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РАСПРЕДЕЛЕНИЕ МЕТАСТАЗОВ В ОРГАНАХ МЫШЕЙ ПОСЛЕ 
ОРТОТОПИЧЕСКОГО ВВЕДЕНИЯ КЛЕТОК КОЛОРЕКТАЛЬНОГО РАКА CT26
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Одной из причин высокого уровня смертности от рака кишечника является формирование метастазов, и
для анализа механизма их развития необходимы эффективные животные модели рака. С целью формиро-
вания подобных моделей метастазирования мы осуществляли ортотопическую прививку мышам клеток
колоректального рака мыши CT26, содержащих ген люциферазы, в подслизистую область слепой кишки
животных. Через 30 сут после прививки мышей умерщвляли и определяли наличие метастазов в органах
на основе анализа количества матричной РНК гена люциферазы с помощью полимеразной цепной реак-
ции в реальном времени. Установлено, что после ортотопического введения клеток колоректального рака
CT26 у экспериментальных животных обнаруживаются метастазы не только в печени, но и в легких, и в
селезенке. Подобные данные получены впервые и позволяют рассматривать использованный нами про-
токол для моделирования на мышах процесса метастазирования колоректального рака.
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Один из наиболее распространенных типов рака –
колоректальный – часто сопровождается формирова-
нием множественных очагов опухолевого роста – ме-
тастазов (Roth et al., 2021). Процесс метастазирова-
ния, будучи не до конца изученным, коррелирует с
неблагоприятным прогнозом для пациентов
(Nagai et al., 2021).

Известно, что чаще всего при развитии колорек-
тального рака можно наблюдать метастазы в печени
(Acciuffi et al., 2022). Однако потенциальные очаги
вторичного роста опухоли могут быть локализованы
и в других органах, в том числе в селезенке и легких
(Vatandoust et al., 2015). Для поиска новых лекарств и
подходов к эффективной терапии метастазирующих
опухолей нужны качественные и релевантные моде-
ли на животных. Критическое значение при этом
имеют органы или ткани, в которых могут возникать
очаги вторичного опухолевого роста. Клетки карци-
номы кишечника мыши CT26 являются одной из
наиболее удобных и доступных для исследователей
моделей формирования опухолей in vivo, однако до
сих пор не было известно, в каких органах могут
формироваться метастазы в случае ортотопической
трансплантации опухоли.

Чаще всего для моделирования метастазирования
клетки CT26 вводят животным либо внутривенно, и
в этом случае формируются метастазы в легких
(Hashemzehi et al., 2020), либо вводят в селезенку для

получения метастазов в печени (Sorski et al., 2014).
Описанные способы введения опухолевых клеток
серьезно ограничивают релевантность и коррект-
ность самой модели, поскольку в процессе метаста-
зирования крайне важную роль играет микроокру-
жение опухоли (Chandra et al., 2021). Кроме того, в
этом случае невозможно в полной мере учесть про-
цессы деградации ткани, окружающей опухоль, а
также лимфатическую или сосудистую инвазию
(Hanahan, Weinberg, 2011).

Альтернативой описанным методикам может
быть ортотопическое введение клеток колоректаль-
ного рака. Одним из наиболее эффективных и реле-
вантных способов ортотопической трансплантации
карциномы кишечника является введение суспен-
зии клеток в подслизистую область слепой кишки
(Hite et al., 2018).

Именно этот способ мы применили в настоящей
работе, целью которой был поиск метастазов в тка-
нях печени, селезенки и легких мышей после орто-
топического введения раковых клеток непосред-
ственно в область слепой кишки.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клетки. Клетки колоректального рака мыши

CT26 были любезно предоставлены профессором
Г. Мультхофф (Технический университет Мюнхена,

УДК 57.084.1
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Германия). Клетки культивировали в среде DMEM
(Gibco, США), содержащей 10% бычьей эмбрио-
нальной сыворотки (FBS; Gibco, США), антибиоти-
ки пенициллин 100 ед/мл и стрептомицин 0.1 мг/мл
(БиолоТ, Россия) при 37°С и 5% CO2. Для экспери-
ментов мы использовали линию клеток CT26-luc,
полученную с помощью трансдукции клеток CT26
геном люциферазы (luc) в составе вектора pHIV-iR-
FP720-E2A-Luc, как было описано ранее (Komarova
et al., 2021).

Ортотопическое введение клеток животным. Для
экспериментов были использованы самки мышей
линии BALB/c. Все животные были получены из пи-
томника Центра генетических коллекций животных
Нижегородского государственного университета им.
Н.И. Лобачевского (Нижний Новгород). Животных
перед операцией наркотизировали с помощью сме-
си препаратов Золетил-100 (Virbac, Франция) и Ро-
метар (Bioveta, Чехия), смешивая эти препараты с
физиологическим раствором (Гематек, Россия) в
объемном соотношении 1 : 3 : 40 соответственно.
Клетки CT26-luc в количестве от 106 до 2.5 × 106 сус-
пензировали в 50 мкл среды DMEM и 50 мкл реакти-
ва Matrigel (Corning Incorporated, США) Затем сус-
пензию клеток в объеме 100 мкл вводили в подсли-
зистую область слепой кишки. Во время операции
смачивали внутренние органы мыши физиологиче-
ским раствором, не допуская пересыхания. После
операции брюшную полость зашивали, мышам для
обезболивания вводили диклофенак (Атолл, Рос-
сия) в дозировке 1 мкг на 1 кг веса животного. Спу-
стя 30 сут животных умерщвляли, и извлекали орга-
ны (кишечник, печень, селезенку, легкие) для по-
следующего анализа.

Полимеразная цепная реакция в реальном времени
(ПЦР-РВ). Для анализа органов мышей с ПЦР-РВ
их гомогенизировали и растворяли в реактиве Ex-
tractRNA (Евроген, Россия) в соотношении 1 мл на
100 мкг ткани. Выделение матричной РНК осу-
ществляли по описанному ранее протоколу (Mike-
ladze et al., 2021). Далее для получения комплемен-
тарной ДНК проводили реакцию обратной тран-
скрипции с помощью набора MMLV RT (Евроген,
Россия) согласно протоколу производителя. Для
анализа использовали 2 мкг РНК на пробу.

Все реакции ПЦР-РВ проводили на системе де-
текции ПЦР-РВ CFX96 (BioRad, США) с использо-
ванием qPCRmix-HS SYBR (Евроген, Россия) со-
гласно протоколу производителя. Для подтвержде-
ния корректности ампликонов использовали анализ
кривой плавления. Данные были проанализированы
на кратность изменения количества матричной РНК
с использованием программного обеспечения Bio-
Rad CFX (версия 3.1). Нуклеотидные последовательно-
сти праймеров были следующими: актин: (прямой)
5'-ACCGTGAAAAGATGACCCAGAT-3', (обратный)
5'-GTACGACCAGAGGCATACAGG-3'; люцифераза:
(прямой) 5'-AGATCCTCAACGTGCAAAAGAAG-3',

(обратный) 5'-ACGAAGGTGTACATGCTTTGGA-3'.
Актин использовали в качестве контроля для норма-
лизации.

Все праймеры были заказаны в компании Евро-
ген (Россия). Параметры ПЦР-РВ: 5 мин предвари-
тельной денатурации при 95°С; затем 40 циклов: 30 с
при 95°С, 30 с при 65°С и 30 с при 70°С.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для изучения распределения вторичных очагов

опухолевого роста в органах мышей мы использова-
ли клетки колоректального рака мыши, трансдуциро-
ванные геном luc, CT26-luc. Клетки с репортерным ге-
ном удобны для диагностики очагов опухолевого ро-
ста, поскольку в клетках тканей мыши указанный ген
не экспрессируется. Клетки вводили в подслизистую
область слепой кишки мыши, как показано на рис. 1а.
Спустя 30 сут животных умерщвляли и извлекали
органы для анализа. Типичный внешний вид очагов
опухолевого роста в исследуемых органах представ-
лен на рис. 1б–д.

Для подтверждения формирования опухолей у
мышей после ортотопического введения клеток ко-
лоректального рака помимо визуальной диагности-
ки мы анализировали уровень экспрессии гена luc в
тканях кишечника экспериментальных животных.
Для анализа мы использовали метод количествен-
ной ПЦР и установили, что у 4 из 6 мышей, которым
вводили 106 клеток CT26-luc формировались пер-
вичные опухоли. В группе мышей, которым вводили
2.5 × 106 CT26-luc опухоли кишечника формирова-
лись у 4 животных из 5 (рис. 2). Таким образом орто-
топическое введение клеток рака кишечника дало
желаемый результат: мы наблюдали первичные оча-
ги опухолевого роста у большинства животных.

Следующим этапом нашей работы был поиск ме-
тастазов в печени, селезенке и легких тех животных,
у которых были выявлены очаги первичного опухо-
левого роста. Для этого мы проанализировали коли-
чество мРНК гена luc в соответствующих органах
животных. На основе результатов ПЦР-РВ нам уда-
лось установить наличие люциферазы в печени у 2-х
животных из группы, которой вводили 106 клеток
CT26-luc и у 4-х животных из группы, которой вво-
дили 2.5 × 106 этих же клеток (рис. 3а). Анализ экс-
трактов селезенки мышей позволил выявить экс-
прессию luc всего у 3-х животных: у одного из груп-
пы, которой вводили 106 клеток CT26-luc и у 2-х из
группы, которой вводили 2.5 × 106 клеток (рис. 3б).
Аналогичные результаты были получены по данным
анализа легких: экспрессию гена luc выявили у 3-х жи-
вотных: у одного из группы, которой вводили 106 кле-
ток и у 2-х из группы, которой вводили 2.5 × 106 клеток
CT26-luc (рис. 3в).

На основе полученных данных была составлена
тепловая карта экспрессии гена luc в тканях кишеч-
ника, печени, селезенки и легких (рис. 4). Мы уста-
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новили, что при ортотопическом введении клеток
колоректального рака CT26 наблюдаются множе-
ственные вторичные очаги опухолевого роста. Важно
отметить, что метастазы в печень были обнаружены у
всех животных, получивших инъекцию 2.5 × 106 кле-
ток, у которых развилась первичная опухоль. При
этом у 2-х животных были обнаружены метастазы во
всех исследованных органах (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ
Развитие карциномы кишечника в большинстве

случаев сопровождается метастазированием в печень
(Vatandoust et al., 2015). Реже наблюдаются метастазы в
других органах, в том числе в легких (Chen et al., 2021),
в селезенке (Vatandoust et al., 2015), в мозге (McKay,
2021) и даже в мышечной ткани (Guo et al., 2021). Мы
предположили, что ортотопическая прививка кле-
ток колоректального рака мыши сможет сделать
картину процесса метастазирования более соответ-
ствующей процессу, происходящему в организме, то
есть вызвать метастазирование не только в печень,
но и в другие органы, например в селезенку и в лег-
кие. Для проверки этой гипотезы мы использовали
линию клеток CT26, содержащую ген luc. Мы счита-
ем, что использование люциферазы в качестве ре-
портера позволяет надежно верифицировать нали-
чие метастаза в органе в случае невозможности обна-
ружить его визуально. Дополнительно стоит отметить,
что подобный подход с применением клеток, трансду-
цированных люциферазным репортером, может быть
использован для прижизненной диагностики очагов

опухолевого роста у мышей с помощью методики био-
люминисценции (Banan et al., 2020).

В большинстве случаев при работе с in vivo моде-
лями метастазирования колоректального рака спе-

Рис. 1. Внешний вид зоны операции и сформированных спустя 30 сут после введения клеток CT26 очагов опухолевого роста
у мышей. а – Общий вид мыши во время проведения операции по инъекции клеток CT26-luc в подслизистую область слепой
кишки. Стрелкой обозначено место инъекции. б – Вид брюшной полости мыши с выросшей опухолью. Стрелкой отмечено
злокачественное образование на стенке кишечника. в – Вид брюшной полости мыши с выросшей опухолью. Стрелкой пока-
зан метастаз на правой доле печени. г – Вид извлеченной из животного селезенки с метастазом (стрелка). д – Вид извлечен-
ных из животного легких и сердца. На легких видны множественные метастазы (стрелки).

а б в г

д

Рис. 2. Экспрессия гена люциферазы luc в слепой кишке
мышей через 30 сут после инъекции им клеток CT26-luc
в разном количестве. Представлены результаты анализа
тканей кишечника мышей методом RT-PCR. Клетки
CT26-luc вводили мышам в количестве 106 или 2.5 × 106.
В качестве положительного контроля использовали
клетки CT26-luc, выращенные in vitro (крайний левый
столбик). Значения экспрессии гена luc нормализованы
относительно гена актина. Показаны средние значения и
среднеквадратичное отклонение по результатам трех не-
зависимых экспериментов.
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циалисты обращают внимание на метастазы в пече-
ни (Oh et al., 2017); другие органы при этом остаются
вне зоны интереса. В частности, для клеток CT26 ра-
нее не было известно, что при ортотопическом введе-
нии они могут давать метастазы в легкие и селезенку.
При необходимости получения легочных метастазов in
vivo исследователи традиционно используют методику
внутривенного введения опухолевых клеток (Hashem-
zehi et al., 2020). Еще один распространенный способ
прививки колоректального рака при моделировании
метастазирования – инъекции в селезенку (Huang et al.,
2020; Fleten et al., 2017). Обычно этот способ используют
для получения метастазов в печени (Huang et al., 2013).
Однако все гетеротопические модели имеют опреде-
ленные ограничения применения. В первую оче-
редь, эти ограничения связаны с отсутствием адек-
ватного микроокружения, что негативно сказывает-
ся на процессах метастазирования (Bürtin et al.,
2020). Таким образом, полученные нами данные о
появлении дополнительных очагов опухолевого ро-
ста при ортотопической трансплантации могут быть
полезны для моделирования процессов метастази-
рования.

Настоящая работа была направлена на изучение
возможности использования методики ортотопиче-
ского введения клеток CT26 для моделирования

Рис. 3. Экспрессия гена luc в тканях мышей с развившим-
ся злокачественным новообразованием. Представлены
результаты анализа тканей печени (а), селезенки (б) и
легких (в) мышей с помощью метода RT-PCR. Клетки
CT26-luc были введены мышам в количестве 106 либо
2.5 × 106. Значения экспрессии гена luc нормализованы
относительно гена актина. Показаны средние значения и
среднеквадратичное отклонение по результатам трех не-
зависимых экспериментов.
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Рис. 4. Тепловая карта, показывающая результаты анали-
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процессов метастазирования, сопутствующих про-
грессии колоректального рака. Нам удалось проде-
монстрировать, что инъекция клеток колоректаль-
ного рака мыши в подслизистую область слепой
кишки с высокой вероятностью приводит к форми-
рованию метастазов не только в печени, но и в лег-
ких и селезенке. Таким образом, метод, описанный
в данной работе, может быть использован для моде-
лирования вторичного роста колоректальной опухо-
ли в органах грудной и брюшной полости.
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Distribution of Metastases in the Organs of Mice after Orthotopic Injection of CT26 
Colorectal Cancer Cells

L. S. Kuznetzovaa, B. A. Margulisa, I. V. Guzhovaa, and V. F. Lazareva, *
aInstitute of Cytology Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194064 Russia

*e-mail: lazarev@incras.ru

One of the reasons for the high mortality rate from colorectal cancer is the formation of metastases, and effective
animal models of cancer are needed to analyze the mechanism of their development. In order to form such a model
of metastasis, we carried out orthotopic inoculation of CT26 mouse colorectal cancer cells containing the luciferase
gene into the submucosal region of the animal’s caecum. Determination of the presence of metastases in the organs
of mice was carried out on the basis of the analysis of the luciferase gene expression using real-time polymerase chain
reaction. It has been established that after orthotopic injection of CT26 mouse colorectal cancer cells in experimen-
tal animals, metastases are found not only in the liver, but also in the lungs and spleen. Such data were obtained for
the first time and allow us to consider the protocol we used to model the process of colorectal cancer metastasis.

Keywords: mouse, colorectal cancer, metastases, orthotopic transplantation, caecum



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


