной карциномы (ГЦК) неоднозначна и
недостаточно изучена. Стимуляция аутофагии может представлять особый интерес в противоопухолевой
фармакотерапии ГЦК. Рапамицин и литий являются признанными индукторами аутофагии. Цель насто-
ящего исследования заключалась в сравнительной оценке уровня аутофагии в клетках ГЦК 29 (клетки Г-29)
при раздельном и совместном применении карбоната лития и рапамицина. С помощью трансмиссионной
электронной микроскопии и иммунофлюоресцентного анализа было выявлено более значительное обра-
зование аутолизосом и повышение экспрессии маркеров аутофагии LC3-beta и LAMP1 в популяции кле-
ток Г-29 в условиях совместного введения карбоната лития и рапамицина. Эта комбинация препаратов
может являться перспективной стратегией для химиотерапии ГЦК, поскольку позволит интегрировать
различные клеточные сигнальные пути, регулирующие аутофагию и апоптоз в опухолевых клетках.
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Аутофагия – это внутриклеточный механизм изо-
ляции и деградации субклеточных компонентов в
лизосомах для снабжения клетки энергией и пласти-
ческим материалом (Parzych, Klionsky, 2014; Bento et
al., 2016). Выделяют три типа аутофагии: макроауто-
фагия, микроаутофагия и шаперон-опосредованная
аутофагия (Parzych, Klionsky, 2014).

При микроаутофагии деградируемый груз попа-
дает непосредственно в лизосому путем инвагина-
ции лизосомальной мембраны. Шаперон-опосредо-
ванная аутофагия характеризуется высокой специ-
фичностью: при этом типе аутофагии субстрат,
предназначенный для деградации, содержит специ-
фическую аминокислотную последовательность,
которая распознается белком-шапероном HspA8
(heat shock protein 8), и с его помощью субстрат до-
ставляется в лизосому (Cuervo, Wong, 2014; Parzych,

Klionsky, 2014). При макроаутофагии предназначен-
ный для деградации материал (груз) сначала ограни-
чивается изолирующей мембраной (фагофором),
которая, расширяясь и удлиняясь, секвестрирует
груз с образованием двумембранной структуры –
аутофагосомы, последняя затем сливается с лизосо-
мой с образованием аутолизосомы, где полученный
груз деградирует под действием лизосомных фер-
ментов (Yang, Klionsky, 2009; Bento et al., 2016).

Роль макроаутофагии (далее: аутофагии) в канце-
рогенезе неоднозначна (Ávalos et al., 2014; Li et al.,
2017). С одной стороны, известно, что аутофагия мо-
жет способствовать выживаемости раковых клеток в
условиях стресса или недостатка питательных ве-
ществ; с другой стороны, аутофагия может выступать в
роли опухолевого супрессора, стимулируя аутофагиче-
скую гибель раковых клеток (Zhi, Zhong, 2015).

Наиболее известными индукторами аутофагии
являются рапамицин, карбамазепин, вальпроат на-
трия, верапамил, амиодарон, лоперамид и литий
(Sarkar et al., 2009). Рапамицин ингибирует серин-
треонинкиназу mTOR (mammalian target of rapamycin),
что вызывает активацию аутофагии (Sarkar et al., 2009).
Литий является селективным ингибитором глико-

Принятые сокращения: ГЦК – гепатоцеллюлярная карцинома;
Г-29 – клетки ГКЦ-29; АКТ – протеинкиназа В; GSK-3β –
гликогенсинтазакиназа 3β; IMPase – инозитолмонофосфата-
за; IP3 – инозитол-1,4,5-трифосфат; IP3R – рецептор IP3;
mTOR – мишень млекопитающих для рапамицина; PI3K –
фосфатидилинозитол 3-киназа; TSC 1/2 – комплекс тубероз-
ного склероза 1/2.
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генсинтазакиназы 3β (GSK-3β) – фермента, кото-
рый участвует в регуляции клеточной пролифера-
ции, дифференцировки и апоптоза опухолевых клеток
(Quiroz et al., 2004). Кроме того, выявлена способность
лития индуцировать аутофагию путем ингибирования
фермента инозитолмонофосфатазы (IMPase) (Sarkar
et al., 2005; Sade et al., 2016).

Одной из наиболее агрессивных и устойчивых к
лекарственной терапии опухолей человека является
гепатоцеллюлярная карцинома (ГЦК) (Germano,
Daniele, 2014; Song, Bae, 2014). Роль аутофагии в раз-
витии ГЦК также неоднозначна. Имеются данные,
что ГЦК характеризуется дефицитной аутофагией
(Dash et al., 2016). Несмотря на относительную изу-
ченность аутофагии, ее функции в развитии и про-
грессировании ГЦК до сих пор неизвестны (Liu et al.,
2017). Таким образом, стимуляция аутофагии может
представлять особый интерес в противоопухолевой
фармакотерапии ГЦК.

Цель настоящего исследования заключается в
сравнительной оценке способности карбоната ли-
тия и рапамицина влиять на развитие аутофагии в
популяции клеток ГЦК 29.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клетки. Для моделирования опухолевого процес-

са использовали клеточную линию гепатоцеллюляр-
ной карциномы-29 (клетки Г-29), полученную и ве-
рифицированную сотрудниками Института цитоло-
гии и генетики СО РАН и любезно предоставленную
для наших исследований (Каледин и др., 2009).
Клетки Г-29 культивировали в течение 48 ч в ростовой
питательной среде RPMI, содержащей 10% сыворотки
крови плодов коровы в CO2-инкубаторе при 37°С. По-
севная концентрация составляла 2.0 × 106 кл./мл. Бы-
ли сформированы 4 экспериментальные группы:
контрольная (клетки, культивированные в пита-
тельной среде без добавления препаратов); группа,
получавшая 5 мМ карбоната лития; группа, получав-
шая 10 нМ рапамицина и группа, получавшая одно-
временно 5 мМ карбоната лития и 10 нМ рапамици-
на. Клетки культивировали в питательной среде в
присутствии карбоната лития и (или) рапамицина в
течение 48 ч.

Световая и трансмиссионная электронная микро-
скопия. Для проведения микроскопии клетки фик-
сировали в 4%-ном растворе параформальдегида,
приготовленном на среде Хенкса, дофиксировали в
течение 1 ч в 1%-ном растворе тетраоксида осмия
(ОsO4) на фосфатном буфере pH 7.4, дегидратирова-
ли в этиловом спирте возрастающей концентрации и
заключали в эпон. Полутонкие срезы толщиной
1 мкм получали на ультрамикротоме Leica EM UC7
(Leica Microsystems, Германия), окрашивали толуи-
диновым синим, с помощью светового микроскопа
LEICA DME (Leica Microsystems, Германия) выби-
рали образцы для исследования в электронном мик-

роскопе. Из отобранного материала изготавливали
ультратонкие срезы толщиной 70–100 нм на ультра-
томе Leica EM UC7 (Leica Microsystems, Германия),
контрастировали насыщенным водным раствором
уранилацетата и цитратом свинца. Фотографии полу-
чали с помощью электронного микроскопа JEM 1400
(JEOL, Япония).

Иммунофлюоресцентное исследование клеточной
культуры Г-29. Клетки Г-29 наносили на полилизи-
новые стекла и фиксировали 10%-ным раствором
формалина в течение 15 мин. После фиксации клет-
ки трижды отмывали раствором PBS, затем покры-
вали раствором для блокирования неспецифическо-
го связывания антител (PBS, содержащем 2.5% бы-
чьего сывороточного альбумина (BSA) и 0.25%
тритона X-100), и инкубировали при комнатной
температуре в течение 60 мин. Затем клетки гибри-
дизовали с первичными поликлональными антите-
лами к LC3β (microtubule-associated proteins 1A/1B
light chain 3B) и LAMP1 (lysosomal-associated mem-
brane protein 1) в течение ночи при 4°С и далее с соот-
ветствующими вторичными антителами, конъюгиро-
ванными с флюорохромом, в течение 30 мин при
37°С. После гибридизации клетки отмывали и заклю-
чали в монтирующую среду, содержащую DAPI.
Изображения получали на флюоресцентном микро-
скопе Axio Observer Z1 (Zeiss, Германия).

Морфометрия и статистический анализ. Морфо-
метрию цифровых изображений, полученных в ре-
зультате иммунофлюоресцентного окрашивания,
проводили с помощью программного обеспечения
Image J (Wayne Rasband, США), используя закрытую
тестовую систему. Для оценки результатов иммуно-
флюоресцентного окрашивания клеток Г-29 были
выбраны по 10 полей зрения для каждой исследуе-
мой группы (общая тестовая площадь составила
0.005 мм2 для каждой группы). Считали клетки, со-
держащие везикулы, позитивные на маркеры LC3β
или LAMP1, а также общее число клеток в каждом
поле зрения. Данные представлены в виде средней
доли (%) клеток на группу, имеющих LCβ3- или
LAMP1-позитивные везикулы.

Среднее значение и стандартное отклонение вы-
числяли с помощью программного обеспечения Mi-
crosoft Excel (Microsoft, США). Достоверность разли-
чий между исследуемыми параметрами определяли с
помощью программного обеспечения Statistica 6.0
(StatSoft, США) с использованием U-критерия
Манна−Уитни (непараметрическая статистика) при
уровне достоверности 95% (P < 0.05).

Использованные реактивы: карбонат лития (Завод
редких металлов, Новосибирск, Россия); рапамицин
(Invivogen, США); осмий тетроксид (Sigma, США);
эпон (Serva, Германия); Triton X-100 (Sigma-Aldrich,
США); BSA (бычий сывороточный альбумин) (Био-
лот, Россия); гематоксилин Майера (Биовитрум,
Россия); монтирующая среда с красителем DAPI
(4',6-diamidino-2-phenylindole) (Abcam, Великобри-
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тания); антитела (Abcam, Великобритания): полик-
лональные кролика к LC3β человека, мыши и крысы
(ab48394), моноклональные крысы к LAMP1 челове-
ка и мыши (ab25245), а также вторичные поликло-
нальные антитела козла к IgG кролика, конъюгиро-
ванные с Alexa Fluor®488 (ab150077) и вторичные
поликлональные антитела козла к IgG крысы, конъ-
югированные с Alexa Fluor®568 (ab175476).

РЕЗУЛЬТАТЫ

С помощью трансмиссионной электронной мик-
роскопии в клетках Г-29 после введения карбоната
лития и рапамицина были выявлены ультраструк-
турные признаки аутофагии: накопление аутолизо-
сом, деградация цитоплазматического содержимого
и субклеточных компонентов (рис. 1).

Рис. 1. Ультраструктурные признаки аутофагии: накопление аутолизосом и деградация цитоплазматического содержимого
(стрелки) в клетках гепатоцеллюлярной карциномы (ГЦК) 29 через 48 ч после культивирования в присутствии карбоната ли-
тия и (или) рапамицина. а – Контрольные клетки; б – в среде с 5 мМ карбоната лития; в – в среде с 10 нМ рапамицина; г – в
среде с одновременным присутствием 5 мМ карбоната лития и 10 нМ рапамицина. Трансмиссионная электронная микроско-
пия, увел.: 50000×.
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С помощью иммунофлюоресцентного исследова-
ния оценивали способность карбоната лития и рапа-
мицина влиять на экспрессию маркеров аутофагии
LC3β (рис. 2) и LAMP1 (рис. 3) в клетках Г-29. Счита-
ли долю клеток (%), имеющих LC3β-позитивные
аутофагические структуры и LAMP1-позитивные
структуры (рис. 4). В среднем доля клеток в группе
контроля с LCβ3 -позитивными везикулами составля-
ла 6.08 ± 5.6%. При введении карбоната лития значимо
повышалось число таких клеток в 3.9 раз (P < 0.005) по
сравнению с контрольной группой; при введении
рапамицина – в 2.7 раз (P < 0.005), а при совместном
введении карбоната лития и рапамицина – в 8 раз
(P < 0.005).

Кроме того, отмечено, что совместное введение
карбоната лития и рапамицина способствовало увели-
чению числа клеток с LC3β-позитивными аутофагиче-
скими структурами в 2.1 раза по сравнению с группой,
получавшей только карбонат лития (P < 0.05) и в 3 раза
по сравнению с группой, получавшей только рапа-

мицин (P < 0.05). Достоверных различий при срав-
нении с другими группами выявлено не было.

При подсчете числа клеток, имеющих LAMP1-по-
зитивные структуры, было выявлено, что доля таких
клеток в группе контроля составляла 19.9 ± 7.2% от
общего числа. Совместное введение карбоната лития
и рапамицина способствовало достоверному повы-
шению количества клеток с LAMP1-позитивными
структурами в 1.5 раз по сравнению с контрольной
группой (P < 0.05) и в 2 раза по сравнению с группой,
получавшей только рапамицин (P < 0.005). Кроме то-
го, при введении карбоната лития увеличивалось
число таких клеток в 1.7 раз (P < 0.005) по сравнению
с группой, получавшей только рапамицин. Досто-
верных различий при сравнении с другими группа-
ми выявлено не было.

ОБСУЖДЕНИЕ

Основной регулятор аутофагии – метаболическое
состояние клетки. Снижение факторов роста, умень-

Рис. 2. Иммунофлюоресцентное окрашивание клеток ГЦК 29 на маркер аутофагии LC3β после 48-часового культивирования
их в присутствии карбоната лития и (или) рапамицина. а – Контрольные клетки; б – в присутствии 5 мМ карбоната лития;
в – в присутствии 10 нМ рапамицина; г – одновременное присутствие 5 мМ карбоната лития и 10 нМ рапамицина. LC3β –
зеленый цвет, окраска ядер DAPI – синий. Об.: 40×.

ааа ббб

вв ггг



408

ЦИТОЛОГИЯ  том 61  № 5  2019

ТАСКАЕВА и др.

шение количества питательных веществ и кислорода
могут индуцировать развитие аутофагии в клетке.
Комплекс mTORC1 (mammalian target of rapamycin
complex 1) является одним из первичных сенсорных

сигнальных путей, реагирующих на изменения в по-
ступлении питательных веществ: при снижении по-
ступления нутриентов происходит торможение его
негативной регуляции аутофагии (Yin et al., 2016).

Рис. 3. Иммунофлюоресцентное окрашивание клеточной культуры ГЦК на маркер аутофагии LAMP1 после 48-часового
культивирования их в присутствии карбоната лития и (или) рапамицина. а – Контрольные клетки; б – в присутствии 5 мМ
карбоната лития; в – в присутствии 10 нМ рапамицина; г – одновременное присутствие 5 мМ карбоната лития и 10 нМ рапа-
мицина. LAMP1 – красный цвет, окраска ядер DAPI – синий. Об.: 40×.

ааа ббб

вв ггг

Рис. 4. Распределение клеток по маркерам аутофагии LC3β и LAMP1 в контрольной группе (К) и через 48 ч после культиви-
рования с карбонатом лития (КЛ) и рапамицином (Рап) раздельно и совместно. Различия достоверны по отношению к груп-
пе контроля (К) при *P < 0.005; по отношению к группе КЛ при #P < 0.05; по отношению к группе КЛ и Рап при 1P < 0.005;
2P < 0.05. Достоверных различий при сравнении с другими группами выявлено не было.
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Аутофагия может запускаться множеством кле-
точных сигнальных путей, среди которых можно вы-
делить основные: mTOR-зависимые и mTOR-неза-
висимые. К mTOR-зависимым путям относятся сиг-
нальный путь PI3K/АКТ/mTOR и сигнальный путь
АМPK (5'AMP-activated protein kinase); при этом
предполагается, что именно эти пути в основном ре-
гулируют аутофагию, индуцированную голоданием,
снижением факторов роста, гипоксией и другими
внешними факторами.

При достаточном поступлении питательных ве-
ществ ферменты класса I (фосфатидилинозитол-3-
киназа (PI3K)) активируют протеинкиназу В (Akt),
что приводит к ингибированию комплекса тубероз-
ного склероза TSC1/2 и негативной регуляции белка
RHEB (белок из семейства Ras, которым богата кора
головного мозга); последнее активирует mTOR и ин-
гибирует сборку комплекса инициации аутофагии
(Manning et al., 2002; Inoki et al., 2003; Huang, Man-
ning, 2008).

Снижение поступления нутриентов и факторов
роста через сигнальный каскад PI3K/АКТ/mTOR
тормозит активность mTOR и запускает аутофагию.
Энергетический дефицит стимулирует АМPK к фос-
форилированию комплекса TSC1/2 (Inoki, et al.,
2003), что в конечном итоге также приводит к ини-
циации аутофагии через ингибирование mTOR. Уве-
личение уровня фактора, индуцируемого гипоксией
HIF1 способствует накоплению белка DDIT4 (тран-
скрипта-4, индуцируемого повреждением ДНК) и,
следовательно, активации комплекса TSC1/2, что при-
водит к ингибированию mTOR через RHEB и запуску
аутофагии (Shoshani et al., 2002; Inoki et al., 2003;
DeYoung et al., 2008; Sato et al., 2010). Согласно данным
из литературы, сигнальный путь PI3K/АКТ/mTOR
считается потенциальной мишенью для химиотера-
пии, так как его активация происходит при различ-
ных типах рака (Russo, Russo, 2018). Рапамицин яв-
ляется признанным индуктором аутофагии, и реали-
зует свои эффекты за счет ингибирования mTOR
(Noda, Ohsumi, 1998).

mTOR-независимые сигнальные пути весьма мно-
гочисленны и включают Са2+-кальпаиновый сигналь-
ный путь, сигнальный путь фосфоинозитола, а также
многие другие. Литий индуцирует аутофагию за счет
модуляции сигнального пути фосфатидилинозитола,
независимо от сигнализации PI3K/AKT/mTOR. Было
выявлено, что ингибирование литием IMPase, при-
водящее к истощению свободного инозитола и сни-
жению уровней инозитол-1,4,5-трифосфата (IP3),
индуцирует аутофагию (Sarkar et al., 2005). Однако
позже было показано (Sade et al., 2016), что накопле-
ние IP3 может вызывать десенситизацию и сниже-
ние количества рецепторов к IP3 (IP3R). IP3R спо-
собны связывать белки Beclin 1 и Bcl-2, формируя
специфический комплекс, состоящий из IP3R, Be-
clin 1 и Bcl-2. Высвобождение Beclin 1 из этого ком-
плекса стимулирует развитие аутофагии (Vicencio et

al., 2009). Таким образом, опосредуемое литием сни-
жение количества IP3R может способствовать ауто-
фагии, однако точную молекулярную основу этого
взаимодействия еще предстоит выяснить.

С помощью трансмиссионной электронной мик-
роскопии и иммунофлюоресцентного исследования
в клетках Г-29 было выявлено, что после культиви-
рования в присутствии карбоната лития или рапа-
мицина в течение 48 ч образуются аутолизосомы и
повышается экспрессия маркеров аутофагии LC3β и
LAMP1. В то же время было выявлено, что при сов-
местном введении карбоната лития и рапамицина
увеличение количества клеток с LC3β-позитивными
аутофагическими структурами более значительно по
сравнению с группами, получавшими только карбо-
нат лития или рапамицин.

Согласно данным из литературы, рапамицин и
литий индуцируют аутофагию в клетках Г-29 пред-
положительно за счет модуляции mTOR-зависимых
(рапамицин) и mTOR-независимых (литий) сиг-
нальных путей. Однако другая внутриклеточная ми-
шень лития – GSK-3β также принимает участие в
сигнальной оси PI3K/AKT/mTOR: ингибирование
GSK-3β литием активирует mTOR за счет опосреду-
емого GSK-3β-фосфорилирования (и ингибирова-
ния) белка TSC 2 (Inoki et al., 2006). Тем не менее,
было показано, что при моделировании болезни
Хантингтона in vivo комбинированное применение
рапамицина и лития имело взаимноусиливающее
действие на аутофагию за счет активации mTOR-за-
висимых и mTOR-независимых сигнальных путей
(Sarkar et al., 2008).

Ранее нами были получены данные, свидетель-
ствующие об активации аутофагии (Taskaeva, Bgato-
va, 2018; Таскаева, Бгатова, 2019), а также снижении
жизнеспособности (Гаврилова и др., 2016) и повы-
шении апоптоза клеток ГЦК после введения солей
лития (Бгатова и др., 2017). Результаты представлен-
ных экспериментов свидетельствуют, что совмест-
ное введение карбоната лития и рапамицина спо-
собствует значительному повышению образования
аутолизосом и увеличению экспрессии маркеров
аутофагии LC3β и LAMP1 в клетках Г-29. Необходи-
мо проведение дальнейших исследований с исполь-
зованием дополнительных высокотехнологичных
методов визуализации аутофагического потока (им-
муно-электронной микроскопии, проточной цито-
метрии, вестерн-блот-анализ и др.) для комплексно-
го мониторинга аутофагии и оценки вклада всех
аутофагических структур в процесс деградации в
клетках Г-29 in vitro и in vivo при введении лития.
Комбинированное применение лития и рапамицина
может являться перспективной стратегией для хи-
миотерапии ГЦК, поскольку позволит интегриро-
вать различные клеточные сигнальные пути, регули-
рующие аутофагию и апоптоз в опухолевых клетках.
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AUTOPHAGY IN HEPATOCELLULAR CARCINOMA-29 CELLS AFTER SEPARATE 
AND COMBINED ADMINISTRATION OF LITHIUM CARBONATE 

AND RAPAMYCIN
Iu. S. Taskaevaa, b, *, N. P. Bgatovaa, and A. O. Solovievaa
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Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 630060 Russia

bBNCT laboratory of the Novosibirsk State University, Novosibirsk, 630090 Russia
*e-mail: inabrite@yandex.ru

The role of autophagy in the development and progression of hepatocellular carcinoma (HCC) is ambiguous and
still little known. Autophagy stimulation may be of exceptional interest in antitumor pharmacotherapy of HCC.
Rapamycin and lithium are accepted inducers of autophagy. The aim of this study was to compare the level of auto-
phagy in hepatocellular carcinoma-29 (HCC-29) cells after separate and combined administration of lithium car-
bonate and rapamycin. Autolysosomes formation and significant increase of LC3 beta (+) – and LAMP1 (+) – au-
tophagic structures were revealed in HCC-29 cells after lithium carbonate and rapamycin co-administration by
transmission electron microscopy and immunofluorescence analysis. This drugs combination may be a promising
strategy for HCC chemotherapy, since it will allow the integration of various cellular signaling pathways that regulate
autophagy and apoptosis in tumor cells.

Keywords: hepatocellular carcinoma-29, lithium carbonate, rapamycin, autophagy
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