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ОПЫТ ПРИМЕНЕНИЯ ИНКАПСУЛЯЦИИ В АЛЬГИНАТ 
ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ ВЛИЯНИЯ EGF И FGF2 

НА ПРОЛИФЕРАЦИЮ КЛЕТОК КОЛОРЕКТАЛЬНОГО 
РАКА В УСЛОВИЯХ ПОНИЖЕННОЙ АДГЕЗИИ IN VITRO
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Опухолевые стволовые клетки (ОСК) являются перспективными мишенями для разработки новых проти-
вораковых средств. Успехи в изучении свойств этой субпопуляции опухолевых клеток во многом зависят
от подбора адекватных методов идентификации и выделения. Для оценки возможностей инкапсуляции в
альгинат в контексте исследования свойств ОСК мы тестировали влияние факторов роста EGF и FGF2 на
размер колоний культур колоректального рака в условиях пониженной адгезии. Исследование показало,
что добавление экзогенных факторов роста приводит к замедлению роста колоний культуры НТ-29 и уси-
лению роста Сасо-2, не оказывая существенного влияния на культуру клеток НСТ116. Таким образом, ин-
капсуляция в альгинат с дальнейшим измерением размера образующихся колоний может быть применена
для создания теста, аналогичного классическому тесту на образование колоний в полужидком агаре, с
перспективой дальнейшего расширения спектра применения метода с добавлением химических модифи-
каций альгината, сокультивирования разных типов клеток и других дополнений.
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Теория опухолевых стволовых клеток (ОСК)
утверждает, что метастазирование, рост и возобнов-
ление опухоли поддерживаются небольшой субпо-
пуляцией клеток, обладающих свойствами, прису-
щими нормальным стволовым клеткам – способно-
стью к самоподдержанию, устойчивостью к действию
лекарственных препаратов, мощными механизмами
репарации ДНК, устойчивостью к аноикису и др.
(Пучинская, 2016; Battle, Clevers, 2017). Данная кон-
цепция вдохновила исследователей на разработку
инновационных стратегий лечения рака, направлен-
ных не столько на уменьшение объема опухоли,
сколько на прицельное уничтожение популяции
ОСК (Du et al., 2019).

Успех исследований в области биологии ОСК
связан с возможностью точной идентификации и
выделения клеток опухоли, обладающих свойствами
стволовых. Методы идентификации ОСК базируют-
ся на использовании присущих им характерных

свойств, которые в общем можно разделить на три
группы. К первой группе относятся методы, которые
эксплуатируют способность ОСК к усиленной экс-
креции из клетки флуоресцентных красителей за
счет увеличенной экспрессии ABC-транспортеров
на их поверхности (Song et al., 2010; Pattabiraman,
Weinberg, 2014). Усиленное выведение красителей
применяется для идентификации и измерения по-
бочной популяции (side population) (Shimoda et al.,
2018) – субпопуляции клеток, слабо светящейся в
канале используемого красителя (например, Hoechst
33342 или Rhodamine 123), которая и принимается за
ОСК в исследуемом материале. Ко второй группе
методов относится идентификация специфических
клеточных маркеров для определения выраженно-
сти свойств стволовости в культуре клеток или ткани
опухоли. Молекулы CD44 и CD133, первоначально
описанные для нормальных стволовых клеток, пред-
ставляют собой два наиболее распространенных по-
верхностных маркера, используемых для идентифи-
кации ОСК (Глузман и др., 2020; Abbaszadegan et al.,
2017). С развитием исследований в области биологии
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стволовых клеток, список специфических маркеров,
как поверхностных, так и цитоплазматических, по-
стоянно расширяется.

Третья группа методов основывается на устойчи-
вости ОСК к аноикису – клеточной гибели, вызван-
ной неправильным взаимодействием с молекулами
внеклеточного матрикса. Это свойство используется
для получения свободно плавающих сфер (онко-
сфер) при культивировании исследуемого клеточно-
го материала в условиях низкой адгезии (Lobo et al.,
2007). Количество и размер онкосфер в абсолютном
или относительном выражении применяются в ка-
честве показателей выраженности свойств стволово-
сти в исследуемой культуре клеток или ткани опухо-
ли (Lopez-Sánchez et al., 2014; Jang et al., 2018; Ka-
takam et al., 2020). Технически это самый простой
подход к изучению ОСК, так как не требует дорогих
антител и использования специального оборудова-
ния. Необходимым условием постановки тестов на
образование онкосфер является низкая плотность
посадки (1–10 кл./мкл) с тем, чтобы нецелевые клет-
ки не образовали конгломераты, которые затрудни-
ли бы подсчет истинных клонов – потомков отдель-
ных ОСК (Coles-Takabe et al., 2008). Вместе с тем,
низкая плотность посадки не всегда применима из-
за биологических свойств исследуемых клеток, так
как для проявления свойств стволовости могут быть
необходимы паракринные сигналы от других клеток
(Pastrana et al., 2011).

Для преодоления этого недостатка можно ис-
пользовать заключение исследуемых клеток в гидро-
гель, который препятствует движению и слипанию
клеток. Широко применяемое для этих целей за-
ключение в 0.3–0.35%-ный агар (Borowicz et al.,
2014; Horibata et al., 2015; Rajendran, Jain, 2018) за-
трудняет замену среды, что ограничивает длитель-
ность культивирования и плотность посадки клеток.
Инкапсуляция клеток в отдельные бусины из агара
снимает проблему замены среды и может быть ис-
пользована для решения широкого круга исследова-
тельских задач. В частности, инкапсуляцию в буси-
ны из мягкого агара (0.8%) в оболочке из плотного
агара (4.5%) использовали в экспериментах с дли-
тельным культивированием для обогащения и изу-
чения свойств ОСК мышиной почечной карциномы
(Smith et al., 2011; Gazda et al., 2013). Недостаток это-
го метода в том, что он требует применения мине-
рального масла и достаточно длительного воздей-
ствия на клетки не физиологических условий. В то
же самое время, заключение в близкий по химиче-
скому строению к агару полисахарид растительного
происхождения – альгинат – не оказывает негатив-
ного воздействия на клетки (Lee, Mooney, 2012) и от-
крывает дополнительные возможности по созданию
моделей для изучения свойств ОСК.

Из-за гидрофильных остатков альгинат, как и
агар, плохо адсорбирует на своей поверхности белки
(Piras, Smith, 2020), из-за чего клетки не могут нор-

мально прикрепиться к стенкам образующихся в
альгинате пор даже в присутствии белков сыворот-
ки. Поэтому альгинат может быть использован в ка-
честве гидрогеля для тестирования способности кле-
ток к колониеобразованию и является, таким обра-
зом, перспективным материалом для изучения
клеток, проявляющих свойства стволовых. В каче-
стве дополнительного преимущества можно указать
на то, что химические свойства альгината могут быть
модифицированы с получением широкого спектра
биологически активных модификаций (Neves et al.,
2020). Наконец, выращенные клетки без уменьше-
ния жизнеспособности могут быть быстро выделены
путем деполимеризаци альгината в растворе ЭДТА
или цитрата натрия для дальнейшего анализа или
культивирования (Dhamecha et al., 2019).

Альгинат удобен, прежде всего, тем, что быстро
полимеризуется под действием двухвалентных
ионов (Lee, Mooney, 2012), поэтому бусины из этого
полисахарида с небольшой вариацией по объему
можно получить без применения специального обо-
рудования, а просто прокапывая с постоянной ско-
ростью суспензию клеток в альгинате через иглу в
раствор хлорида кальция при комнатной температу-
ре (Dhamecha et al., 2019; Кит и др., 2020). Получае-
мые структуры устойчивы в большинстве сред куль-
тивирования, содержащих достаточное количество
ионов кальция и менее хрупкие, чем бусины из ага-
розы, что облегчает длительное культивирование, в
том числе и в экспериментах с сокультивированием.
Особенное значение разработка систем сокультиви-
рования ОСК с другими клеточными компонентами
имеет для поиска новых терапевтических стратегий
для лечения таких онкологических заболеваний, те-
чение которых зависит от локального иммунного
окружения опухоли и системного иммунного стату-
са больного, например, опухолей желудочно-ки-
шечного тракта (Pernot et al., 2014; Колесников и др.,
2016).

Для оценки возможностей инкапсуляции в альги-
нат в качестве платформы для изучения ОСК в на-
стоящей работе мы тестировали влияние факторов
роста на пролиферативную способность клеток,
устойчивых к аноикису, в постоянных клеточных
линиях колоректального рака, заключенных в альги-
натные бусины.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Культуры клеток. Материалом для исследования

служили постоянные культуры клеток колоректаль-
ного рака (КРР) Сасо-2, НТ-29 и НСТ116. Клеточ-
ная линия Сасо-2 была получена из Института цито-
логии РАН (Санкт-Петербург, Россия). Клеточная
линия НТ-29 была получена из Российского научно-
го центра рентгенорадиологии Минздрава России
(Москва, Россия). Клеточная линия НСТ116 была
получена из Memorial Sloan Kettering Cancer Center
(Нью-Йорк, США). Клетки всех линий культивиро-
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вали в питательной среде DMEM (Gibco, США), со-
держащей 10% сыворотки (FBS; HyClone, США),
при 37°С в атмосфере 5.5% СО2. Для исследования
был подготовлен 1%-ный раствор альгината натрия
(W201502; Sigma Aldrich, США) в фосфатно-солевом
растворе Дульбекко (DPBS; Биолот, Россия), про-
стерилизованном методом холодной стерилизации
путем пропускания через фильтры с диаметром пор
0.22 мкм (Corning, США).

Инкапсуляция в альгинат и условия эксперимента.
При достижении монослоем клеток 70%-ной
конфлюентности их снимали с пластика при помо-
щи раствора трипсин–Версена (1 : 1; Биолот, Рос-
сия). Далее часть клеток анализировали на наличие
маркеров стволовости при помощи проточной цито-
флуориметрии, а оставшиеся клетки ресуспендиро-
вали в растворе альгината до концентрации
105 кл./мл. Раствор альгината с клетками исследуе-
мых культур КРР медленно капали через иглу 30G в
стерильный охлажденный раствор хлорида кальция
(100 мМ) с высоты 10 см. При соприкосновении с
раствором хлорида кальция происходило мгновен-
ное отверждение капель альгината и образование бу-
син диаметром 2.5–3 мм. Полученные бусины вы-
держивали для дополимеризации в растворе хлорида
кальция еще 5 мин. После отверждения бусины от-
мывали охлажденной средой DMEM и помещали в
среду культивирования, приготовленную в трех ва-
риантах: 1) DMEM/F12 (Gibco, США), содержащая
по 10 нг/мл факторов роста EGF (ПанЭко, Россия) и
рекомбинантного FGF2 (СайСторЛаб, Россия);
2) DMEM/F12, содержащая 10% сыворотки FBS;
3) DMEM/F12, содержащая 10% FBS и по 10 нг/мл
EGF и FGF2. Бусины с заключенными в них клетка-
ми культур КРР культивировали 14 сут с заменой сре-
ды на 3-, 7- и 10-е сут культивирования. На 14-е сут
культивирования фотографировали образовавшие-
ся колонии. При помощи средств пакета ImageJ
определяли площади колоний.

Проточная цитофлуориметрия. Анализ на наличие
маркеров стволовости проводили на проточном ци-
тофлуриметре FACSCantoII (BD, США) с использо-
ванием флуоресцентно меченых моноклональных
антител к CD44 (BD, США) и CD133 (BD, США).

Статистический анализ. Статистический анализ
полученных данных проводили с помощью пакета
STATISTICA. Оценку статистической достоверно-
сти различий между показателями групп определяли
по t-критерию Стьюдента. Данные выражали сред-
ними значениями и 0.95%-ным доверительным ин-
тервалом. В каждой клеточной линии было проведе-
но измерение площади 300 колоний.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для того чтобы оценить количество ОСК в ис-
пользуемых культурах клеток КРР, мы провели те-
стирование на наличие маркеров стволовости перед

инкапсуляцией клеток в альгинат. Согласно данным
из литературы, одними из наиболее популярных
маркеров ОСК клеток КРР являются CD44 и CD133
(Abbasian et al., 2019). Полученные данные свиде-
тельствуют в пользу того, что исследуемые культуры
клеток КРР разделились на две группы по содержа-
нию этих маркеров: клетки Сасо-2 и НТ-29 характе-
ризуются меньшим количеством маркера CD133,
чем клетки НСТ116. Кроме того, культура НСТ116
демонстрировала более широкий диапазон маркера
CD44 по сравнению с клетками культур Сасо-2 и
НТ-29 (рис. 1).

Полученные нами результаты лишь отчасти под-
держивают данные других авторов. Например, коли-
чество маркера CD133 на клетках Сасо-2 было выше,
чем на клетках НСТ116 в работе других авторов (Mu-
raro et al., 2012), в то время как в нашем эксперимен-
те наблюдается обратное. Тем не менее, данные по
наличию маркера CD44 в клетках Сасо-2 и НСТ116
совпадают в обоих исследованиях. Кроме того, в от-
личие от наших данных, в другой работе (Sahlberg
et al., 2014) содержания маркеров CD133 и CD44 в
культурах клеток НСТ116 и НТ-29 были схожими.
Объяснением наблюдаемых расхождений количеств
маркеров ОСК в одних и тех же культурах клеток
КРР могут быть непостоянные биологические свой-
ства ОСК in vitro и in vivo, так как содержание марке-
ров и другие характеристики ОСК могут меняться
при изменении условий оксигенации, доступности
факторов роста, нутриентов и других причин
(Thankamony et al., 2020). Кроме того, нельзя исклю-
чить вариацию экспериментальных методик и со-
стояния культур клеток в момент проведения экспе-
римента в разных лабораториях.

Для тестирования влияния условий выращива-
ния на клетки, которые устойчивы к аноикису, мы
поставили эксперименты с тремя вариантами среды
с включением факторов роста EGF и FGF2 на фоне
добавления сыворотки и без сыворотки, а также
только с сывороткой, но без добавления факторов
роста.

Наличия только факторов роста в среде культи-
вирования оказалось недостаточно для роста коло-
ний даже в течение 14 сут (рис. 2а). Вероятно, в среде
культивирования отсутствовали ключевые компо-
ненты, обеспечивающие пролиферацию клеток. Тра-
диционно среда для культивирования ОСК, в том
числе клеток КРР, состоит из смеси DMEM/F12, со-
держащей В27, и факторов роста EGF и FGF2 (извест-
ного также как основной фактор роста фибробластов
bFGF) в концентрациях 10–20 нг/мл (O’Brien et al.,
2007; Kreso, O’Brien, 2008; Prasetyanti et al., 2013). До-
бавка В27 содержит разнообразные компоненты,
обеспечивающие жизнедеятельность клеток, но не
поддерживающие адгезию, и является, таким обра-
зом, заменителем сыворотки, который изначально
был разработан для культивирования клеток нервной
системы (Brewer et al., 1993), но позже получил широ-
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Рис. 1. Результаты проточно-цитометрического анализа культур колоректального рака Сасо-2, НТ-29 и НСТ116. По осям –
интенсивность флуоресценции антител против CD133, меченных фикоэритрином (PE-CD133, горизонталь) и против CD44,
меченных изотиоцианатом флуоресцеина (FITC-CD44, вертикаль). Квадранты Q1–Q4 условно разделяют субпопуляции
клеток на положительные и отрицательные по интенсивности флуоресценции в канале выбранного флюорофора.
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Рис. 2. Влияние факторов роста на размер колоний, образуемых инкапсулированными в альгинат клетками культур колорек-
тального рака Сасо-2, НТ-29 и НСТ116. Клетки культивировали 14 сут в среде DMEM/F12, содержащей 3 варианта добавок:
только факторы роста (ФР) EGF и FGF2 по 10 нг/мл; только 10% сыворотки FBS; 10% FBS и ФР. а – Внешний вид образую-
щихся колоний клеток культур КРР в трех вариантах эксперимента; увел. об.: 5×. б–г – Распределение значений площади
колоний клеток культур КРР при культивировании в среде, содержащей ФР и в среде без ФР в присутствии сыворотки. д –
Среднее значение площади колоний клеток при культивировании в среде в присутствии ФР и без ФР в присутствии сыворот-
ки; вертикальные отрезки соответствуют 0.95%-ному доверительному интервалу.
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кое распространение и в работе с ОСК (Ledur et al.,
2017). Использование альгината обеспечивает куль-
тивирование клеток в условиях пониженной адгезии
даже при добавлении сыворотки, так как на поверх-
ности альгинатных пор не происходит адсорбции
белков, способствующих прикреплению клеток к
субстрату. При этом сыворотка является источни-
ком необходимых нутриентов и гормонов, поддер-
живающих рост клеток, устойчивых к аноикису. По-
этому добавление сыворотки привело к росту много-
численных колоний во всех культурах, как с
наличием факторов роста EGF и FGF2, так и без них
(рис. 2а). Наряду с колониями в альгинате также на-
блюдали и отдельные клетки.

Таким образом, исследуемые культуры клеток
КРР продемонстрировали рост колоний в условии
низкой адгезии. Предположительно, эти колонии
являются клонами ОСК в исследуемых клеточных
линиях и могут выступать в качестве объектов для
изучения биологических особенностей этой клеточ-
ной популяции.

В качестве параметра интенсивности роста ОСК
был использован размер колоний. Измерения пока-
зали, что добавление факторов роста в среду культи-
вирования, содержащую сыворотку, вызвало разно-
направленную реакцию со стороны исследуемых
культур клеток КРР (рис. 2б–г). Клетки Сасо-2 отреа-
гировали на добавление факторов усилением проли-
ферации, а именно увеличилась частота появления ко-
лоний большего размера (3500–7500 мкм2) и сократи-
лось число маленьких колоний (0–1500 мкм2).
Характер распределения размеров колоний клеточной
линии НСТ116 мало изменился при добавлении
факторов роста в среду культивирования. В культуре
клеток НТ-29 наблюдали замедление роста колоний,
о чем можно судить по смещению модального класса
размеров колоний с 3500–4000 к 2000–2500 мкм2 при
добавлении факторов роста.

Сравнение среднего значения площади колоний
культуры клеток Сасо-2 при наличии и отсутствии
факторов роста показало его значительное увеличение
при добавлении факторов роста: 1755.16 ± 195.87 мкм2 в
отсутствие и 3270.57 ± 274.91 мкм2 в присутствии
факторов (P < 0.05). Измерение площади колоний
НСТ116 показало незначительную тенденцию к уве-
личению размеров колоний: 2844.89 ± 461.57 и
3530.31 ± 503.85 мкм2 без факторов роста и в их при-
сутствии соответственно. Площадь колоний НТ-29
уменьшилась в среде с добавлением факторов роста:
4605.10 ± 324.02 мкм2 в среде без факторов и
3167.85 ± 249.07 мкм2 в присутствии факторов (P <
< 0.05) (рис. 2д). Таким образом, несмотря на то, что
культуры клеток Сасо-2 и НТ-29 имели одинаковую
характеристику по наличию маркеров стволовости,
их реакция на введение факторов роста оказалась
противоположной.

Факторы роста, такие как EGF и FGF2 являются
наиболее часто применяемыми компонентами сре-

ды культивирования ОСК (Ledur et al., 2017). Эти
факторы участвуют в ряде сигнальных каскадов,
усиливающих клеточную пролиферацию и выжива-
емость и играющих важную роль в канцерогенезе
(Sigismund et al., 2018). Ожидается, что добавление
факторов роста в среду культивирования должно
простимулировать рост клеток и, в первую очередь,
клеток со свойствами ОСК, так как в условиях низ-
кой адгезии они получают пролиферативное преиму-
щество, что и было продемонстрировано для Сасо-2.
При этом для НСТ116 эффект добавления оказался
слабо выраженным, а для НТ-29 – противополож-
ным.

Наблюдаемые эффекты можно объяснить рядом
причин. С одной стороны, Сасо-2 демонстрируют
увеличенную экспрессию гена рецептора EGF
(EGFR) по сравнению с двумя другими культурами
клеток, используемыми в нашей работе (Berg et al.,
2017), что может способствовать усиленному ответу
на стимуляцию фактора EGF. С другой стороны,
торможение роста клеточных колоний культуры
клеток НТ-29 может быть связано с сигнальным кас-
кадом EGFR−PTEN, обладающим антимитогенной
активностью, которая была описана на культуре
клеток рака легкого (Ryu et al., 2017). Авторы этой ра-
боты обнаружили, что торможение роста культуры
клеток рака легкого связано с усилением продукции
активных форм кислорода под длительным действи-
ем EGF. Увеличение продукции активных форм
кислорода, в свою очередь, через ряд сигнальных со-
бытий вызывает рост экспрессии онкосупрессора
PTEN, мишенью которого является путь PI3K−Akt,
отвечающий за пролиферацию опухолевых клеток
(Hoxhaj, Manning, 2020).

Известно, что экспрессия генов, участвующих в
сигнальном каскаде PI3K−Akt, повышена, в том
числе в клетках НТ-29 и НСТ116 (Berg et al., 2017),
которые негативно или слабо отреагировали на воз-
действие факторов роста в нашем исследовании.
Кроме того, в этой же работе сказано, что уровень
малой ГТФазы Rac1, участвующей в образовании
активных форм кислорода под действием EGF
(Dröge, 2002; Hordijk, 2006), в НТ-29 почти в два раза
выше, чем в Сасо-2, а в НСТ116 наблюдается его
промежуточное значение (Berg et al., 2017). Возмож-
но, повышение содержания Rac1 способствует уве-
личению продукции активных форм кислорода в от-
вет на продолжительную стимуляцию EGF в культу-
ре клеток НТ-29 и, в меньшей степени, в культуре
клеток НСТ116, что также может быть объяснением
наблюдаемого в нашей работе антимитогенного
влияния факторов роста на эти две клеточные ли-
нии.

Для установления точных причин наблюдаемого
парадоксального влияния факторов EGF и FGF2 на
рост клеток КРР, заключенных в альгинат, требуют-
ся дальнейшие исследования. Однако полученные
нами данные уже позволяют сделать вывод о том,
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что широкое применение традиционных сред для
выделения ОСК с добавлением высоких концентра-
ций факторов роста может быть под вопросом.

Таким образом, заключение в альгинат клеточ-
ных линий с определением размера образуемых ко-
лоний является адекватным методом изучения
свойств ОСК, так как при этом сохраняются условия
низкой адгезии и обеспечивается независимость ро-
ста отдельных клонов. При этом инкапсуляция в
альгинат позволяет расширить возможности теста
на колониеобразование и, например, создать на его
основе экспериментальные модели с включением
сокультивирования с суспензионными и адгезион-
ными культурами.
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The Use of Alginate Encapsulation to Study EGF and FGF2 Effect on Colorectal Cancer 
Cells Proliferation in Low Adhesion Conditions in Vitro

S. Yu. Filippovaa, *, A. O. Sitkovskayaa, E. S. Bondarenkoa, I. A. Novikovaa, D. A. Kharagezova,
V. V. Pozdnyakovaa, O. V. Khokhlovaa, and O. I. Kita

aNational Medical Research Centre for Oncology, Rostov-on-Don, 344037 Russia
*e-mail: filsv@yandex.ru

Cancer stem cells (CSCs) are promising targets for the development of new anti-cancer agents. Success in studying
these tumor cells subpopulation properties largely depends on the selection of adequate methods for its identification
and isolation. To assess the possibilities of encapsulation in alginate in the context of studying the properties of
CSCs, we tested the effect of EGF and FGF2 on the colony size of colorectal cancer cell cultures under conditions
of low adhesion. The study showed that the addition of exogenous growth factors leads to a slowdown in the growth
of colonies of the HT-29 culture and an increase in the growth of Caco-2, without significantly affecting the HCT116
culture. Thus, encapsulation in alginate with further measurement of the size of the formed colonies can be used to
create a test similar to the classical test for the formation of colonies in semi-liquid agar with the prospect of further
expanding the functionality of the method with the addition of chemical modifications of alginate, co-cultivation of
different cell types and other additions.

Keywords: alginate, cancer stem cells, epidermal growth factor, basic fibroblast growth factor, colorectal cancer
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